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0.2. Resumen

El sistema inmune puede responder a millones de moléculas diversas generando anticuerpos con
diferente grado de especificidad y afinidad. Los anticuerpos son glucoproteinas compuestas por
dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas. Ambos tipos de cadenas estédn a su vez formadas por
regiones constantes y variables, siendo estas tltimas las encargadas del reconocimiento hacia su
antigeno. Los camélidos, ademas de los anticuerpos convencionales, poseen isotipos homodimé-
ricos funcionales de cadena pesada (HCAD) que carecen completamente de cadenas ligeras. Los
dominios variables derivados de éstos (Vi) conservan la capacidad de reconocimiento y sufren
modificaciones para contrarrestar la ausencia de cadenas ligeras. Por un lado, las Vg g presentan
sustituciones nucleotidicas en la regién que en las VHs convencionales interacttia con el dominio
VL. En general, esos cambios le dan un caracter mas hidrofilico al dominio. Ademas, las tres asas
de union al antigeno adoptan conformaciones distintas a las estructuras clasicas y la mayoria pre-
senta un CDR3 relativamente largo comparado con los observados en humano y ratéon. Por otra
parte, los fragmentos Vg g son facilmente producidos por diversos microorganismos. Su estruc-
tura caracteristica y composiicion naturales les dan importantes ventajas sobre otros fragmentos
de anticuerpos ya que provocan poca o ninguna respuesta efectora y tienen mayor solubilidad y
estabilidad. Los Vg g son moléculas compuestas de dominio tinico, siendo excelentes candidatos
para la generacion de agentes terapéuticos. En este trabajo, se obtuvieron dos bibliotecas no
inmunes de Vg g a partir de sanger periférica de una ejemplar de Llama. Del tamano y variabi-
lidad obtenidas se propone a las librerias como potenciales fuentes de dominios especificos para
diversos antigenos. Ambos repertorios deVygs fueron desplegados en fagos filamentosos M13,
para lograr un vinculo directo entre el fenotipo deplegado y el genotipo correspondiente. Despues
de tres rondas de tamizado se aislaron dos clonas con capacidad de reconocer a la fibrilla de la
porteina 6aJL.2 (molécula relacionada con la formacion de agregados insolubles en la amilodosis
AL). La obtencion de estos Vi ayudara a la elucidacion de los mecanismos de extension de la

fibra, asi como también abre la posibilidad de inhibir la formacion de los agregados.



Capitulo 1

INTRODUCCION

La generacién de ligandos naturales de bajo peso molecular ha sido una constante necesidad en el
estudio de campos como el de las interacciones moleculares, la biomedicina y, méas recientemente,
la proteémica. Dada la importancia que han adquirido los ensayos de unién miniaturizados en
la investigacion postgendmica, es en este tltimo campo en el que mayor empuje se ha generado.
Esta es un area en la que los notables avances en la tecnologia de microarreglos han relegado a
la generacion de los ligandos a ser la etapa limitante [1, 2.

Los ligandos especificos son ampliamente utilizados, entre otros campos, en biomedicina, diri-
giéndolos contra blancos celulares y humorales. En el caso de los blancos celulares se incluyen
las células tumorales y otros subtipos con funcionamiento inadecuado, deficiente o desregulado.
Por otro lado, dentro de blancos humorales se consideran tanto afecciones cronicas como agudas

relacionadas con la presencia indeseable de determinadas moléculas en el organismo.

1.1. Anticuerpos

Desde que Koler y Milstein en 1975 desarrollaron la técnica de cultivo de poblaciones de células
secretoras de anticuerpos monoclonales (mAb), los anticuerpos se han convertido en los ligandos
naturales por excelencia empleandose en una amplia gama de aplicaciones.

Naturalmente, el sistema inmune puede responder especificamente a millones de moléculas di-

versas, generando anticuerpos con diferente grado de especificidad y afinidad, mismos que le
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confieren al organismo la capacidad de contender con moléculas extranas que pudieran alterar
su funcionamiento. Sin embargo, en el uso y manipulacién de estas moléculas se presentan tres

principales problemas:

a) Su produccion en cultivos de células eucariotas es costosa, si se pretende obtener un niimero

grande de anticuerpos.
b) Su farmacocinética es lenta debido a su tamano.
¢) No pueden generarse contra moléculas propias.

En el intento por solucionar estaslimitaciones, se ha buscado obtener moléculas con ca-
racteristicas similares en cuanto a su capacidad de reconocimiento, pero que no presenten las
desventajas mencionadas y sean facilmente manipulables. La mayor aproximacion a este com-
portamiento ha sido lograda con la generaciéon de los fragmentos de anticuerpos: Fab’s y scFv’s
(fig 1.1).

Region Fab

s,

Region Fec

Fragmento Fv

Fragmento scFv

IgG convencional

Figura 1.1: Representacién de una IgG convencional y de fragmentos generados a partir de la molécula [3].

Estos fragmentos se han obtenido por dos vias, los Fab’s mediante digestion enziméatica (uso de
papaina o pepsina) o empleando tecnologias de biologia molecular en ambos casos.

Los fragmentos pueden ser expresados en bacterias y levaduras con relativa facilidad, y al conser-
var las regiones variables ligera (VL) y pesada (VH) exhiben esencialmente la misma especificidad

por el antigeno (Ag) que los anticuerpos originales. Su menor tamano, (Fab ~ 60kDa, scFv ~
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30kDa) permite que tengan mayor acceso a los espacios extravasculares, presenten un menor
tiempo de retencion y sean eliminados mas rapidamente de la sangre, lo cual es importante en
tratamientos contra afecciones agudas. Pero lo més relevante, es que provocan muy poca o nin-
guna respuesta inmune al administrarse a pacientes, debido a que persisten muy poco tiempo
en la circulacién y a que carecen de las regiones constantes propias de los anticuerpos, las cua-
les estan involucradas con respuestas efectoras. La tercera limitante del uso de los anticuerpos
monoclonales ha sido erradicada por una poderosa metodologia: el despliegue de bibliotecas de

anticuerpos en fagos filamentosos.

Fragmento Vi

1gG convencional IgG de cadena pesada

Figura 1.2: Esquema de una IgG convencional, un anticuerpo de cadena pesada (HCAbs), presente en los camélidos
y su respectivo fragmento variable (Vi g) [3].

De manera que hasta hace unos anos, estos fragmentos (scFv), parecian ser las unidades mini-
mas capaces de llevar a cabo un reconocimiento antigeno-anticuerpo, y es que las especies de
vertebrados estudiadas hasta entonces presentan anticuerpos con una estructura basica comin
(figl.1). Las inmunoglobulinas son proteinas conformadas por dos cadenas pesadas y dos cadenas
ligeras idénticas; las regiones variables son las involucradas en el proceso de reconocimiento y
cada una de ellas estd compuesta por regiones de andamiaje (frameworks) y regiones hipervaria-
bles (CDR’s). En general, la separacion de las cadenas ligeras de sus respectivas cadenas pesadas
reduce las propiedades de unién al antigeno del anticuerpo, ademés de propiciarse una baja so-
lubilidad [4, 5|. Una sorprendente excepcion presente en la naturaleza son las inmunoglobulinas
de los camélidos (fig 1.2). La familia Camelidae emergio en el Eoceno, hace aproximadamente

40 millones de anos. Estos animales (fig 1.3), ademas de las IgG heterotetraméricas convencio-
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nales, poseen isotipos homodiméricos funcionales de cadena pesada que carecen completamente
de cadenas ligeras, pero que sin embargo, no presentan obvias alteraciones en su capacidad de

reconocimiento.

Figura 1.3: Representantes de la familia Camelidae, en los cuales se ha observado la existencia de HCAbs. Arriba:

Dromedario y camello (Asia y Africa), abajo: Vicuiia, alpaca y llama (Suddmerica).

1.2.  Anticuerpos de cadena pesada (HCAbs)

La existencia de anticuerpos de cadena pesada ha sido establecida en los camélidos |6]. A partir
de estos anticuerpos se han obtenido fragmentos funcionales constituidos de un dominio 1nico, la
region variable de la cadena pesada (llamada Vi g para distinguirla de las VHs convencionales).
La estructura de estas moléculas es cercana a los dominios VH de anticuerpos presentes en
vertebrados igualmente formados de hojas [ antiparalelas organizadas en un barril (.

