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Resumen

En los dltimos afios se han dirigidos esfuerzos para encontrar compuestos
gue puedan usarse en la inmunoterapia contra la enfermedad de Alzheimer.
Estos compuestos estan dirigidos a la destruccion y/o a la prevencion de la
formacién de agregados del péptido B Amiloide (BA) que es uno de los
agentes causantes de esta enfermedad. En este trabajo se construyo la
primera biblioteca inmune y murina de fragmentos variables de cadena
pesada de inmunoglobulinas (VH), expresados en la proteina p8 del fago
M13. Con esta biblioteca se llevaron a cabo dos rondas de bioseleccion
usando como antigeno al BA. Se recuperaron y evaluaron 40 y 20 clonas de
la primera y segunda ronda respectivamente Las clonas se evaluaron por su
capacidad de unirse al BA en ensayos de ELISA. Se encontraron tres
clonas positivas: ¢2.8, c1.27 y c1.28, las cuales fueron mapeadas usando
fragmentos del BA. El mapeo con el BA indicé que estas clonas reconocen
la region carboxilo del BA. En esta region se encuentra el péptido p3 que es
neurotoxico y predominante en los depodsitos difusos. Finalmente, se
encontré que las clonas ¢2.8, c1.27 y c1.28 protegen in vitro a las células de
neuroblastoma humano (SH-SY5Y) de la neurotoxicidad provocada por los
ADDLs (AB derived diffusible ligands).

Actualmente se sabe que los ADDLs son neurotoxicos y pueden estar
relacionados con el dafio cognitivo y la disfuncion sinaptica.

Las tres caracteristicas mas sobresalientes en este trabajo que pueden ser
consideradas de importancia en el disefio de vacunas o tratamientos para la
enfermedad de Alzheimer son: el uso de fragmentos de anticuerpos que
carecen de la region Fc, el reconocimiento especifico de las clonas hacia la

region carboxilo del Ay la capacidad neuroprotectora de las tres clonas.



Abstract

Over the last years a number of different treatment strategies for Alzheimer’'s
disease (AD) have been investigated including inhibiting or reducing amyloid-8
(AB) peptide aggregation. The accumulation of AB in the brain and its deposition
as plaques has been hypothesized to play a central role in the neuropathology
of AD. In this study we constructed the first immune mouse anti- AR variable
heavy-chain immunoglobulin fragment (VH) library displayed on p8 protein of
the phage M13. VH selection was carried out by performing two rounds of
biopanning against the AR peptide. After the first and second rounds of
selection 20 and 40 clones, respectively, were isolated and evaluated in ELISA
using the AP peptide. The three clones with the highest ELISA values were
c2.8, c1.27 y c1.28. Epitope mapping studies using Ap fragments indicated that
these clones bind to the C-terminal region of ABR. Within this region is the p3
peptide, that is known to be toxic to neurones and is a constituent of diffuse
plagues in AD. The selected clones neutralize the toxicity of ADDL’s (AB-
derived diffusible ligands) tested in vitro in SH-SY5Y cell cultures.

These results are of importance for design of treatment strategies against AD
for several reasons. First, passive administration of VH is not expected to
induce the deleterious cellular immune response due to lack of the functional Fc
portion of the whole Ig molecule. Second, the clones bind to the C-terminal
region of AR, the region that constitutes an additional toxic epitope of the A.
And third, c2.8, c1.27 y c1.28 neutralize the toxicity of ADDL’s in SH-SY5Y

cells.



1 Introduccioén

1.1 Enfermedad de Alzheimer

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad degenerativa y progresiva
del cerebro. Las regiones cerebrales mas afectadas son aquellas que estan
relacionadas con los procesos de aprendizaje y memoria, como los l6bulos
frontales y temporales, que debido a la degeneraciéon de las neuronas, su tamafio
se ve reducido (Mattson, 2004). La EA fue descrita por primera vez en 1907 por el
neuropatdlogo aleman Alois Alzheimer en una mujer de 51 afos. Alois Alzheimer
identifico varias caracteristicas clinicas cardinales que se observan en la mayoria
de los pacientes que padecen esta enfermedad. Estas caracteristicas son: dafo
progresivo en la memoria, alteracion de las funciones cognitivas, comportamiento
trastornado (paranoia y pérdida de relaciones sociales) y deterioro progresivo del
lenguaje. En las primeras manifestaciones de la enfermedad las funciones
motoras y sensoriales permanecen intactas, pero conforme progresa se ven
afectadas (Mortimer, et al., 2005).

Genéticamente se pueden distinguir dos manifestaciones de la EA que difieren
fenotipicamente de acuerdo a la edad en la cual se presenta esta enfermedad.
Cuando la EA se manifiesta antes de los 60 afios se le conoce como EA familiar
(EAF) o temprano. A la manifestacion de la EA después de los 60 afios se le
conoce como tardio o esporadico (EAE). La EAF es una forma autosémica
dominante, en la cual se hereda el gen mutado de cualquiera de los tres genes
que se sabe que estan involucrados en la EA: el gen de la presenilina 1 (PS1), el
gen de la presenilina 2 (PS2) y el de la proteina precursora del amiloide (APP).
Cada uno de estos genes puede tener una de varias mutaciones. Cuando un
individuo tiene alguna de los tres genes mutados, presenta el 50% de la
probabilidad de heredarlo a sus hijos (Alzheimer’'s Association, 2004). La EAE no
es heredada y no se ha encontrado un gen especifico que la ocasione; sin
embargo, mas del 90% de los casos de la EA se desarrolla en gente mayor a 65
afios. Actualmente se cree que la EAE puede ser causada por una mezcla de



factores ambientales y asociados al estilo de vida; estos factores y el riesgo de
padecer la EAE varia entre individuos (NIH, 2005). Otro factor de riesgo es la
presencia de la isoforma 4 del gen ApoE. Este gen codifica para la apolipoproteina
E que tiene un papel importante en el trasporte de lipidos en la sangre y otros
fluidos; ademas participa en el metabolismo de lipidos. Se han encontrado tres
isoformas del gen ApoE conocidas como ApoE2, ApoE3 y ApoE4. La proporcidon
de las diferentes isoformas varian entre diferentes grupos étnicos (Ramassamy et
al., 2000).

La Organizacién Mundial de la Salud en el 2005 estimé que aproximadamente 18
millones de personas en el mundo padecen la EA y para el 2025 la cifra se
duplicara. Mas del 50% de los pacientes con EA viven en paises en vias de
desarrollo, presentando una tendencia a incrementar la cifra a un 70% para el
2025, debido a que la tasa de poblacion de edad avanzada es elevada.
Mundialmente el 5% de los hombres y el 6% de las mujeres mayores de 60 afos
padecen esta enfermedad. En México, la EA es considerada como la segunda
enfermedad neurodegenerativa que prevalece (XXI Reunién Anual de
Investigacion INNN- Mex; 2006).

1.1.1 Principales Caracteristicas Patolégicas en el Cerebro de Pacientes con la
EA

Actualmente, el diagndstico de la EA no es preciso y se basa en estudios como la
Resonancia Magnética. Las escalas para la evaluacion de demencia clinica son
utilizadas para observar la severidad del deterioro mental. La confirmacion
decisiva y precisa de la EA se hace post-mortem, utilizado técnicas histoldgicas,
inmunoquimicas y microscopia electronica. Estos estudios morfolégicos han
mostrado dos caracteristicas patoldgicas de la EA: los depésitos amiloideos y las

marafnas neurofibrilares.