En general, no hay diferencias notables entre las regiones variables humanas y de camélidos (Vg )
en las zonas interiores del dominio ni en las vueltas de las hojas 3. Sin embargo, las regiones
variables que componen este tipo de anticuerpos han sufrido modificaciones estructurales para
contrarrestar la ausencia de cadenas ligeras, principalmente en las regiones interfase (fig 1.4).
Por un lado, las Vg gs presentan sustituciones a nivel aminoacido importantes en la region del

segundo framework (FR), que en el caso de las VHs convencionales interactiia con el dominio
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Figura 1.4: Estructura basica de un dominio Vi g. En el panel superior se muestra una comparacién entre la
region correspondiente a un CDR humano (linea negra) y CDR’s cdmelidos (en colores), en donde se pueden observar
las direfencias estructurales y de tamafio. En el panel inferior, se muestra un dominio Vg g tipico. En amarillo se
muestran las hojas 3y los CDRs 1, 2 y 3, en rojo, verde y azul respectivamente. Se resaltan los principales residuos
del nicleo hidrofébico (Phe37, Phe47, Tyr91, Trp103 y PhelO0h), asi como la Arg45 (cian) y Glu44 (rojo), residuos
muy involucrados en la interaccién teérica VH-VL [43].

VL |7, 8, 9]. Analisis cristalograficos revelaron que Val37, Gly44, Leud5 y Trp47, residuos muy
conservados en la VHs, forman un cluster y hacen importantes contactos hidrofébicos con las
VLs [10, 11]|. Precisamente, sustituciones que se encuentran muy conservadas en la llama son
Val37Phe(Tyr), Gly44Glu(Gln), Leud5Arg, Trpd7Gly(Ser, Leu, Phe) [12, 13, 14|, las cuales le
dan un caricter mas hidrofilico a la regién, que ahora no tiene contacto con su contraparte

ligera.

Los aminoacidos GIn39, Tyr91, Trp103, GIn105 estan de igual manera involucrados en la aso-
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ciacion VH-VL, y atn cuando en la llama, se encuentran casi conservados, en los casos en que
han sido modificados, los cambios han sido hacia residuos més hidrofilicos, algunas sustituciones
encontradas son Tyr91Ser, Tyr91Thr y Trp103 que comtnmente es sustituido por un residuo mas
hidrofilico [13]. Estos cambios no se observan en VHs de camélidos, lo cual confirma su asociacion
con los dominios de la cadena ligera.

Por otra parte, la Leu 11 de las VHs humanas es un posiciéon muy conservada e importante en
la movilidad del anticuerpo, éste residuo tiene contacto con Phel49 y Prol150 del dominio CH1
[11]. En dromedarios, en esta posicion se encuentra una serina, que es un residuo mas pequeno e
hidrofilico; aunque en las llamas dicha sustitucién no es es tan consistente como en dromedarios,
sf ocurre en la mayoria de Vg ys reportadas.

La presencia de HCAbs en el suero de los camélidos ha sido observada en diferentes proporciones
de acuerdo a la especie. En camellos y dromedarios representan hasta el 75 % de anticuerpos en
sangre periférica, mientras que en las llamas sélo es alrededor del 35 %. Adn cuando los fragmentos
Vi s han mostrado tener propiedades similares sin importar la fuente de donde sean aislados,
existen ciertas diferencias entre las secuencias aisladas de camellos o llamas (fig 1.5).

Las regiones bisagra (regiones de union con el dominio CH2) de los anticuerpos de cadena pesada
de las llamas presentan diferencias respecto a las de humano, ratéon y otros camélidos [13]. En
base a las diferencias, en una especie de llama (L. peruviana) se identificaron 5 diferentes isotipos:
IgGla, IgG1b, [gG2a, IgG2b e IgG3. En el caso de IgGla e IgG1b, la VH esta seguida del dominio
CHL1, lo que revela que los elementos de esa familia son derivados de anticuerpos con estructura
convencional. En tales casos, el dominio CH1 es similar al presente en humanos, posee una cisteina
en la posicion 127, la cual forma un enlace disulfuro entre la cadena pesada y la cadena ligera,
quedando clara la interaccion entre ambos dominios. La bisagra IgG1 comprende 19 (IgGla) 6
12 (IgG1b) residuos. Los 5 primeros aminoacidos y al menos los 5 tltimos de IgGla de llama
son idénticos a la familia IgG3 humana, a excepcion de una sustitucion Lys/Arg [11]. Para el
caso en que la region variable estd seguida inmediatamente por la bisagra, se han encontrado
dos familias, las que presentan bisagras cortas (IgG3) y la de bisagras largas (IgG2). La familia

IgG3 consta de 12 residuos y es idéntica a la reportada para los camellos [6]. La bisagra larga
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Figura 1.5: Arbol filogenético de regiones variable de anticuerpos de diferentes especies. Dentro del cluster de los
Va s, los genes de llama forman un cluster monofilético que esta separado del cluster de los camellos. Sin embargo,

ninguno tiene valores estadisticamente significativos para ser considerados diferentes [16].
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(35 aa) es igual a la familia I[gG2 de dromedario. La més abundante en llamas, de 29 aa no ha
sido identificada en otros camélidos. Para el caso de L. glama, se confirmé la existencia de los
isotipos, a excepcion de la IgGG2a que no fue identificada. En cambio, se encontr6é un isotipo de
bisagra corta (IgG3) completamente diferente a las reportadas en otros camélidos, ésta, llamada

IgG3b contiene 15 residuos, dos de los cuales son cisteinas [12].

1) Secuencias de bisagra larga (1gG2)

L. glama IgG2b  EPKTPKPQPKPQPQOPQ- - - - - - PNPTTESK --CPKCP APELLGGP
L. peruviana IgG2b  EPKTPKPQPQPQPQPQ- - - - - - PNPTTESK --CPKCP APELLGGP
€. dromedarious 1gG2 EPKIPQPQPKPOPQPQPOPKPQOPKPEPE- - CTCPKCP APELLGGP
L. peruviana IgG2a  EPKIPQPQPKPQPQPQOPQPKPQPKPEPE-- CTCPKCP APELLGGP

I1)Secuencias de bisagra corta (IgG3)

L. glama IgG3b AHHBERDPRE -~ == ks Snie s s siaiesin s SKCPKCP GPELLGGP
L. peruviana IgG3a GTNEV--==--=-===-==scceecaumm-- CKCPKCP APELPGGP
C. dromedarious IgG3 GTNEV -~cocommrsoror s roms e CKCPKCP APELPGGP

I11) Secuencias de IgG convencional (IgG1)

L. glama IgGla ELETPQPQSOPE---~--s--m = oo m - - CRCPKCP APELLGGP
L. peruviana IgGla ELKTPQPQSQPE------------------ CRCPKCP APELLGGP
L. glama IgGlb  EPHGG-----=---=---=-=--=-=--on-- CTCPQCP APELPGGP
L. peruviana IgGlb  EPHGG - s-me-srmensmmss e CTCPQCP APELPGGP
Humano IgGl EPKSCDKTHTD------------=--=--=--- --CPPCP APELLGGP
e Structural upper hinge - - p  qMiddip g Lowen

hinge hinge

Figura 1.6: Comparacién de las secuencias de regiones bisagras (hinge) identificadas en llamas y dromedarios.
Tambien se muestra la regién amino-terminal del dominio CH2. [12, 13]

En principio, la ausencia del dominio VL y por tanto sus tres CDRs reduce a la mitad el poten-
cial de uniéon al antigeno de un HCAb; sin embargo, se ha visto que los CDRs también sufren
modificaciones que conllevan a una capacidad de reconocimiento similar e incluso ventajosa de
los Vg s. Las tres asas (H1, H2, H3) que se unen al antigeno en los HCAbs adoptan conformacio-
nes nuevas, distintas a las estructuras clasicas reportadas para anticuerpos humanos y de ratéon
(figl.4, panel superior) [30, 18, 17]. En humano y raton, las asas de union al antigeno de los VH
pueden tomar un nimero limitado de conformaciones (estructuras canénicas) dependiendo de su

longitud y la presencia de residuos especificos en ciertas posiciones. Adicionalmente, la mayoria
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de los Vi gs presentan un CDR3 relativamente largo (promedio de 17aa en comparacion con 12
y 9 aa que corresponden a humano y raton). Ademas la presencia de una cisteina extra en mu-
chos de los casos (especialmente en CDRs muy largos), sugiere que contienen un segundo puente
disulfuro que contribuye a la estabilizaciéon del CDR3 largo. En el caso de la llama, los Vg s que
contienen una cisteina en la asa CDR3, tienen otra en las asas CDR1 o CDR2. Los dominios de
bisagra larga (IgG2) presentan la cisteina en la posicion 50, mientras que aquellas con bisagra
corta (IgG3) en la posicion 33. El estudio de estas posiciones indica que las cadenas laterales
estan orientadas hacia el CDR3, lo que es compatible con la formacién de un enlace disulfuro
inter-CDRs [13, 7]. En las clonas de las regiones variables que contienen el exon CHI, solo se
observo una cisteina en el CDR3 y ninguna en los otros CDRs, de manera que esos dominios

unicamente pueden formar un puente disulfuro si se encuentra la VL y ésta contiene una cisteina.