1.1.1.1 Agregados Difusos y Placas Amiloideos
Entre los principales depdsitos amiloideos encontrados en los cerebros con la EA

se encuentran los agregados difusos y las placas amiloideas. Los agregados



difusos se encuentran en estadios tempranos de la formacion de las placas
amiloideas, son mas abundantes que las placas amiloideas y no se encuentran
asociadas a neuritas distroficas (Morgan et al., 2004).

Las placas amiloideas o placas neuriticas son agregados extracelulares
compuestos por un centro amiloideo cuyo principal componente es el péptido
BA42. Estdn rodeadas por neuritas distréficas y algunas veces contienen
estructuras subcelulares llamados filamentos helicoidales asociados a astrocitos
reactivos y a microglia (Mandybur y Chuirazzi, 1990). Las tres especies
predominantes en las placas amilodeas son: A42, BA40 y BAx-42 , siendo BA42
la ma&s amiloidogénica (lwatsubo et al.,, 1994; Gravina et al.,, 1995). Se ha
observado poca correlacion entre la gravedad de EA y las placas amiloideas, sin

embargo, si hay correlacion con los agregados difusos (Lue et al., 1999).

1.1.1.2 Marafas neurofibrilares
Las marafias neurofibrilares (MNF) son depdsitos intracelulares de la proteina tau

hiperfosforilada. La proteina tau normalmente se encuentra asociada a
microtubulos, componentes citosqueléticos asociados al trasporte celular (Gartner
y Hiatt, 2001). Las MNF se encuentran principalmente en la corteza entorrinal, el
hipocampo y la amigdala, que son regiones involucradas con la conducta, el
aprendizaje y la memoria (Mattson, 2004). La formacion de MNF en estas
regiones ocasiona pérdida neuronal y en consecuencia un dafio al circuito
neuronal provocando dafio cognitivo (Spires y Hyman 2005). Mutaciones en el
gen de la proteina tau pueden provocar enfermedades neurodegenerativas, pero
no con las caracteristicas asociadas con la EA, como si ocurre en el caso de los
genes de PS1/PS2 y APP. La presencia de MNF en otras enfermedades
neurodegenerativas como enfermedades tipo Parkinson y esclerosis lateral
amiotroéfica, entre otras, sugiere que la formacion de estas estructuras no es una
respuesta neuronal especifica a una condicidn estresante en particular, como
ocurre con la acumulacion de BA (Hooper, 2000).

Tanto la presencia de placas amiloideas como la de marafias neurofibrilares

pueden ocurrir independientemente. Pero en la EA se sugiere que la formacion de



las marafias representa una de varias respuestas neuronales a la acumulacién
de BA (Selkoe, 2001).

1.1.2 Péptido Beta-Amiloide BA

El término amiloide se refiere a los depésitos de proteinas en tejidos que
presentan una coloracién verde en tejidos tefiidos con rojo congo. Al observarse al
microscopio electrénico estas proteinas tienen una apariencia fibrosa, ademas
tienen la capacidad de reaccionar con el fluorocromo tioflavina (Morgan et al.,
2004). En 1986 utilizando difraccion de rayos X se determiné la conformacién del
BA de centros amiloideos, los cuales fueron purificados de placas amiloideas de
cerebros humanos. Se encontré6 que el péptido tenia caracteristicas tipicas de

difraccion de laminas B (Kirschner et al., 1986).

1.1.2.1 APP y Procesamiento Proteolitico
La purificacion del BA de depdsitos cerebrovasculares permitio elucidar su

conformacion e identificar a la proteina precursora del BA (APP) (Kang et al,
1987). La APP es una proteina de membrana que contiene una porcion N-terminal
extramembranal, un dominio transmembranal y un dominio C-terminal
citoplasmatico (Hendriks y Van1996). Existen varias isoformas de la APP que se
originan por “ splicing” alternativo, dentro de estas se encuentran las isoformas de
695, 751 y 770 aminodacidos. La isoforma APP695 es predominante en neuronas,
mientras que APP751 y APP770 se expresan tanto en células neuronales como
en no neuronales. La funcion de APP aun no esta totalmente descrita, pero hay
evidencias que indican que es importante en actividades neuronales como el
crecimiento neuronal, la plasticidad sinaptica y la adhesién celular (Selkoe, 2001).
La APP es procesada en tres diferentes sitios por las enzimas conocidas como o-
secretasa, -secretasa o BACEL (Beta-site APP- clearing enzyme 1) y y-secretasa.
Por lo tanto, el procesamiento proteolitico de APP puede generar BA de diferentes
tamafos, este procesamiento de la APP puede ser amiloidogénico o no
amiloidogénico. En el procesamiento amiloidogénico, la APP es cortada por la  —



secretasa en la regiéon N-terminal del BA, produciendo el péptido B-APP y un
sustrato conocido como C99, este residuo puede ser internalizado en endosomas
y procesado por y-secretasa para generar BA 40/42. Se ha sugerido que el
fragmento resultante puede ser procesado endociticamente de una forma
lisosomal/endosomal (Hass, 1992). En el procesamiento no amiloidogénico el
primer corte de APP lo realiza la a-secretasa, liberando un fragmento conocido
como a- APP, el fragmento C-terminal restante que permanece en la membrana
es cortado por y-secretasa, produciendo el péptido p3 (BA 17-42). A este
procesamiento se le denomind no amiloidogénico, estudios posteriores
demostraron que también el péptido p3 se agrega en el cerebro y es toxico (Pike
et al., 1995; Lalowski et al., 1996).

Como se menciond anteriormente, las mutaciones de los genes de la PS1 (que se
encuentra en el cromosoma 14) y de la PS2 (en el cromosoma 1) causan EAF. Se
ha sugerido que la PS1y la PS2 son componentes del complejo y-secretasa y la
mayoria de las mutaciones en estas proteinas incrementan la produccién de BA42
(Takasugi et al., 2003). Por otro lado las mutaciones en APP estan localizadas
adyacentes a los sitios de corte de y-secretasa y [3- secretasa o en la regidon que
corresponde al BA. Las mutaciones cercanas al sitio de corte de (- secretasa
inducen la produccién de BA. La angiopatia cerebral amiloide (ACA) en EAF esta
ligada a las mutaciones en la region del BA de APP. Entre estas mutaciones se
encuentran A21G (Flemish), E22G (Artic), E22Q (Dutch), E22K (Italian) y D23N
(lowa). En este tipo de amiloidosis cerebral el péptido predominante es BA40 (Irie
et al., 2005).

1.1.2.2 Modelos de agregacion
Se han propuesto 4 modelos que explican la cinética de agregacion del BA: el

modelo de polimerizacion dependiente de la nucleacion, el de la dindmica de la
agregacion y desagregacion, el de “dock and lock” y el de vias alternativas de
agregacion. En el modelo de polimerizacion dependiente de la nucleacion se
sugiere que la formacién de oligbmeros termodinAmicamente desfavorables

pudiera representar un nucleo en el cual la polimerizacién o el crecimiento de



fibrillas sucede espontaneamente (Morgan et al., 2004). La validez de este modelo
se ve afectada debido a que las cantidades y las condiciones en las cuales el BA
se agrega in vivo, dificilmente se reproducen en modelos experimentales. El
modelo de la dinamica de la agregacion y desagregacion explica el mecanismo
por el cual los procesos de agregacion y desagregacion estan en un equilibrio
dindmico. Este modelo no excluye al modelo anteriormente descrito. En el modelo
de “dock and lock” se propone que el proceso ocurre en dos fases: en la primera
fase, “docking”, la agregacion de BA es un mecanismo reversible, pero en la
segunda fase, “locking”, la agregacion es irreversible. Las fases “dock” y “lock” son
dependientes del tiempo de agregaciéon. El modelo de vias alternativas de
agregacion sugiere que la forma monomérica de BA es inestable en solucion y que
conlleva a la agregacion ordenada o desordenada. En la agregacion ordenada, el
BA alcanza un estado plegado caracterizado por la conformacion rica en B hélices,
gue es la base para la formacion de protofibrillas. La agregacion ordenada sucede
cuando hay una concentracion critica de BA (Morgan et al., 2004).