1.2.1. Origen molecular de los HCAbs

Los Vs son codificados por un grupo de genes de lina germinal diferente al codificante de
las VHs, a la fecha se han identificado alrededor de 40 genes de Vpgs, los cuales parecen ser

duplicaciones recientes de los VHs dirigidos por dos vias:

- Seleccién positiva en las regiones de union antigeno-anticuerpo debido a la necesidad de

unir a un cierto espectro de epitopes.

- Influencia de seleccién positiva o seleccion de purificaciéon en cada codén de Vg en com-

paracion con los de un VH.

Los cambios evolutivos de los Vg gs no son exactamente los mismos que en los VHs, hay tres
principales diferencias respecto a la seleccion positiva [16]:

Los genes de los FRs de Vi gs parecen haber experimentado proporciones mas grandes de cambios
no sinénimos que los VHs, el FR2 mostro las mayores diferencias entre Vgg y VH. En el FR2
de VH, la mayoria de sustituciones fueron sinénimas, contrario a los Vg gs en donde hubo mas
cambios no-sinénimos, especialmente en las posiciones 40, 41, 44, 47 y 48. Lo anterior puede

explicarse considerando que los FR2 de VHs contienen sitios importantes de contacto con las
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VLs; tomando en cuenta que en los Vg gy no hay tales restricciones funcionales, estas posiciones
pueden cambiar a otras y lo hacen a residuos hidrofilicos.

Otra diferencia fue observada en la regién que precede al FR2, incluyendo el inicio del CDR1
(posiciones 24-32). Hubo mas cambios no-sinonimos en Vyys que en VHs. Dicha region corres-
ponde al asa H1. Estudios cristalograficos de Vg g-antigenos muestran que los aminoécidos de
esta region interacttian con los antigenos [8, 20, 21]. Estos cambios pueden reflejar una expansion
del repertorio de unién al antigeno de los HCAb para compensar la pérdida de los tres CDR’s
de la VL.

En tercer lugar, hay una diferencia observada en la posicién 14, la cual estd bien conservada en
los genes VH y ha sido objeto de seleccién positiva en los Vg gs. Se encontrd que la mayoria de
sustituciones no-sinénimas en este sitio son méas bien conservativas, probablemente la prolina es
el residuo ancestral en esta posicion, dado que se encuentra en la gran mayoria de miembros de
la familia VH3 humana y en los VH de camello. En los Vi gs, los aminoécidos que reemplazan a
la prolina son pequenios y neutros (Ala, Ser, Thr). Este sitio parece estar localizado en la region
opuesta al sitio de reconocimiento y muy cercano a una regiéon hidrofébica que tiene contacto
con la region CH1 que no se encuentra en los HCAbs.

A pesar de la ausencia del dominio Cy1 en los anticuerpos de cadena pesada, la determinacién
de la secuencia nucleotidica completa del gen de la region constante de la cadena pesada 2vya
indic6 que el dominio Cy1 esta presente en el gen, pero con una mutacion en la frontera 5 del
intron que le sigue, lo que hace que el aparato de splicing elimine totalmente el dominio C'y1 en

el mRNA de la cadena pesada 2va de los camélidos |22, 23].

1.2.2. Caracteristicas funcionales de los Vypy

Debido a los cambios presentes en secuencia y estructura, los fragmentos variables derivados de
anticuerpos de cadena pesada (V) han sido facilmente producidos como proteinas recombinan-
tes en microorganismos como E. coli, P. pastori y S. cerevisiae, obteniendo rendimientos de hasta
~100mg/L [24, 3, 25|. Una caracteristica de estas proteinas que ha llamado poderosamente la

atencion debido a la naturaleza de los anticuerpos y sus potenciales usos, es su mayor solubilidad
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y menor tendencia a la agregaciéon, ademaés tienen mayor estabilidad y capacidad para recuperar

su actividad después de sufrir desnaturalizacion por calor o agentes quimicos [26, 42, 28|.
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Figura 1.7: Desnaturalizacién por calor. Se muestra el comportamiento de anticuerpos monoclonales (izquierda) y
Vi s de llama (derecha), al someterlos a diferentes temperaturas se observa que los Vs son mas resistentes al
aumento de temperatura, conservando su actividad ain a valores cercanos a 90°C [42].

Los fragmentos producidos son resistentes a desnaturalizacién por calor a temperaturas de hasta
90°C (figl.7), ademas de exhibir un proceso de desplegamiento de dos estados y completamente
reversible. Ensayos hasta con 10M de urea y 7M de cloruro de guanidinio, muestran que desna-
turalizacion por agentes quimicos es también un proceso reversible.

Sin embargo, los cambios estructurales que confieren estas propiedades, parecen no afectar su ca-
pacidad de reconocimiento, a diferencia de los VH humanos, los cuales si bien pueden retener una

porcion significativa de la afinidad original por un cierto antigeno [29], han mostrado problemas

criticos, tales como:

a) Baja produccion por bacterias
b) Dificultades en la purificacion

¢) Baja solubilidad que impide su producciéon en gran escala

La mayoria de esos problemas fueron probablemente debidos a la exposicién al solvente de regiones
hidrof6bicas localizadas en los VH, que originalmente estarian en contacto con la VL. A diferencia
de estos casos, se han obtenido Vi de bibliotecas inmunes o no inmunes altamente especificos

para una variedad de antigenos [21].
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En resumen, las regiones variables son los fragmentos méas pequetios de su tipo (12-16kDa) y son
los Vg los que ofrecen especiales ventajas sobre otros fragmentos de anticuerpos en cuanto a
niveles de expresion, tamaifio y estabilidad, asi como en la oportunidad de generar construccio-
nes bivalentes o inmunoconjugados [25, 34|, dado que de manera natural no interaccionan con
la cadena ligera, lo que les confiere mayor estabilidad y solubilidad intrinsecas, que sin duda
representa una ventaja para su obtencién como proteinas solubles. Ademas, debido a su tamano
y la longitud de los CDRs, es posible el reconocimiento de epitopes pobremente inmunogénicos y
menos accesibles para anticuerpos convencionales. Un ejemplo importante ha sido la obtencion de
ligandos contra enzimas, los cuales en su mayoria actiian como potentes inhibidores [31, 32, 33|.
Este comportamiento parece deberse a la estructura adoptada por el CDR3 que sobresale del resto
de la superficie de union al antigeno, el cual penetra en el sitio activo de la enzima mimetizando

al sustrato original.

1.3. Despliegue en fagos filamentosos

La técnica de despliegue en fagos, comienza en 1985, cuando Smith [35] demostro que el genoma
de los fagos filamentosos podia ser manipulado para obtener particulas que llevaran fusionados
a sus proteinas superficiales, péptidos que podian ser reconocidos por un anticuerpo. Gracias a
las técnicas que utilizan el despliegue de péptidos y proteinas en la superficie de bacteriéfagos
se ha logrado tanto la construccién de bibliotecas de una enorme diversidad molecular, como
la seleccion de moléculas con propiedades predeterminadas. Utilizando la tecnologia de ADN
recombinante se pueden generar bancos de cientos de millones de péptidos, en los que cada fago
despliega una tinica variante. La principal ventaja de esta técnica es que proporciona un vinculo
directo entre el fenotipo y el genotipo, ya que cada fago porta en su genoma el ADN codificante

para la proteina desplegada.

1.3.1. Fagos filamentosos

Los fagos filamentosos estan constituidos por una envoltura proteica tubular que envuelve a la

molécula de ADN circular de cadena sencilla de 6.4 kb. Son fagos no liticos. Un ejemplo es el
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fago M13, cuyo genoma codifica para 10 proteinas. La particula viral mide 900 nm de largo y
6.5 nm de didmetro y esti constituida por cinco proteinas plll, pVI, pVII, pVIII y pIX. Las
dos primeras se encuentran en la region proximal , pVII y pIX en el otro extremo y pVIII es la

proteina més abundante en la cubierta.
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Figura 1.8: Esquema de un fago filamentoso. El genoma de la particula viral esta encapsulada en una forma cilindrica
de aproximadamente 930 nm y a lo largo de la cubierta se encuentran alrededor de 2,700 copias de pVIIl. En uno de
los extremos se observan de tres a cinco copias de las proteinas pVIl y pIX. En el otro extremo se encuentran cinco
copias de plll 'y pVI [39].

Estos virus son capaces de infectar inicamente a bacterias que expresan pilus, codificado por el
factor F’, a través de la union de plIl con esta estructura. Debido a la existencia de sb6lo unas
pocas moléculas de pilus por célula y a la pequena area de contacto con el pilus, la eficiencia de
infeccion de un cultivo se mejora al utilizar altas multiplicidades de fago por célula y en altas
densidades celulares. Sin embargo, la infeccion debe realizarse antes de que el cultivo alcance la
fase estacionaria, debido a que en dicho estado de crecimiento la expresion del pilus disminuye
y por lo tanto, la infectividad decae significativamente. La proteina plIl del fago consta de
406 residuos y tres dominios: N1, N2 y CT (figl.8 unidos por conectores flexibles. La infeccion
comienza cuando el dominio N2 de plIIl se une al extremo del pilus. Enseguida del contacto, se
lleva a cabo la disociacion de N1 y N2, el pilus se retrae y el genoma viral se trasloca al citoplasma
de la bacteria, en donde la cadena de ADN con la misma polaridad que el mRNA es llevada a
una forma superenrollada de doble cadena (forma replicativa), proceso a cargo de las RNA, DNA
polimerasas y topoisomerasas de la bacteria. La forma replicativa sirve como templado para la

expresion de los genes del fago y asi da lugar a las proteinas de ensamble de de nuevas particulas
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virales (figl.9).
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Figura 1.9: Ciclo de vida del fago M13 posterior a la infeccién de E. coli. En la parte superior se muestra el mapa
del fago M13 [36].

Todas las proteinas son sintetizadas simultaneamente, pero diversos mecanismos aseguran que se
produzcan en la proporcién adecuada. El ensamble del fago ocurre en la membrana citoplasmica y
los fagos son secretados de las células en cuanto se ensamblan. La primera progenie de particulas
virales aparece en el sobrenadante en los 10 minutos posteriores a la infeccion (a 37°C). El

nimero de fagos incrementa exponencialmente por alrededor de 40 minutos, de manera que
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una célula produce aproximadamente 1000 particulas durante la primera hora después de la
infeccién; pasado ese tiempo, la tasa de crecimiento tiene un comportamiento lineal. De hecho,

en condiciones 6ptimas de cultivo, las células infectadas pueden producir fagos indefinidamente.

1.4. Anticuerpos desplegados en fagos

Existen dos vias por las cuales llevar a cabo el despliegue de peptidos y proteinas, la primera
en que el ADN deseado es clonado directamente en el genoma viral (en el extremo amino de las
proteinas del fago). La segunda via consiste en utilizar un plasmido modificado (fagémido) que
contiene ademas del origen de replicacion bacteriano (para la produccion del plasmido), un origen
del fago (que permite la replicacion viral), también tiene el gen de la proteina utilizada para el
despliegue, un promotor y un gen de resistencia hacia un antibiético para su facil seleccion.

Las cinco proteinas de la capside del fago han sido utilizadas para el despliegue de péptidos
o proteinas (cuadrol.l). Generalmente, el uso de una u otra depende del tipo de molécula a
desplegar y plIl y pVIII son las comtnmente utilizadas para estos fines. plll es la proteina
que mas se usa para el despliegue debido a que permite inserciones de mayor tamano, da la
posibilidad de despliegue monovalente y por la amplia disponibilidad de vectores compatibles

con esta proteina.

Cuando se utilizan vectores virales, la secuencia de interés es insertada directamente en la secuen-
cia que codifica para plIl u otra proteina de la capside. Cuando el genoma es introducido en E.
coli, los fagos se produciran de tal manera que todas las copias de la proteina con la que se realiz6
la fusién desplegaran la proteina heterologa, lo cual significa un despliegue polivalente. En el uso
de un fagémido, el material a desplegar sera clonado en el plasmido bajo un promotor débil. Una
vez que las bacterias son transformadas con el fagémido, son infectadas con un fago ayudador (el
cual contiene la maquinaria para expresar las proteinas de empaquetamiento, pero con replica-
cion menos eficiente que el fagémido). Las células infectadas expresan todas las proteinas del fago

silvestre, codificadas en el genoma del fago ayudador, asi como la proteina de fusion codificada
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Gen Proteina Tamano Funcién Localizacién ;Utilizada para
(aa) despliegue?
I I 348 Ensamble Membrana interna
XI 108 Ensamble Membrana interna
11 11 409 Replicacion (nicasa) Citoplasma
X 111 Replicacion Citoplasma
II1 III 406 Componente Virion SI (N-terminal)
del virion (extremo terminal)
v v 405 Ensamble Membrana externa
Vv Vv 87 Replicacion (ssDNA) Membrana externa
VI VI 112 Componente Virion SI (C-terminal)
del virion (extremo terminal)
VII VII 33 Componente Virion SI' (N-terminal)
del virion (extremo inicial)
VIII VIII 50 Componente Filamento SI
del virion (N- y C-terminal)
IX IX 32 Componente Virion SI' (N-terminal)
del virion (extremo inicial)

Cuadro 1.1: Tabla de proteinas de la capside del fago [36]

por el fagémido. Debido a que la informacion del fago ayudador es pobremente empaquetada, se
puede considerar que casi todas las particulas producidas contienen la informacién del fagémido.
Las ventajas de este sistema son, el tamano y la facil manipulacion del vector comparado con
la dificultad de clonar el material en los vectores virales sin alterar la compleja estructura de su
genoma. Por otro lado, si se requiere realizar una seleccién que refleje afinidad real por un cierto
ligando, se debe obtener un despliegue monovalente, como el logrado con el fagémido y pIII.

Una de las aplicaciones mas poderosas del despliegue en fagos se ha visto reflejada en la ingenieria
de anticuerpos, ejemplo de ello son fragmentos Fab y scFv que han sido expresados en la superficie
de particulas virales M13 sin pérdida aparente de la afinidad o la especificidad del anticuerpo.
Ha sido posible aislar moléculas con afinidades equiparables a las obtenidas mediante uso de
hibridomas, a partir de bibliotecas inmunes o no inmunes. Las regiones codificantes para las
cadenas VH y/o VL pueden ser obtenidas a partir de ADNc de animales inmunizados o no
inmunizados, o incluso de los genes de linea germinal. Los genes codificantes para las cadenas
variables (en nuestro caso Vip), son clonados en el amino terminal del gen III, logrando asi
el despliegue de estas proteinas. Después, el repertorio desplegado es sometido varias rondas de

tamizado, en el cual se inmoviliza un antigeno y se pone en contacto con la poblacién de fagos, por
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medio de lavados se eliminan aquellos que portan las proteinas sin capacidad de reconocimiento
por el antigeno. Los que resultan con una cierta afinidad son seleccionados, y dado que se tiene
una relacién directa entre el fenotipo y el genotipo, los fagos aislados contienen el gen que
codifica para el fragmento de anticuerpo desplegado. Ademads, se ha logrado incrementar los
valores de la afinidad al utilizar al anticuerpo seleccionado como templado para la construccién
de una nueva biblioteca, en estos casos se introducen mutaciones que generen variabilidad, el
nuevo repertorio es desplegado en fagos y se vuelve a proceder con las rondas de seleccion. En
muchos aspectos la respuesta inmune natural puede ser simulada por el despliegue de anticuerpos
realizada por los fagos manipulados. Por ejemplo, la producciéon de anticuerpos dirigida por
antigenos se puede equiparar a la seleccion de ligandos de alta afinidad de los bancos de fagos,
asi como los fenomenos de mutacion soméatica que conllevan al incremento en la afinidad por
el epitope pueden simularse con la introduccién de mutaciones en las regiones determinantes
de complemento de los anticuerpos desplegados |36, 37|, lo cual puede modificar o mejorar la

capacidad de reconocimiento de la molécula.



Capitulo 2

ANTECEDENTES

Los anticuerpos son las moléculas mas ampliamente involucradas en procesos de reconocimiento,
de la misma manera como se observado con los fragmentos derivados de éstos. Ademas, se ha
observado que péptidos derivados de anticuerpos pueden también ser funcionales. A partir de un
fragmento scFv especifico para el péptido A342 (involucrado en la formacion de placas amiloides
presentes en la enfermedad de Alzheimer) se realizé la sintesis de un péptido de 15 residuos basado
en el CDR3 del fragmento. En dicho estudio se demostro que el péptido tiene el mismo patrén de
reconocimiento que el scFv [38], lo que representa una gran ventaja en el uso médico si se toma en
cuenta que un péptido de este tamano no generaria respuesta alguna en el paciente. La obtencién
de unidades pequenas capaces de reconocer una molécula especificamente representa la posibilidad
de manipularlas y utilizarlas en diversos campos. De manera que la obtencion de repertorios de
Vi gs (inmunes o no inmunes), abre la posibilidad de contar con moléculas que especificamente
reconocen un gran espectro de epitopes (proteinas extra e intracelulares, haptenos, e incluso sitios
cataliticos), y no presentan las desventajas propias de un anticuerpo convencional. Ademas se
puede pensar en obtener péptidos que al ser derivados de éstos reconozcan y funcionen de la
misma manera.

Moléculas como los Vg gs son ejemplo de ello y entre sus principales carateristicas que pueden

ser explotadas para fines de uso biotecnolégico, se encuentran:

a) Menor tamafno que otros fragmentos Fv.