En la via de agregacion desordenada los monoméros de BA son incorporados en
seudoesferas y alcanzan un tamafio critico e inestable, estos agregados amorfos
pueden ser degradados por proteasas. La agregacion desordenada ocurra bajo
condiciones fisiologicas normales, mientras que la agregacion ordenada ocurre en
la EA (Morgan et al., 2004).

1.1.2.3 Oligbmeros
Los oligdbmeros de BA también conocidos como ADDLSs son agregados de 2 a 12

monomeros (mer) del BA. Actualmentese han generado evidencias que sustentan
que los oligdmeros solubles del BA son neurotoxicos y pueden estar relacionados
con el dafio cognitivo (Cleary et al., 2005) y la disfuncién sinaptica (Kokubo et al.,
2005). En ratones transgénicos, Tg2576, que expresan la APP humana se ha
encontrado que el deterioro de la memoria es causado por la acumulacion
extracelular de oligobmeros de 12 mer. Este dafio es independiente de la formacion

de placas amiloideas (Lesné et al., 2006).



1.1.2.4 Agregacion y Neurotoxicidad del BA
El peso molecular del BA es aproximadamente de 4 KDa y su tamafio varia de 38

a 43 aminoacidos. Este péptido se encuentra de manera constitutiva en liquido
cerebroespinal y en el plasma de personas sanas. En esta enfermedad se
encuentran dos formas predominantes del BA: el fragmento BA40, mas abundante
en circulacion y con mayor solubilidad; y el fragmento BA42, menos soluble y
presente en mayor cantidad en las placas amiloideas sin embargo, la agregacién
de estos péptidos se ha relacionado con la patogénesis de la EA. Particularmente,
el BA42 tiene un papel méas importante en esta patogénesis, debido a que se
agrega con mayor facilidad y es mas neurotoxico que el BA40. La concentracion
del BA42 soluble en el cerebro es un factor importante en la regulacion de la
agregacion. Se ha considerado que el BA es una molécula iniciadora de la
patogeénesis de la EA (Levites et al., 2006).

Con base en la estructura del BA42 fibrilar, se han propuesto varios mecanismos
de neurotoxicidad. En estos mecanismos se sefiala el papel de la Tyrio e His;s en
la produccion de H,0, mediada por metales como Cu(ll), Zn(ll) o Fe(lll)
(Butterfield, 2003). También se ha reportado que la Metss es crucial en el proceso
de neurotoxicidad y en los efectos oxidativos del A. Un modelo nuevo explica que
en presencia de iones metalicos el BA42 produce H,O, generando un radical
tirosilo en la posicion 10 del péptido. El plegamiento del péptido en las posiciones
22 y 23 podria aproximar al radical tirosilo con el atomo de azufre de la Metss para
producir el cation S-oxidado. El cation puede ser estabilizado por el anién
carboxilato del extremo C-terminal. Esta serie de eventos pueden acelerar la

oligomerizacion de BA42 (Irie et al., 2005).

1.1.2.5 Hipdtesis de la Cascada del Amiloide
Esta hipdtesis propone en una secuencia los eventos patogénicos que culminan

en la EA. Esta cascada de eventos es iniciada por los cambios en el metabolismo
del BA42. La alteracién en la produccién de BA42 es causada por mutaciones en
los genes de APP, PS1 y PS2. En EAF después de la acumulaciéon de BA42
ocurre la oligomerizacion y la deposicion de BA42 como agregados difusos (Hardy

et al.,, 2002). En la EA la microglia y los astrocitos se colocalizan con las placas



amiloideas. La microglia activada y los astrocitos reactivos secretan citocinas
inflamatorias y sustancias téxicas que pueden contribuir a la neurodegeneracion.
Estas sustancias incluyen especies de oxigeno y nitrdgeno reactivas que provocan

estrés oxidativo (McGeer et al., 2003).

1.1.3 Estrategias Terapéuticas

La hipétesis amiloide sefiala al incremento en la produccién y a la acumulacién del
BA42 como las primeras causas de la patologia de la EA. Con base en hipétesis
se han disefiado varias estrategias terapéuticas que consideran al BA42 como un
blanco terapéutico; de manera que las investigaciones estan orientadas a la
inhibicion de las enzimas involucradas en la produccion del BA y en la inhibicion de

la agregacion de este péptido.

1.1.3.1 Inhibicion de la produccion de BA
Las estrategias que involucran la inhibicibn de la produccion del BA se han

enfocado principalmente en la inhibicion de la y y la B secretasas, asi como en la
estimulacion de la o secretasa. Se han utilizado varios compuestos para inhibir la
actividad de la y y la B secretasas. En estudios clinicos Fase Il se ha demostrado
que la inhibicidn de la y secretasa provoca una disminucion en la concentracion de
BA en el plasma pero no en liquido cefalorraquideo. Se ha encontrado que la vy
secretasa es un complejo formado por PS1, nicastrina, Aphl y Pen2. El
incremento en la produccion de BA depende de varios factores que influyen en la
estructura de este complejo. Entre estos factores se han encontrado la
composicién de lipidos en la membrana celular y la cantidad de inhibidores de esta
enzima. Estos datos son de importancia para el desarrollo de agentes
terapéuticos. Sin embargo también se sabe que las presenilinas tienen otras
funciones en el sistema nervioso central como por ejemplo la eliminacion de
proteinas de desecho y la activacion de vias de sefalizacion que inhiben la
fosforilacion de tau. Todo esto indica que la y secretasa puede ser un blanco

terapéutico, pero es necesario un mayor conocimiento que se tiene acerca del



funcionamiento de este complejo y de sus componentes. Otros estudios se han
enfocado en la inhibicion de la B-secretasa, esta la proteasa transmembranal se
encuentra en todas las células pero en mayor cantidad en neuronas. Estudios en
ratones knockout de la B-secretasa han mostrado que la falta de la -secretasa
provoca alteraciones morfologicas; ademas, se le ha atribuido un papel en la

liberacion de neurotransmisores (Citron, 2004).

1.1.3.2 Inmunoterapia
Se ha observado en ratones transgénicos que la inmunizacion activa y pasiva

pudieran ser unas de las formas de prevenir o tratar la EA. Las estrategias se
basan principalmente en la utilizacion de anticuerpos anti- BA (Dodart et a., 2003).
En la inmunizacion activa se han evaluado dos tipos de inmundgenos: el péptido
entero o fragmentos de este. Después de la inmunizacion de ratones con estos
antigenos las células presentadoras de antigenos los procesan y los presentan a
las células T. Posteriormente, se generan anticuerpos anti- BA. Por otro lado, la
inmunizacion pasiva consiste en administrar anticuerpos anti- BA directamente.
Esta estrategia no requiere de algun tipo de respuesta inmunoldgica del paciente.
La inmunizacion pasiva podria ser de utilidad en personas de edad avanzada,
cuyo sistema inmune al igual que otros se ve deteriorado por la edad (Schenk,
2002).