22
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b) Solubles en medios acuosos.

c¢) Facilidad y bajos costos de expresion y purificacion.

d) Funcionales a y después de ser expuestos a altas temperaturas.

e) Resistencia a condiciones quimicas que desestabilizarian a otro anticuerpo.

f) Capacidad de reconocimiento y afinidad por un antigeno determinado tan alta como la de

un anticuerpo monoclonal.

g) Posibilidad de obtener diversidad de dominios sin la necesidad de contar con bibliotecas

muy grandes.

Tales propiedades, promueven a estos dominios como valiosas herramientas para numerosas apli-

caciones [41, 42, 43, 44], entre otras:
- Como reactivos en técnicas de inmunodiagnéstico.
- En la purificacién de proteinas.
- Como inhibidores y reguladores enziméticos.

- Por ser resistentes a procesos de pasteurizacion, pueden agregarse a leches suplementadas

con Vg g para proteccion contra enfermedades gastrointestinales infecciosas.
- En terapia antitumoral, como trasportadores especificos de drogas al tumor.

Atn cuando las llamas y dromedarios estan geograficamente separados y han evolucionado inde-
pendientemente, se ha observado que el suero de todas la especies contienen anticuerpos de cadena
pesada. Si embargo, han sido las llamas las mas atractivas para los potenciales usos, debido a
que son animales de menor tamano, mas faciles de inmunizar y criar en diferentes condiciones

climéaticas.
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Capitulo 3

OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Construir y caracterizar una biblioteca multiproposito de regiones variables de anticuerpos de

cadena pesada de llama desplegados en fagos filamentosos.

3.2. Objetivos particulares

1. Aislar linfocitos de sangre periférica de llama (Lama glama).

2. Purificar ARN total a partir de los linfocitos y amplificar por RT-PCR el repertorio de

Vi us.
3. Clonar el ADNc de las Vg ys en el vector para despliegue en fagos.
4. Transformar las bacterias y recuperar los fagos.
5. Caracterizar el banco en cuanto a diversidad y tamano.

6. Realizar rondas de tamizado contra algin antigeno.

25
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MATERIALES Y METODOS

4.1. Soluciones y medios de cultivo

LB (1L: 10g bacto-triptona, 5 g extracto de levadura, 5g NaCl, pH 7.0)

2xYT (1L: 16g bacto-triptona, 10g extracto de levadura, 5g NaCl, pH 7.0)

SB (1L: 35g bacto-triptona, 20g extracto de levadura, 5g NaCl, pH 7.5)

SOB (1L: 5g bacto-triptona, 1.25g extracto de levadura, 0.125 g NaCl, 2.5 ml KCI 0.25 M, pH
7.0)

SOC (10.2 ml: 10 ml SOB, 0.1 ml glucosa 2M, 0.1 ml MgCl, 1M)

PBS 10X (1 L: 14.4g NayHPO,, 2.4g KH,PO,, 80g NaCl, 2g KCI, pH 7.4)

Amortiguador MOPS 10X (0.02M MOPS, 0.05M acetato de sodio, 0.006M EDTA, pH 7)
Mezcla desnaturalizante (100 pl: 64.6 ul formamida, 22.6 ul formaldehido, 13 ul Amortiguador
MOPS 10X)

Mezcla de corrida de ARN: (50 % de glicerol, 0.3 % azul de bromofenol). Agregar 5 ul de bromuro
de etidio (5 pg/ml) por cada 100 pl de la mezcla anterior.

Amortiguador de carbonatos (250 ml: 1.32g Nay,CO3, NaHCO3, pH 9.6)

Lisis alcalina:

Solucion I (100 ml: 0.9g dextrosa, 2 ml EDTA 0.5M pH 8, 1.25 ml Tris 2M pH 8)
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Solucion IT (10 ml: 1 ml SDS 10 %, 0.2 ml NaOH 10N)

Solucion III(100 ml: 60 ml acetato de potasio 5M, 40 ml acido acético)

4.2. Cepas y vectores

- Escherichia coli

XL1-Blue: recAl endAl gyrA96 thi—1 hsdR17 supE44 rel Al lac[F'proAB lacI1ZDM15 Tnl0
(Tet)]

- pSyn2: Fagémido que presenta un sitio de clonacién flanqueado por los sitios de restriccion de
las enzimas Sfil y NotI seguido de secuencia c-myc que permite el reconocimiento de la molécula
mediante ensayos de ELISA. En seguida se encuentra un codén de paro dmbar al que sigue la
proteina III del fago filamentoso. Esta disposicién permite que el fragmento clonado pueda ser
expresado como fago-anticuerpo asociado a la proteina III del fago. Posee un gen que le confiere
resistencia a ampicilina y un péptido senal que permite el paso de la fusién del citoplasma al
periplasma celular. Ademés presenta un origen de replicacion para E. coli y otro para el fago
M13 (fig 4.1).

- Fago Ayudador M13K07 (New England Biolabs): Derivado del fago M13. Presenta resitencia a

kanamicina.

4.3. Purificacion de linfocitos

Se colectaron 250 ml de sangre periférica de llama.

La poblacion de células mononucleadas, entre ellas los linfocitos se separaron de los demas com-
ponentes por gradiente de centrifugacion. Por cada 10 ml de sangre diluidos 1:1 con PBS 1X
(pH 7.4), se agregaron 3 ml de Ficoll-Paque (Amersham Biosciences) en el fondo del tubo. La
muestra se centrifug6 a 1300 rpm, sin freno durante 25 min, a temperatura ambiente. Se recu-
per6 la interfase, en donde se encuentra la poblacién de células mononucleadas. A esta fraccion
se agregd PBS 1X hasta un volumen de 40 ml, centrifugando a 1300 rpm durante 10 minutos,

se elimino el sobrenadante y las células fueron resuspendidas en 2 ml de PBS, realizando dos
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Figura 4.1: Fagémido pSyn2 utilizado para la clonacién y el despliegue del repertorio obtenido.

lavados por centrifugaciéon a 2000 rpm durante 5 minutos. A las células obtenidas se le agrego

solucién desnaturalizante, previo a la extraccion de ARN.

4.4. Obtencion de ARN y ADNc

El ARN se aislo de acuerdo al protocolo del Kit RNAgents Total RNA Isolation System (Prome-
ga). A partir del ARN purificado, se obtuvo el ADNc¢ por medio de una reaccion de transcriptasa

reversa (1st Strand ¢cDNA synthesis Kit, Roche):
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Reactivo Volumen (ul) | Concentracion final
Buffer 10X 2 1X
MgCls 25 mM 4 omM
dNTPs 2 1mM
Oligo (hexameros aleatorios) 2 0.2 pug/ul
Inhibidor de RNAsa 1 50 unidades
Reverso transciptasa AMV 0.8 20 unidades
Agua Variable —
ARN total Variable*
(<1pg)

(*)EI volumen de ARN utilizado

depende de la concentracion.

La reaccién se llevo a cabo en un termociclador en las siguientes condiciones:

Temperatura (°C) | Tiempo (min)
25 10
42 60
99 )
4 S

4.5. Electroforesis de ARN

29

Para un gel de 30 ml: se disolvieron 0.3 g de agarosa en 24 ml de agua. Cuando la mezcla estuvo

a 60°C se adicionaron 3 ml de MOPS 10X y 3 ml de formadehido. Para la muestra: se ajusto

el volumen de ARN a 4pul, se agregaron 1.5 ul de mezcla desnaturalizante (recién preparada),

se incubd a 65°C durante 2 minutos e inmediatamente se dejé en hielo, pasados dos minutos se

adicionaron 1.5 ul de mezcla de corrida. El gel se corrio en MOPS 1X a 100V durante 10 minutos,

después a 65V por aproximadamente 40 minutos o hasta que el azul de bromofenol haya migrado

a la mitad del gel. Al final de la corrida se coloco el gel en agua duarante 5 minutos para eliminar

el exceso de bromuro de etidio
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4.6. Amplificaciéon de Vg

El repertorio de Vygs fue amplificado por PCR con Vent polimerasa (New Enland Biolabs),
utilizando el oligo VH1Back 5-AGG TSM ARC TGC AGS AGT CWG G-3 (S=Co G, M
=Ao0C, R=A0G,W=Ao0T)[45] y uno de los dos oligos especificos para la bisagra de
HCAbs, Lam07(5-AAC AGT TAA GCT TCC GCT TGC GGC CGC GGA GCT GGG GTC
TTC GCT GTG GTG CG-3’) y Lam08(5'-AAC AGT TAA GCT TCC GCT TGC GGC CGC
TGG TTG TGG TTT TGG TGT CTT GGG TT-3’) [12] (Sitio NotI subrayado), en las siguientes

condiciones:

Temperatura (°C) Tiempo Ciclos

94 5 minutos 1

94 - 50 - 72 30seg - 40seg - 40seg 30

72 5 minutos 1

Posteriormente, se realizé otra reaccion de PCR para introducir el sitio de restriccion de Sfil

(subrayado), usando el oligo Lam01(5-GAG AGA GAG AGA GAG GCC CAG CCG GCC ATG

GCC GAT GTS CAG CTG CAG SMR TCD GG-3’). Las condiciones de PCR, fueron las mismas
que la primera amplificacion, excepto para la temperatura de apareamiento, que fue de 55°C.
Los fragmentos de ~450pb, se purificaron con el kit QIAquick Gel extraction, QIAGEN y se
digirieron con la enzimas de restriccion Sfil y Notl (New England Biolabs) secuencialmente. El

fagémido pSyn2, fue digerido con las mismas enzimas.