1.1.3.2.1 Inmunizacion Activa
Schenk y colaboradores (1999) reportaron el primer estudio de inmunizacion

activa con el BA42, la forma predominante en las placas amiloideas. La primera
administracion fue por via parenteral con adyuvante completo de Freund y los
refuerzos se hicieron con adyuvante incompleto de Freund. La inmunizacion se
hizo en ratones transgénicos PDAPP. Este modelo presenta varias caracteristicas
como: la expresion de APP humano con una mutacion relacionada con la EAF y la
agregacion de BA en corteza cerebral, hipocampo y cuerpo calloso. Los ratones
transgénicos PDAPP no presentan marafias neurofibrilares pero tienen algunas
caracteristicas de la EA, como la alteracion en procesos cognitivos. En este

estudio se observé que en los ratones inmunizados con BA42 presentaron una



reduccion en el numero de pacas amiloideas, neuritas distroficas y gliosis. Con
esta inmunizacion la formacion de agregados amiloideos en ratones jovenes se
previno y en ratones viejos se redujo. Esta terapia estimula la respuesta inmune
mediada por microglia, células T y B.

Sigurdsson y colaboradores (2004) también demostraron que la inmunizacién
activa de ratones transgénicos, Tg2576, provoca reducciéon de las placas
amiloideas y del dafio cognitivo. Los anticuerpos que fueron generados
predominantemente por estos ratones fueron IgM anti- BA. Dado que los
anticuerpos IgM son demasiado grandes para atravesar la barrera
hematoencefalica, se considera que estos anticuerpos pudieron interactuar con el
BA en la periferia y de esta manera desagregar y/o reducir la formacion de placas
amilodeas en el cerebro de estos ratones.

En otro estudio Frenkel y Solomon (2001) utilizaron el epitopo EFRH el cual se
encuentra localizado en la posicion 3-6 del BA y es considerado como un sitio de
regulacion para la formacion de placas amiloideas. En este estudio se inmunizé a
ratones, conejos y cobayos con fagos filamentosos que desplegaban en su
superficie al péptido EFRH para generar anticuerpos que reconocen al epitopo
EFRH, la alta inmunogenicidad del fago permitié la obtencién de titulos elevados
de IgG sin necesidad de adyuvante ademas la inmunizacién con el péptido EFRH
permite la produccion de anticuerpos anti-agregantes.

La inmunizacién con el BA se ha llevado acabo por diferentes vias y en distintos
modelos. Por ejemplo la administracion subcutdnea en ratones TgAPP695, que
expresan mutaciones en la APP y desarrollan placas amiloideas de manera
temprana, se observo una reduccion de placas amiloideas (Janus et al., 2000). En
el doble transgénico APP/PS1 (APP humana con mutaciones K670/M671 y PS1
con mutacién M146L) se observé una reduccion modesta de placas pero una
mejoria en procesos de memoria. Acentuando que la mejoria en este tipo de
procesos no esta totalmente asociada a la deposicion de placas (Morgan et al.,
2000). Resultados similares se ha obtenido con la inmunizacion nasal (Weiner et

al., 2000) e intraperitonealmente (Frenkel et al., 2003).
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Los resultados anteriores fueron alentadores y se iniciaron pruebas clinicas en
donde se administrd el BA42 con el adyuvante QS-21 bajo el nombre de AN1792
(Elan Pharmaceuticals Inc.). El adyuvante QS-21 es inductor de respuesta celular
Th-1. AN1792 fue previamente probado en ratones, conejos, cobayos y monos.
Se iniciaron pruebas clinicas fase | primero con 24 y después con 70 pacientes,
los cuales mostraron buena tolerabilidad. Subsecuentemente se iniciaron estudios
clinicos fase Il incrementando el nimero de pacientes con la EA a 375, de estos,
75 pacientes recibieron placebo y los 300 restantes AN1792. La administracion fue
intramuscular en el dia 0 y a los meses 1,3,6,9 y 12. Desafortunadamente estos
estudios se suspendieron en el 2002, debido a que 18 de los pacientes que
recibieron AN1792 presentaron sintomas clinicos de meningoencefalitis. El
analisis postmortem de dos pacientes que habian recibido AN1792 revelo
disminucién en el numero de placas y carencia de neuritas distroficas (Gelinas et
al., 2004). En el 2003 se analiz6 el cerebro de una paciente que y se encontraron
pocas placas, persistencia de las marafias neurofibrilares, angiopatia cerebral
amiloide y respuesta asociada a microglia. Toda esta informacion ha sido de gran
utilidad porque en ella se resalta la importancia de los anticuerpos anti-BA y
finalmente estos estudios apoyan fuertemente la hipotesis del amiloide (Weiner et
al., 2006).

1.1.3.2.2 Inmunizacion Pasiva
Esta estrategia involucra la administracion de anticuerpos anti- BA o fragmentos de

estos (Fab's, scFvs y VH). Bard y colaboradores (2000) administraron
periféricamente anticuerpos anti- BA a ratones transgénicos PDAPP y notaron que
estos anticuerpos fueron capaces de reducir los depdsitos amiloideos. Estos
anticuerpos al sistema nervioso central se unieron a las placas amiloideas e
induciero la eliminacion del BA ya existente. Cuando examinaron ex Vivo los
cerebros de estos ratones encontraron que estos anticuerpos activaron la
microglia para eliminar por fagocitosis a las placas a través de los receptores Fc.
Para determinar la importancia de la region Fc utilizaron la region F(ab)'2 de
anticuerpos anti- BA. Se encontré que los anticuerpos completos y los anticuerpos

carentes de la regiéon Fc pueden unirse al péptido BA. Ademas, los anticuerpos
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carentes de la region Fc no activaron a la microglia. Estos estudios demostraron
gue en ausencia de proliferacién de células T, los anticuerpos son suficientes para
disminuir la deposicion del BA en ratones PDAPP (Bard et al., 2000). DeMattos y
colaboradores (2002) inmunizaron periféricamente a ratones PDAPP utilizando el
anticuerpo m266 dirigido a la region central del BA. En este estudio se observé
una disminucion en la deposicion de las placas, pero sin que el anticuerpo m266
se uniera a los depositos amiloideos directamente. Los autores postularén que la
presencia de m266, en la periferia altera el transporte y la dinamica de equilibrio
del BA entre el cerebro y el plasma. Este equilibrio alterado favorece la eliminacion
periférica y el catabolismo de depdsitos del BA en el cerebro. El anticuerpo m266
fue comparado con dos de los anticuerpos monoclonales (m3D6 y m10D5) usados
por Bard y colaboradores (2000). Estos también fueron capaces de actuar como
secuestradores del BA en la periferia, aunque no fueron tan efectivos como m266.
Este mismo anticuerpo fue utilizado para establecer una correlacién entre los
niveles basales del BA en el plasma y en el cerebro de ratones transgenicos
PDAPP viejos (12-13 meses). La administracion periférica de m266 provoco un
incremento en las concentraciones de BA40, BA42 y de la proporcion BA40/42 el
plasma, este incremento correlaciond con la cantidad de BA acumulado en el
cerebro. Sin embargo, esto no ha sido determinado en humanos para poder ser
utilizado como una prueba de diagnéstico de la EA (DeMattos et al., 2002).

Dodart y colaboradores (2002) administraron periféricamente el anticuerpo m266 a
ratones transgénicos PDAPP. El objetivo de este estudio fue observar el efecto del
anticuerpo monoclonal m266 en la elaboracion de tareas relacionadas con el
aprendizaje, memoria y reconocimiento de objetos. Se encontré que la mejoria al
hacer estas tareas no estaba correlacionada con la desagregacion de las placas,
de esta manera estos resultados contradecian a otros estudios que proponen que
el dafio cognitivo esta relacionado con la formacién de placas amiloideas. Los
resultados del grupo de Dodart apoyan las propuestas que sefalan a los
agregados de BA solubles como responsables de la neurodegeneracion y dafios
relacionados asociados con la EA. En otro estudio también se inmunizé

periféricamente con un anticuerpo monoclonal que reconoce los aminoacidos de

12



las posiciones 3-6 del BA humano. Este anticuerpo fue nombrado 1. Se observo
qgue la administracién de B1 provoca una reduccion significativa de placas difusas
principalmente, sin embargo, también induce un incremento de las
microhemorragias cerebrales en vasos que contienen amiloide. Esto sugiere un
posible nexo con las complicaciones neuroinflamatorias observadas en las
pruebas clinicas en humanos (Pfeifer et al., 2002). Basados en el estudio anterior
otro grupo propuso la inmunizacion intracerebroventricular con un anticuerpo anti-
BA, encontrando una disminucion de las placas amiloideas, sin actividad de
astrocitos y disminucion de la inflamacion, esto ultimo provocado por la reduccion
de microglia (Chauhan et al., 2003).

Utilizando ratones transgénicos PDAPP inmunizados directamente en la superficie
cortical con los anticuerpos anti-BA, 3D6 y 10D5 (anteriormente fueron utilizados
por el grupo de Bard), Lombardo y colaboradores (2003) reportaron que las
neuritas anormales estan directamente relacionadas con la deposicion del BA. Las
neuritas parecen tener un mecanismo de auto correccion por el cual estas son
capaces de restaurar su morfologia después de la eliminacién de las placas, es
decir, hasta cierto intervalo de tiempo este proceso es reversible.

Con los anticuerpos 3D6 y 10D5 (dirigidos a la region amino terminal del BA) y con
m266 (dirigido a la region central del BA) Racke y colaboradores (2005)
determinaron que, los anticuerpos dirigidos a la region amino terminal producen

microhemorragias.

1.1.3.2.3 Mecanismos de eliminacion del BA por anticuerpos anti- BA especificos
Actualmente se han postulado tres mecanismos diferentes para la eliminacion del

BA del cerebro, que a continuacién se describen:

I Activacion de microglia y fagocitosis del BA. En este mecanismo se
requiere de la region Fc del anticuerpo. Se ha observado que los
anticuerpos se unen directamente a los depositos amiloideos. Ademas
la region Fc activa a la microglia para que fagocite al complejo
anticuerpo - BA (Bard et al., 2000; Pritman et al., 2006 y Schenk et al.,
1999).
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il. Resolucién directa. Se refiere al efecto directo de los anticuerpos sobre
el BA que se encuentra en los agregados, provocando la disolucién de
los agregados. Este mecanismo se basa en estudios in vitro en donde
los anticuerpos dirigidos a la region EFRH del BA pueden desagregar los
depdsitos amiloideos (Solomon et al., 1997; Frenkel et al., 1999).

iii. Captura del BA amiloide soluble. Este mecanismo fue propuesto por
DeMattos y colaboradores (2001) cuando observaron una disminucion
en la deposicion de las placas sin que el anticuerpo atravesara la
barrera hematoencefalica. Este mecanismo se basa en el secuestro del
BA circulante, causando una migracion del BA del cerebro al plasma.
(DeMattos et al., 2001; Sigurdsson et al., 2004).

1.2 Técnica de Despliegue en Fagos, Phage Display

La técnica de despliegue en fagos o “phage display” (PD) es una tecnologia
molecular que permite la expresion de péptidos y proteinas en la superficie de
fagos filamentosos. La secuencia de interés es insertada dentro del genoma
del bacteriofago filamentoso. Esta técnica puede ser utilizada para seleccionar

y purificar moléculas especificas para ciertos ligandos (Smith et al., 1985).

1.2.1 Fagos filamentosos

Los bacteriofagos son virus que infectan una gran cantidad de bacterias Gram-
negativas mediante el pili. Entre los bacteriofagos filamentosos mas conocidos
y que infectan especificamente a la Escheriachia coli destacan: M13, F1y Fd.
El bacteriofago M13 es uno de los mas estudiados. Es un fago de 6.5 nm de
diametro y aproximadamente 930nm de largo. Sin embargo la longitud del fago
depende del tamafio del genoma. El fago M13 contiene como genoma una sola
hebra de ADN circular de cadena sencilla y esta formado por 11 genes. Un
fago viable expresa 2700 copias del gen g8 que codifica para la proteina
principal de la capside del fago, p8. El gen 3 (g3) codifica para la proteina de

reconocimiento, p3 que es una de las cuatro proteinas menores que forman al
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fago. Otros tres genes que codifican a las tres proteinas menores del fago son
g6, g7 y g9. Las proteinas menores del fago se encuentran en los extremos del
fago, p3y p6 se encuentran en un extremoy p7 y p9 en el otro (Marvin, 1998).
Los fagos filamentosos producen una infeccion no litica, es decir no matan ni
lisan a los hospederos. Para iniciar la infeccion, la proteina p3 reconoce el pili
F de la bacteria como receptor. Después de la infeccion la cadena de ADN
circular es convertida a una forma replicante de ADN de doble cadena (FR).
Esta FR se la replica por el mecanismo de circulo rodante, generando cadenas
sencillas de ADN que sirven como templado que posteriormente se convierten
en FR. Varias copias de la cadena sencilla de ADN son sintetizadas,
empaquetadas y finalmente la progenie viral es liberada de la bacteria en forma

infectiva (Azzazy et al., 2002).

1.2.2 Bibliotecas de anticuerpos desplegadas en fago

Las bibliotecas de anticuerpos o fragmentos de anticuerpos pueden ser de dos
tipos: inmunes y no inmunes o nativas. La biblioteca nativa es generada a partir
de rearreglos de genes que provienen de un organismo como el humano, el
raton, etc. no inmunizado con el antigeno en cuestion. Las bibliotecas inmunes
son creadas de rearreglos de genes V, que provienen de un organismo
inmunizado con el antigeno particular.

Las bibliotecas de anticuerpos son enriquecidas en clonas especificas para un
antigeno mediante un procedimiento conocido como bioseleccion. En este
procedimiento los fagos que tienen desplegados a los anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos se ponen en contacto con el antigeno de interés.
Los fagos que despliegan en su superficie anticuerpos que no se unen a dicho
antigeno son eliminados a través de lavados. Los fagos que despliegan en su
superficie anticuerpos que reconocen al antigeno son eluidos mediante
condiciones que desfavorecen la interaccion del antigeno con el fragmento de

anticuerpo desplegado en el fago. La condicion mas utilizada es el cambio de
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pH. Esta seleccion se repite de 2 a 4 rondas generalmente (Bradbury et al.,
2004).