4.7. Preparacion de células electrocompetentes

Se inocularon 10 ul de células XL1Blue en 20 ml de medio LB suplementado con Tetraciclina(15
ug/ml), se incubd a 37°C, 250 rpm, durante toda la noche. Al dia siguiente, 5 ml de ese cultivo
fueron inoculados en 500 ml de medio SB, incubando a 37°C, 250 rpm, hasta obtener una D.O.gqg
de 0.6-0.8. Los cultivos fueron centrifugados a 3500 rpm durante 15 min. Se eliminé el sobrena-
dante y las células se resuspendieron cuidadosamente en 150 ml de HEPES 1 mM. Se centrifugd

a 4500 rpm , 15 min. Al final se deseché el sobrenadante y el pellet fue recuperado en 100 ml
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de glicerol 10 %. Se llevo a cabo un tercer paso de centrifugacion, 4500 rpm. 15 min, después de
eliminar el sobrenadante, las células fueron resupendidas en 20 ml de glicerol al 10 %. En tubos
Oak Ridge se centrifugaron a 4700 rpm, 15 min. Se eliminé el sobrenadante y las células recu-
peradas se resuspendieron en 1 ml de glicerol al 10 %. La supension fue alicuotada en volumenes
de 100 pl, los cuales fueron almacenados a —70°C. Una alicuota fue electroporada con 10 ul de

pUCI19 (Ing/ul) para determinar la eficiencia de transformacion de las células.

4.8. Clonacion en E. coli

Se realizo la ligacion del vector digerido en relacion molar 1:3 (vector:inserto) con las Vi gs
durante 12 horas a 16°C utilizando T4 DNA Ligase (New England Biolabs). Se hizo una extraccion
con un volumen de fenol/cloroformo, el ADN fue precipitado con etanol 100 % y lavado con
etanol 70%. Se realizaron las electroporaciones en XL1Blue electrocompetentes a 2500V, las
células fueron recuperadas en 1 ml de medio SOC por 1 hr a 37°C con agitacion de 250 rpm. Los
cultivos fueron mezclados y de ahi se plate6 1 pl de una dilucion 1:10 en 2xYT-Amp (200ug/ml)-
Te (15pg/ml)-Glu 1%, para calcular el tamano del banco, el resto fue llevado a un volumen
de 100 ml de medio 2xYT-Amp (200ug/ml)-Tc (15ug/ml)-Glu 1% y se dejo incubando toda la
noche a 37°C, 250 rpm. Al dia siguiente, 80 ml del cultivo se centrifugaron a 3000 rpm, se elimind
el sobrenadante y las células fueron resuspendidas cuidadosamente en 2xYT-Amp (2004g/ml)-
Te (15ug/ml) mismas que fueron utilizadas para el despliegue en fagos. El resto del cultivo fué

utilizado para purificar plasmido.

4.9. Lisis Alcalina

Se inocularon 5 ml de LB-Amp (200ug/ml) con la colonia adecuada, incubando durante toda la
noche a 37°C. Al dia siguiente se centrifugé el cultivo, a 9000 rpm, durante 1 minuto a temperatura
ambiente. Se descarto el sobrenadante. El pellet se resupendié en 200ul de la solucion T (ver
Soluciones y medios ). Se agregaron 200ul de la solucion I (fresca). Se mezclé por inversion e

incub6 en hielo. Después de 5 minutos se agregaron 200ul de la Solucion IIT (fria). Se mezclo
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por inversion e incub6 en hielo durante 10 minutos. Se centrifugé 10 minutos a 12000 rpm. El
sobrenadante se transfirié a un tubo limpio y se adicionaron 800 ul de Etanol 100 %, se mezcld
por inversion y después de incubarlo 2 minutos a temperatura ambiente se centrifugd durante 10
minutos a 12000rpm. Se decanto y se adicionaron 500ul de etanol 70 %, la mezcla fué centrifugada
a 12000 rpm por 1 minuto, se eliminé el sobrenadante y el ADN fue incubado a 37°C para secarlo
y eliminar el etanol. Una vez seco, se resuspendi6é en 50ul de agua tetradestilada y se adiciond

1ul de RNAsa-A (4mg/ml).

4.10. Rescate de la biblioteca (Produccion de fago-anticuerpos)

Volimenes de 100ml de 2xYT-Amp (200ug/ml)-Te (15ug/ml)-Glul % fueron inoculados con el
banco obtenido, incubando a 37°C, 250 rpm hasta alcanzar una DOggq de 0.7. Se adiciond el fago
ayudador en una multiplicidad 1:10 (bacterias:fagos), se incubo a 37°C sin agitacion durante
45 min. Durante los siguientes 45 min se mantuvo a 37°C en agitacion. El total del cultivo
fue centrifugado a 4000rpm durante 10 min a 4°C, el sobrenadante se eliminé y las células se
resupendieron en 200 ml de 2xYT-Amp (200ug/ml)-Te (15ug/ml)-Km (70ug/ml) y separadas en
dos matraces con 100 ul cada uno, los cultivos se incubaron toda la noche a 30°C, 250 rpm. Al dia
siguiente se centrifugaron los cultivos 10 minutos a 5000 rpm, 4°C. El sobrenadante se tranfiri6 a
tubos limpios y se centrifugé por 10 min a 8000 rpm, 4°C, el sobrenadante fue recuperado y se le
agreg6 1/5 del volumen recuperado de la mezcla de PEG 8000 al 20 % /NaCl 2.5M, se incub6 a 4°C
toda la noche para precipitar los fagos. Al dia siguiente, la mezcla se centrugo a 8000 rpm durante
40 min a 4°C. Se retir6 completamente el sobrenadante y la pastilla de células se resuspendi6 en
PBS 1X (un volumen igual al 30 % de la mezcla de PEG /NaCl anadida inicialmente), se agrego
PEG/NaCl (15 % del volumen total obtenido), se incub6 durante 4 horas a 4°C | pasado este
tiempo, se volvié a centrifugar a 8000 rpm durante 40 min a 4°C. Se elimindé completamente
el sobrenadante y se agregaron 10 ml de PBS 1X y la pastilla fue resuspendida completamente
para incubar a 70°C. Después de 20 minutos de incubacién, la solucién se centrifugd 10 min a
10 000 rpm, 4°C , el sobrenadante se filtr6 en membrana de 0.42 um. Al filtrado se adiciono

glicerol al 80 % en volumen tal que la concentracion final del glicerol sea del 15 %. Las alicuotas
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se alamcenaron a —30°C, tomando 10ul para titular.

4.11. Titulacién de los fago-anticuerpos

Se realizaron diluciones del fago en 1ml de medio 2xYT. A 10ul de fagos se adicionaron 990ul
de 2xYT (10%) (se pasé por vortex y se cambi6 de punta en cada dilucién). Se tomaron 10l de
la dilucion anterior y se mezclaron con 990ul de 2xYT (10%). El procedimiento se repitié hasta
obtener una dilucién de 10° De las 3 tltimas diluciones se tomaron 10ul de fagos y se agregaron
9901 de un cultivo de células XL1Blue crecidas a D.Ogyy de 0.7-1 en 2xYT (para el célculo
también se tomo en cuenta esta dilucion; por ejemplo, la dilucion 10 es 10'? ) Las células se
incubaron a 37°C sin agitacion por 30 min y 30 min con agitacion. Después de la incubacion se
sembraron 100yl en cajas con 2xYT-Km(50ug/ml) y dejaron crecer toda la noche a 37°C. Al
dia siguiente se contaron las colonias (el niimero de transformantes se multiplico para obtener el

total por cada mililitro) para conocer el titulo de los fagos mediante la siguiente relacion:

ufe/ml =(Hecdonias) (Factor de dilucion)

m

4.12. Tamizado

En un inmunotubo Nunc maxisorp, se colocoé 1 ml de la proteina (100ug/ml en amortiguador
de carbonatos) contra la que se realizo la seleccion, incubéandose 12 horas, 4°C. Al dia siguiente
se retir6 el excedente, realizando tres lavados con PBS 1X. El inmunotubo se satur6 con BSA
1% o leche descremada 1%, dejando incubar por 2 horas a 37°C. Después de ese tiempo se lavo
el tubo tres veces con PBS 1X, se agregd 1 ml de fago-anticuerpos (1x10-1x101%) y 3 ml de la
solucién saturante. La incubacion fue a temperatura ambiente, 30 min con agitaciéon y 90 min
sin agitacion. El sobrenadante se descarto y al tubo se le realizaron veinte lavados con PBS-
Tween20 0.1 % y enseguida veinte con PBS 1X, en ambos casos invirtiendo el tubo rapidamente.
Se agregd 1 ml de células XL1Blue crecidas a D.Oggg de 0.7-1. El inmunotubo conteniendo las
células se incub 6 a 37°C sin agitacién por 30 min y 30 min con agitacion. Para conocer el titulo

de salida se plate6 1ul del cultivo y de una dilucion 1:100 en cajas 2xYT-Amp (200ug/ml)-Tc
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(15ug/ml)-Glul %. El resto del cultivo se sembré en cajas grandes 2xYT-Amp (200ug/ml)-Te

(15ug/ml)-Glul % para al dia siguiente recuperarlas y hacer gliceroles.

4.13. ELISA

En una placa de 96 pozos se agregaron 100 ul de antigeno (5ug/ml) a cada pozo. Se descarto
el sobrenadante y se realizaron tres lavados con PBS-Tween 0.1 %. Se agregraron 200 pul del
saturante por pozo y se incub6 durante 2 horas a 37°C, se eliminé el sobrenadante y el tubo se
lavo tres veces con PBS-Tween 0.1 %. En cada pozo, se agregaron 50 ul del sobrenadante de cada
cultivo y 50ul de PBS. Pasado el tiempo de incubacion (1 h, 37°C) se realizaron tres lavados con
PBS-Tween. Del anticuerpo conjugado anti-M13 (1:2000 en PBS) se agregaron 100ul dejando la
reacciéon durante 1 h a 37°C. Despiies de realizar tres lavados con PBS-Tween, se adicionaron
100 gl del sustrato (OPD), la reaccion se desarrollo en oscuridad a temperatura ambiente hasta
obtener una coloracion amarilla (10-15 minutos). Para detener la reaccion se utilizaron 50 ul de

HCI 6N en cada pozo, la intensidad de la sefial se cuantificé en un lector de ELISA a 492 nm.



Capitulo 5

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Construccion de la biblioteca

Se obtuvieron 250 ml de sangre periférica de una llama hembra no inmunizada. Para aislar
las células mononucleadas, entre ellas las productoras de anticuerpos (linfocitos B), se realizo
un gradiente de centrifugacion utilizando Ficoll. Después del primer paso de centrifugacion se

observaron cuatro fases, se recuperd la porcion entre el suero y la solucién de Ficoll.

Sangre |
Células
mononucleadas

Figura 5.1: Gradiente de Ficoll. Esquema de un gradiente de centrifugacién para la separacién de los paquetes

celulares. Al término de la centrifugacion se recupera la capa formada entre el suero y el Ficoll.

Los monocitos fueron almacenados en solucion desnaturalizante provista en el kit de extraccion
de RNA. Se prepararon alicuotas de células provenientes de aproximadamente 45 ml de sangre. Se
aislo el ARN total y la integridad de las muestras obtenidas se verifico mediante electroforesis. En

el gel se observo claramente la relacion 2:1 entre la intensidad de las subunidades 28S y 18S (fig

35
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5.2) , lo cual indica que el ARN no se encuentra degradado y puede ser utilizado como templado

para la sintesis del ADNc.

28S

18S

Figura 5.2: ARN total. Electroforesis de 2yl (de 10ul totales) del ARN de monocitos de llama, en el que se observan
las subunidades ribosomales 28S y 18S.

Una vez obtenido el ARN, se sintetizd la cadena complementaria del ADN, reaccion llevada a
cabo por la transcriptasa reversa. El producto de este paso, se us6 como templado para la reaccion
de PCR y la obtencion de el ADN de doble cadena. El total del ADNc obtenido se sometio al
proceso, ahora ya utilizando oligos especificos para la amplificaciéon de lasVggs. En la regiéon
5’, se utilizo el oligo VH1Back, el cual ha sido reportado como adecuado para la obtencién de
regiones variables. Para la region correspondiente al C-terminal se utilizaron oligos que sobrelapan
con las regiones bisagra de los anticuerpos de cadena pesada. Dichas regiones difieren de las
encontradas en regiones variables adyacentes a un dominio CH1. Lo anterior permite la exclusién
de dominios VH, de manera que los oligos utilizados en este trabajo, Lam07 y Lam08 amplifican
especificamente para secuencias de Vg gs de bisagra corta y larga respectivamente, en la fig 1.6 en
negritas se indican las regiones de sobrelape de los oligonucleotidos usados para la amplificacion
de las Vi pys.

Una parte del ADN obtenido se cloné en el vector pKSBluescript, tres de estas clonas fueron
secuenciadas y sometidas a una comparacion con la base de datos BLASTnh. Las identidades

fueron de alrededor del 80 % con Vi s ya reportadas, lo que se asegurd que el repertorio contenia
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secuencias propias de regiones variables de HCAbs (datos no mostrados).

5.1.1. Clonaciéon en XL1Blue

El material obtenido con los oligos VH1Back y Lam07 6 Lam08 fue purificado utilizando el kit
de QTAGEN y sometido a un segundo ciclo de PCR con la finalidad de introducir el sitio de
restriccion para Sfil en el extremo 5'; en esta reaccion el oligo Lam01Up sustituyé a VH1Back.

Los productos de PCR fueron verificados mediante electroforesis (fig 5.3).

500 bp

400 bp

Figura 5.3: Eletroforesis del ADN amplificado. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2-6: productos de PCR
utilizando diferentes cantidades de ADNc como templado (0.5, 1, 1.5, 2, 4 ul respecativamente).

El ADN se corrié en un gel de agarosa al 1.2 % del cual se cort6 la banda del tamanio de las Vi gs
(400-500 pb) para su purificacion.

Paralelamente, el banco de regiones variables y el fagémido pSyn2 fueron digeridos con la enzima
NotI durante 3 hr a 37°C, pasado ese tiempo se precipité el ADN agregando 3 voliimenes de etanol
al 100 % y centrifugando a 12000 rpm para posteriormente lavar con etanol al 70 %. Tanto el ADN
de las Vg gs como el pSyn2 fueron digeridos también con Sfil durante 5 hr a 50°C, el progreso de
ambas digestiones fue monitoreado por electroforesis. Una vez digeridas completamente, ambas
muestras fueron purificadas. En la figura 5.4 se muestran los productos finales, el vector y las
regiones variables, ambos doblemente digeridos y purificados.

Se construyeron dos bibliotecas, una con ADN de bisagra corta y la otra con una mezcla equimolar
de ambas (corta y larga). En los dos casos, 1ug de vector digerido se ligo con 250ng de productos

de PCR digeridos. Después de limpiar la reaccién, el ADN se resuspendio en 50 y 100 ul de



5. RESULTADOS Y DISCUSION 38

1.5 kb

1 kb

500 pb

Figura 5.4: Eletroforesis del material utilizado. Carril 1,4: marcadores de peso molecular; carril 2,3: pSyn2 digerido;
carril 5: gen de kanamicina que fue eliminado del vector; carril 6-8: ADN de Vi g digerido

agua y fue electroporado en la cepa XL1Blue, en volimenes de 10 ul por cada 100 ul de células,
después del tiempo de recuperacion todas las células se mezclaron. La eficiencia maxima de las
células electrocompetentes utilizadas fue de 1x10° y 6x10° para cada una de las bibliotecas. De

las diluciones plateadas de cada transformacion, se dedujo la obtencién de dos repertorios:

* Bisagra corta=9x10° transformantes.

* Bisagra corta y larga = 4x107 transformantes.

5.1.2. Caracterizacion de las bibliotecas

De cada biblioteca, se seleccionaron al azar 10 colonias aisladas, material con el que se realizo PCR
de colonia para verificar que las transformantes contenian el plasmido y éste las Vg gs clonadas.
La electroforesis de los productos de PCR mostraron que todas las colonias de la biblioteca mixta
tenian el tamano esperado. En el caso del banco de bisagra corta, en la primera muestra (fig 5.5)
no se observo producto de PCR, sin embargo, al secuenciar esa clona (VHH-001), se obtuvo la
secuencia de ADN caracteristica de una Vg g .

Del total de clonas utilizadas para el PCR anterior se purificé plasmido mediante lisis alcalina, el
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500 pb

Figura 5.5: PCR de diez colonias aisladas al azar de la biblioteca de bisagra corta.