1.3 Anticuerpos

Los anticuerpos son inmunoglobulinas, que se encuentran en la membrana de
las células B. Cuando son secretados en la circulacion sanguinea sirven como
efectores de la inmunidad humoral, en donde neutralizan antigenos o bien los
marcan para su eliminacion. Todos los anticuerpos tienen una estructura
basica que consiste de un par idéntico de cadenas pesadas polipeptidicas (VH)
y un par de cadenas ligeras polipeptidicas (VL), unidas unas a otras por
enlaces disulfuros y con enlaces no covalentes. Cada una de las cadenas
pesadas es codificada por segmentos genéticos. La familia de la cadena
pesada posee segmentos genéticos Vy, D, Jy, Yy Ch. LOos segmentos genéticos
V y, D y Jy reordenados codifican la region variable de la cadena pesada. Los
segmentos génicos correspondientes a las cadenas ligeras kappa y lambda
son Vi, J. y C.. Los segmentos V| y J_ codifican la dominio variable de la
cadena ligera. Para cada familia el fragmento C codifica para la region
constante. Cada region V consiste de regiones alternadas llamadas regiones
armazon (FW, framewok), los cuales estan que son mas conservadas que las
regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) Los CDRs tienen
una secuencia muy variada, estos dominios interaccionan en mayor proporcion
con el antigeno. Los primeros dos CDRs son codificados por los segmentos
génicos V. El tercer CDR es el producto de la unién de los segmentos Vy,, Dy
Ju, para la cadena pesada y V_y J_ para la cadena ligera (Goldsby et al.,
2003). Como se puede apreciar los anticuerpos contienen dominios discretos
que se pueden separar por la digestion enzimética o producirlos por tecnologia

recombinante (Azzazy et al., 2002).Tabla 1.1
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1.1 Fragmentos de anticuerpos caracteristicos.

Fragmento de Estructura

anticuerpo

VH Dominio VH

ScFv Dominios VH y VL, unidos por 15 aa

Fv Dominio VHy VL, no unidos entre si

Minicuerpo Dos cadenas de ScFv —CH3 unidas

Fab Formado por dos cadenas: VH-CH1 y VL-
CL

F(ab’)2 Dos moléculas Fab
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2 Objetivos

2.1 General

Identificar y caracterizar fragmentos de inmunoglobulinas que se unan al
péptido BA, componente principal de las placas seniles en cerebro de
pacientes con la enfermedad de Alzheimer, a partir de una biblioteca
inmune anti-BA desplegada en la proteina p8 del fago M13, con el fin de
desarrollar moléculas inmunoterapéuticas para la prevencion y/o tratamiento

de la enfermedad de Alzheimer.

2.2 Especificos

Construir una biblioteca de VH inmune anti-BA desplegada en la proteina p8
del fago M13 a partir de células de bazo de ratén inmunizado previamente
con el BA42.

Seleccion de fragmentos de inmunoglobulinas que se unan al péptido BA,

realizando biopanning de la biblioteca de VH expresada en el fago M13.

Caracterizar en ensayos de ELISA y de neurotoxicidad, las clonas que

expresan los VH especificos al BA.
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3 Materiales y Métodos

3.1 Construccion de la Biblioteca de VH

3.1.1 Generacion de Animales Hiperinmunes al Péptido 3-Amiloide

Se empled un protocolo estandar de inmunizacion (Gevorkian et al., 2004). Se
inmunizaron grupos de 3 ratones macho Balb/C de 4-6 semanas de edad. La
inmunizacion de los ratones consistio en la inyeccion subcutanea de 30 ug del
BA 42 humano (AnaSpec Inc., San José, CA). El fue resuspendido en PBS e
incubado toda la noche a 37°C. Esta suspension inmunogénica (50ul) fue
emulsificada en un volumen igual de adyuvante completo de Freund (Sigma
chemical, USA). Se realiz6 una inmunizacién inicial y tres refuerzos a intervalos
de 15 dias. Los ratones control fueron inmunizados con PBS y adyuvante de
Freund. Después de la tercera y cuarta inmunizacion, los ratones fueron
anestesiados en una camara con Sevorane Yy sangrados por plexo retroocular
(100-200 ul / animal). La fraccion de suero se obtuvo mediante la coagulacion
de la sangre la cual fue mantenida a temperatura ambiente por 1 horay a 37°C
durante 2 horas, finalmente se centrifugé a 4000 rpm por 10 minutos. Los

sueros fueron almacenados a -20 °C.

3.1.2 lIdentificacién Inmunoldgica de Animales Hiperinmunes contra el Péptido
B-Amiloide

Para determinar el titulo de anticuerpos anti- A42 en el suero de los ratones
se utilizé un protocolo estandar de ELISA. En este ensayo se emplearon placas
de poliestireno Maxisorp (Nunc, Rochester, NY) de 96 pozos. Se inmovilizaron
2 ug/ml del BA42 (diluido en buffer de carbonatos pH 9.6) en cada pozo
incubando durante toda la noche a 4°C. Después de la adsorcién del antigeno
peptidico, los pozos se lavaron cuatro veces con un sistema para microplacas
automatizado (Denley, Well Wash 4). Los lavados se realizaron con una

solucion de PBS pH 7.4/Tween-20 al 0,2% (Sigma). Posteriormente, se llevo a
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cabo un procedimiento de bloqueo con 200 ul de la solucién PBS / BSA (2%)
(Sigma chemical, USA) seguida de otro procedimiento de lavado. A
continuacion los pozos se incubaron con 100 pl de antisuero policlonal en
diluciones desde 1:400 a 1:15600 en PBS/BSA (1%) (Sigma chemical,
USA)/Tween-20 (0.1%). Como control negativo se utiliz6 el suero de los
ratones inmunizados con PBS y adyuvante de Freund. Después de 1 hora de
incubacion a 37°C , los pozos se lavaron nuevamente. En seguida se agrego
un anticuerpo secundario anti-lgG de raton (Zymed, San Francisco, CA)
conjugado a peroxidasa de rabano diluido 1:5000 en la solucién PBS/BSA (1%)
/Tween-20 (0.1%). Después se incubd por un periodo de 1 hora a 37°C.
Finalmente a cada pozo se le agregd 100ul de solucion cromogénica (ABTS
single solution, Zymed). Y se midi6é la absorbancia a 405 nm con referencia a
450 nm en un lector de microplacas automatizado (Opsys Mr, Dynex Tech.,
Chantilly, VA).

3.1.3 Extraccion de Esplenocitos

Dos animales con titulos séricos de anticuerpos anti- BA altos fueron
seleccionados como candidatos para la obtencibn de sus esplenocitos,
empleando el protocolo experimental descrito por Gevorkian y colaboradores
(2004). Los animales hiperinmunes seleccionados para estos fines recibieron
una ultima inmunizacién subcutdnea con 30 ug del inmundgeno quince dias
antes de ser sacrificados para la obtencidon de sus esplenocitos activados. Los
animales inmunizados fueron anestesiados, sangrados a blanco y sacrificados
por dislocacion cervical. Los esplenocitos fueron obtenidos rapidamente por
perfusién de bazo en condiciones asépticas, dentro de una campana de flujo
laminar de seguridad biolégica Nivel 1 (VECO, Jiutepec, Mor.). Los
esplenocitos colectados a partir de este tejido fueron lavados con PBS y
tratados con un buffer de lisis de eritrocitos por 10 minutos con agitacion

ocasional.
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3.1.4 Extraccion y Purificacion de mRNA Total de los Esplenocitos

Se extrajo el mMRNA total de 5X10’ esplenocitos, de dos ratones inmunizados,
mediante el kit de purificacion Quick prep. mRNA (Amersham Pharmacia

Biotech, EUA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.1.5 Sintesis de DNA complementario

Para la sintesis del DNA complementario (cDNA) a partir del mRNA de raton
inmunizado con el péptido BA42 se utilizd el kit First strand cDNA (Pharmacia
Biotech, EUA) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI cDNA se utilizé en
una reaccion de PCR empleado Taq platinum (Invitrogene) y primers
especificos para las cadenas pesadas de inmunoglobulinas 1 y 2 (Amersham).
Se realizaron 30 ciclos de amplificacion con las siguientes condiciones: 94°C
durante 1 min, 55°C durante 2min y 72°C durante 2 min. Las reacciones de
PCR se hicieron en un termociclador Gene Cycler (Bio-Rad), de acuerdo a las
indicaciones del kit Recombinant Phage Antibody System Mouse ScFv Module
(Amershan Bioscience). Los productos de PCR se purificaron mediante
electroforesis en gel de Tris-EDTA (TAE) agarosa 1.5% con amortiguadorTAE
1Xa60V.

3.1.6 Amplificacion de VH

Se amplificé el fragmento VH por PCR en un termociclador Gene Cycler (Bio-
Rad). Para 25ul de reaccion se utilizo: 2,5ul de solucién amortiguadora para
Tag ADN polimerasa recombinante 10X (Altaenzymes), 0,75ul de MgCl,
(50mM, Altaenzymes), 0,5 pl dNTP; (1pl de primer 3’ LINK, 1pl de primer
5'PCANT, 0.5ul de enzima Taq polimerasa (5u/ul); (Alta enzyma) y 50ng del
fragmento de VH. Se realizaron 25 ciclos de amplificacion: 94°C durante 1min,
70 °C durante 30 sy 72°C durante 30 s.

21



3.1.7 Purificacién de VH

La purificacion del VH amplificado se realizé con un kit de purificacion para
PCR (Concert Rapid PCR purification System; Marligen Bioscience, Inc.),

siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.1.8 Digestion de VH

El fragmento VH se digirié con las enzimas Hind Il y con Ncol (New England
Bio labs). Para la digestion con Hind 1ll, en un volumen de 60ul se utilizé: 40ul
del fragmento VH (5ng/ul), 2ul de enzima Hind Il (25u/ pl), 6ul de solucién
amortiguadora 10X num. 2 (New England Bio labs) y 12ul de H,O. La reaccién
se mantuvo durante 1h a 37°C. La digestién con la enzima Ncol, se realiz6 en
un volumen de 11pl: 7ul de BSA, 1ul de amortiguador K, 1pl de KClI, (3 M) y 2ul
de la enzima Ncol (New England Bio labs). La reaccion se incub6 durante 1h a
37°C.

3.1.9 Digestion del Vector PG8SAET

El vector PG8SAET se digirié con las enzimas Hind Il (New England Bio labs)
y Ncol (New England Bio labs). La digestion con Hind Il se realiz6 en un
volumen de 20ul: 4ul de vector (50ng/pl), 2ul de enzima Hind 11l (25u/ul), 2ul de
amortiguador num. 2 y 12ul de H,O y se incubd durante 1h a 37°C. Para la
digestion con la enzima Ncol en un volumen de 30ul se empled lo siguiente: 3l
de BSA, 1ul de amortiguador, 0,7ul de KClI, (3 M) 2ul de la enzima Ncol y 3,3 pl
de H,0. Se incubo durante 1h a 37°C.

3.1.10 Desfosforilacion de Vector PGSSAET

Para un volumen final de 50ul se utilizo: 30ul del vector, 2ul de buffer 10X, 1pl
de fosfatasa alcalina CIAP (Amersham) y 17ul de H,O. La reaccion se incubd
durante 1h a 37°C.
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3.1.11 Purificaciéon del vector PG8SAET

El vector se purificd por electroforesis. Se aplicaron 20ul de vector PG8SAET
digerido y desfosforilado, en un gel de agarosa (Invitrogen) al 1% en
amortiguador de TBE1X, a un voltaje de 100V durante 1h. Posteriormente, el
ADN del vector fue purificado con un kit, de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (Concert Rapid PCR purification System; Marligen Bioscience, Inc.).

3.1.12 Cuantificacién del Vector PG8SAET

Para determinar la concentracion del DNA purificado se utilizd un gel de
agarosa al 1% en amortiguador TBE 1X. Se cargaron 5 yl del vector PG8SAET
mas 1 ul de amortiguador de carga (Invitrogen). La concentracion fue
determinada por comparacion con el marcador low DNA mass leader

(Invitrogen).

3.1.13 Ligacion del Fragmento VH en el Vector PG8SAET

Se realizaron ligaciones empleando tres diferentes proporciones del vector
(PG8SAET:VH): 1.6, 1:4 y 1:2. En las reacciones de ligacion se utilizd
amortiguador 10X,T4 DNA ligasa (New England Bio Labs) y 1ul de ligasa T4

(New England Bio Labs). La clonacion se realiz6 segun la tabla 3.1

23



Tabla 3.1: Cantidades de los reactivos empleados para la ligacion PG8SAET:VH de

acuerdo a las tres ligaciones.
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1:2 25 1 0.5 1 10 14 hrs/16°C
1:4 5 1 0,5 1 10 14 hrs/16°C
1:6 7 1 0,5 1 0,5 10 14 hrs/16°C
Cheg -- 1 0,5 1 7.5 10 14 hrs/16°C

Finalmente se repitié la ligacion de VH con el vector PGBSAET relacion 1:2, de

la siguiente manera.

< = =
Z |S &
—~ 2 = =| 8
s 5 > L 25 o= | o
O O — = ~ .= S| 3
$8 (58 _ (823 §%3|s |5
o © » I =|o O £ £ o = =
5 £ £ s 2|5 a 8 |F 28T |5 32 =
1:2 9,2 40 25 6 2,3 60 14 hrs/16°C

3.1.14 Preparacion de Células TG1 Electrocompetentes

Se inocularon 500 ml de medio 2XYT con una colonia de E. coli TG1. Se
incubo toda la noche a 37 °C con agitacion (250 rpm). El cultivo se dej6 crecer
hasta obtener una DO (600nm) de 0,6 - 0,7 (aproximadamente 4 hrs). El cultivo
se centrifugd a 6000 rpm durante 10min a 4°C. Se decant6 el sobrenadante y la
pastilla de células fue resuspendida con 500 ml de glicerol al 10% (4°C). Se
centrifugo nuevamente el glicerol y se decantd, las células fueron
resuspendidas en 250 ml de glicerol. Esto se realizé 3 veces. Finalmente, se
resuspendieron en 4 ml y se hicieron alicuotas de 90 y 180 pl. Las alicuotas

fueron congeladas a -80°C, hasta su uso.
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3.1.15 Transformacién de la Biblioteca

Las E. coli, TG1 electrocompetentes (90 y 180 ul) fueron transformadas por
electroporacion las reacciones de ligacion PG8SAET-VH, usando 0,5y 1 pl
respectivamente. La transformacion se realizé con Gene Pulser Il System (Bio-

Rad Laboratorios Inc., USA) con pulsos de 5 s a 2.5 Kvolts y 2.5 pF.