ADN fue utilizado para obtener la secuencia nucleotidica de cada una de ellas. En la figura 5.6 se
muestra el alineamiento de aminoacidos correspondiente a cada variante secuenciada, en donde
se muestran las regiones de los dominios variables (FRs y CDRs) segin el servidor IMGT® [46]
También se incluye una secuencia consenso para las regiones variables humanas VH3 y una para

las secuencias de Vi y llama, ambas basadas en las depositadas en la base de datos.
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Del analisis de las secuencias es posible decir que todas las secuencias obtenidas tienen alta si-
militud con las fragmentos humanos VH3, principalmente en aquellas regiones que llevan a cabo
funciones estructurales antes que de reconocimiento al antigeno.

Sin embargo, como se ha descrito, existen ciertos cambios incluso en los FRs. Sustituciones muy
conservados en las llamas (posiciones 37,44, 45 y 47) son las mas caracterizados. Las cuatro sus-
tituciones se encuentran presentes significativamente en las secuencias aisladas de las bibliotecas.
En cuanto a la cisteina en el CDR3, solo tres secuencias la presentan (VHH 003, 16 y 19). Las
clonas 1-10 fueron aisladas de la biblioteca de dominios de bisagra corta (IgG3) y las clonas 11-20

aisladas de la biblioteca mixta (IgG2 e IgG3).

5.2. Despliegue de las bibliotecas

Los repertorios obtenidos fueron mezclados y desplegados, mediante el rescate con el fago ayu-
dador M13K07, obteniendose un titulo de 7x10'2 ufc/ml, los cuales fueron almacenados a —70°C
para futuros usos.

Utilizando estos fago-anticuerpos se realizaron rondas de tamizado en aras de probar la utilidad
y potencial de aplicacion de los bancos. De manera preliminar se realizé la biisqueda de ligandos
para un dominio variable tipo A6 cuya secuencia corresponde a la linea germinal 6a. Esta proteina
recombinante, 6aJL.2 ha mostrado in vitro capacidad de formaciéon de fibras cuando es sometida
a periodos de agitacion. Su tendencia a formar agregados y la relacion de las cadenas A6 en pa-
decimientos por deposicién amiloide, han sido motivos para el extenso estudio de estas proteinas.
Los esfuerzos tienen dos vertientes principales: conocer y entender el proceso de formacion de
la fibra y evitar el almacenamiento de ésta. Sin duda, una ttil herramienta para este tipo de
analisis son los anticuerpos; a la fecha se cuenta con al menos un anticuerpo monoclonal capaz

de eliminar parcialmente los depdsitos amiloides.

Con el objetivo de obtener un anticuerpo especifico para la fibra formada por r6aJl.2, se realizaron
ciclos de seleccion de la biblioteca contra las fibras. En el cuadro 5.1 se muestra de manera

simplificada las condiciones en las que se realizaron los tamizados y los resultados de cada una.
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Ronda | saturante | Fibra (r6aJL2) | Titulo de entrada | Titulo de salida
inmovilizada (ufc/ml) (ufc/ml)
Primera | BSA 1% 100 pg 72102 6210°
Segunda | Leche 1% 50 pg 62101t 12106
Tercera | BSA 1% 10 pg 421012 72105

Cuadro 5.1: Resumen de las rondas de tamizado de la biblioteca contra la fibra de r6aJL2.

Cabe mencionar que en cada ronda, antes del contacto de los fago-anticuerpos con la proteina
inmovilizada, los fagos fueron incubados durante dos horas en un inmunotubo que conteina el
agente bloqueador a utilizarse (BSA o leche), con el fin de eliminar clonas inespecificas. Después
de tres rondas, se eligieron al azar 88 clonas que fueron utilizadas para una prueba de ELISA.
Las variantes seleccionadas fueron rescatadas con el fago ayudador para recuperar lo fago-
anticuerpos, que fueron utilizados en el ensayo de reconocimiento hacia la fibra r6aJl.2. De
las anticuerpos utilizados, aproximadamente el 70 % (fig 5.7) presentaron valores de absorbancia
>0.4; aquellos en los que se observaron las lecturas méas altas, fueron seleccionados para realizar
un ensayo de especificidad.

Las clonas 3C, 4C, 5A, 10G, 11B, 12A Y 12F (etiquetadas segin su ubicacion en la placa) fueron
las candidatas a probar, sin embargo, al realizar un PCR de colonia de esas clonas, 3C, 5A y 10G
tuvieron un inserto de menor tamano (~ 300 bp) por lo que fueron descartadas.

Aquellas clonas con el inserto completo fueron nuevamente expresadas como fago-anticuerpos
para la prueba de ELISA en la que se utiliz6 ademés de la fibra, los bloqueadores (BSA y leche)
y r6aJL.2 en su forma soluble. Las absorbancias leidas reflejan una capacidad de reconocimiento
de los fragmentos Vggs hacia sus antigenos. En el caso de 4C y 12F, no se observa diferencia
significativa entre la fibra y las otras proteinas, lo que indica la inespecificidad en el reconocimien-
to; sin embargo, en 12A, hay una marcada diferencia con respecto a las soluciones bloquedoras.

Atn cuando 11B muestra una senal menor, es posible ver cierta especificidad hacia r6aJL2 y su
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Figura 5.7: ELISA de fago-anticuerpos. La fibra de 6aJL2 fue utilizada como antigeno para probar las variantes
obtenidas después de tres rondas de tamizado. Una coloracién mas intensa indica mejor reconocimiento antigeno-
anticuerpo.

fibra, y més bien la baja lectura puede deberse a una baja produccién del fago-anticuerpo, ya
que se utiliz6 un mismo volumen de sobrenadante para todas las clonas, no teniendo en cuenta
la cantidad de particulas presentes, lo cual pudo haber influido en los niveles de reconocimiento.
En resumen, y como conclusion preliminar, se puede decir que se tienen al menos dos Vg candi-
datas (clonas 11B y 12A) a poseer la capacidad de reconocer especificamente a la fibra formada
por r6aJL2. Este hecho confirma que a partir de una biblioteca no inmune es posible obtener

anticuerpos, en este caso, dominios Vg que pueden reconocer un cierto epitope de interés.
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Figura 5.8: ELISA de especificidad de Vi i seleccionadas. En la grafica se muestran las lecturas de absorbancia del

ensayo, el cual se realizé por duplicado, utilizando como control negativo el fago silvestre (M13). Para la clonas 12A y

12F hubo lecturas mayores que el limite de sensibilidad del lector, por lo que no fue posible el célculo de la desviacion

estandar.
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CONCLUSIONES

Los anticuerpos como poderosas herramientas para usos biotecnolégicos, clinicos y de investiga-
cion son blanco de numerosos y detallados estudios. Como se ha mencionado, con el objetivo de
obtener anticuerpos eficientes y costeables, se han generado los fragmentos de anticuerpos, entre
ellos los VHs. Aunado al trabajo de ingenieria genética, gracias a la naturaleza se cuenta con los
fragmentos variables de anticuerpos de cadena pesada presentes en los camélidos. En base a las
grandes ventajas en uso y manipulacién que estos presentan se ha realizado el presente trabajo
con la finalidad de contar con una coleccién de estos fragmentos derivados de un ejemplar de L.

glama. Como resultado de ésto se puede concluir que:

1. Se logro la obtencion del ADN codificante para fragmentos de anticuerpos tipo Vg (de

subtipo IgG2 e 1gG3).

2. Ambos repertorios fueron clonados en un fagémido resultando dos bibliotecas de tamamo

aceptable tomando en cuenta que se trata de dominios no combinatorios.

3. Las clonas aisladas de las bibliotecas contienen ADN correspondiente a dominios Vg,

presentando identidades de ~80 % con las ya reportadas.

4. El total de las clonas secuenciadas tienen diferencias entre si, sugiriendo que se tiene un
repertorio diverso y por tanto capaz de reconocer un amplio espectro de antigenos, dadas

las capacidades descritas de estos dominios variables.
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5. Como primer intento, se logré el aislamiento de dos clonas que parecen tener reconocimiento

especifico hacia la fibrilla formada por la proteina amiloidogénica r6aJLz2.
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PERSPECTIVAS

Expresar como proteina soluble las clonas seleccionadas y determinar si reconocen r6aJL2

y algunas de sus variantes relevantes.
Caracterizar las clonas que tengan mejor reconocimiento hacia la fibra de 6aJL2.

Explorar la capacidad de las Vg gs ganadoras de impedir la formacion de las estructuras

fibrilares de r6aJL2.
Realizar selecciones (tamizados) de la biblioteca contra otras proteinas.

Generar cambios en las bibliotecas obtenidas para lograr un repertorio més diverso y por

tanto ampliar el espectro epitopes que pueden ser reconocidos.
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