3.1.16 Amplificacion, Rescate y Titulacion de la Biblioteca

Para calcular el titulo de la biblioteca, las células transformadas se recuperaron
en medio 2XYT a una relacién de 1:10 y se incubaron por 1 hora a 37 °C con
agitacion (250 rpm). Se utilizaron 3 y 30 ul de la muestra para plaquear en
cajas con medio LB mas carbenicilina 50 pl/ml. Las placas fueron incubadas a
37°C durante toda la noche. Al resto de las células trasformadas se le agrego
10 ul de ampicilina (100 ug/ml) y 10 pl de fago helper M13KO7 (Invitrogen). Se
dejaron crecer 1lh sin agitacion y 1h con agitacion. Con este cultivo se
inocularén 40 ml de medio 2XYT con 50 ul de ampicilina (100 mg/ml) y 50 pl
de kanamicina (50 mg/ml). El cultivo se incub6 a 37°C con agitacion (250rpm)
durante toda la noche. Posteriormente el cultivo se centrifugd a 6000 rpm 20
min a 4°C. El sobrenadante se colecto, se le agrego 1/6 parte de PEG/NaCl (
PEG-8000, 20% w/v; NaCl, 2.5 M) y se incubd a 4°C durante 4 hrs. En seguida
se centrifugd a 10000 rpm durante 10 min a 4°C y el precipitado se
resuspendio con 1 ml de TBS estéril. Se repitio la precipitacion con 1/6 parte de
PEG/NaCl durante 2 hrs a 4°C. Para lavar los fagos se centrifug6é durante 10
min y 14000 rpm a 4°C y se resuspendio con 200 uyl de TBS. Nuevamente fue
centrifugado con las mismas condiciones pero esta vez se desecho el
precipitado. Con el sobrenadante se hicieron 3 diluciones 1:1000 se infecto E.
coli TG1 con 200 ul de fagos purificados, durante 45 min a 37 °C. Después se
sembraron por extension con varilla en placas que contenian 15 ml de medio
LB-agar y 15 pl de ampicilina (100 mg/ml). Las placas se incubaron toda la

noche a 37 °C. Finalmente se contaron las colonias.
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3.1.17 Produccién del DNA de la Biblioteca

Las células transformadas (3ml) se les adicioné el de fago helper M13KO7 (50
pl) (Invitrogen) y se incubé a 37°C durante toda la noche. El plasmido se
purific6 con un kit (Roche). El plasmido purificado fue cuantificado por

electroforesis en un gel de agarosa al 1% a 100 volts durante 40min.

3.1.18 Evaluacion de fagos que tienen el fragmento VH

Para determinar que porcentaje de fagos expresan el inserto (VH) se picaron
colonias de las placas usadas para titular la biblioteca. Para extraer el ADN se
tomo6 una asada de cada colonia que fue colocada en 20 ul de agua mili Q
estéril. En seguida fueron calentadas a 95 °C durante 10 min y centrifugadas a
12000 rpm durante 10 min. Del sobrenadante (que contiene el DNA de fago
recombinante) se tomaron 5 pl para ser amplificados por PCR. La reaccion de
PCR se realizO en las siguientes condiciones: 2,5 pl de buffer 10X (Alta
enzyma), 0,75 ul de MgCl, (25 mM), 0,5 ul de dNTPs, 0,5 ul de Taq polimerasa
(Alta enzyma), 25 pmoles de oligos F8 (primer 3’), 25 pmoles de oligos
PYSAET (primer 5’) y 13,75 de H,O mili Q. Se realizaron 20 ciclos de PCR: 94
°C durante 30 s, 62 °C durante 30 s 70 °C durante 30s. Los productos de la
PCR fueron sometidos a electroforesis en un gel de agarosa 1% durante 50

min a 100 volts.

3.2 Seleccion de los Fragmentos VH anti f-Amiloide

La bioseleccion se llevo a cado utilizando placas de poliestireno Maxisorp
(Nunc, Rochester, NY), Se sensibilizé 4 pozos con 100 ul de una solucion de 5
pMg/ml del péptido B amiloide 1-42 disuelto en buffer de carbonatos pH 9,6 a
4°C toda la noche. Cada pozo se sensibiliz6 con 100 ul de la dilucién. Se
realizaron 5 lavados con 200 pl de una solucion de PBS/Tween 0,2%.
Posteriormente se bloquearon los pozos con 200 ul de una solucion de
PBS/BSA 2% durante 1 h a 37°C. Los pozos fueron lavados de la misma
manera. Se agregd 1X10 *fagos/pozo de la biblioteca de VH en PBS/BSA1%
Tween 0,1% durante 4 hrs a 4°C y 30 min a temperatura ambiente. La placa

fue lavada de la forma anteriormente descrita. Los fagos que quedaron en la
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placa interactuando con el péptido  amiloide fueron eluidos con trietilamina
0,1M durante 30 min a temperatura ambiente. El eluido de los cuatro pozos fue
transferido a un tubo ependorf de 1,5 ml y neutralizado con 200 pl Tris-HCI 1M

pH 7,5. Se hicieron dos rondas de bioseleccion.

3.2.1 Titulacion de los Fagos Seleccionados

Para evaluar el rendimiento de la bioseleccién se infectaron 200 pl de células
de E. coli TG1 con 5 ul y 50 pl de una dilucion 1:100 de eluido de cada ronda
de bioseleccion. La cepa TG1 fue previamente cultivada en medio liquido 2YT
durante 6 horas a 37° C y 250 rpm. Después de 30min en incubacion las
células se sembraron por extensién con varilla en cajas petri con 15ml de
medio LB-agar y 15 pl de ampicilina (100 mg/ml). El cultivo se incubé toda la

noche a 37 grados. Finalmente se contaron las colonias.

3.2.2 Rescate y Amplificacion de Fagos Seleccionados

Los fagos recombinantes eluidos en cada ronda de bioseleccion debieron
amplificarse para ser usados en la siguiente ronda, antes de ser amplificados
deben someterse a un procedimiento de rescate del fagémido por un fago
ayudador (helper) como se describe a continuacion. Se infectaron 3 ml de
bacterias E. coli TG1 con el eluido de la ronda de bioseleccion. Se incubd
durante 1 h a 37° C. 1 ml se conservo en glicerol y a los 2 ml restantes se les
agrego 7 ml de medio 2XYT, 10 ul de amplicilina (100mg/ml) y 10 ul de fago
helper M13KO7 (Invitrogen). Posteriormente se incubo durante 30 min a 37 °C
sin agitacion y durante 30min a 37°C con agitacion (250 rpm). Posteriormente
el cultivo fue transferido a 40 ml de medio 2XYT con 50 ul de ampicilina
(100mg/ml) y 50ul de kanamicina (50mg/ml). Para su amplificacion este cultivo
se dejo incubando durante toda la noche a 37°C con agitacion (200 rpm). La

titulacidon se realiz6 como se menciond anteriormente.

3.3 Seleccion de las Clonas que tienen VH del Tamafo Esperado

De las dos rondas de bioseleccibn se picaron colonias individuales, de la

primera ronda se analizaron 20 colonias y de la segunda ronda se analizaron
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40. Para extraer el ADN de los clonas y para determinar que clonas tuvieran el
VH del tamafio adecuado se procediéo como se indicé en 4.1.18. Los productos
de la PCR fueron corridos con buffer de carga (Invitogen) en un gel de agarosa
(0.8%).

3.3.1 Titulacion de los Fagos que Expresan el Fragmento VH del Tamafio
Esperado

Los fagos que expresaron los fragmentos VH del tamafio esperado fueron
titulados para posteriormente evaluarse en ensayos de ELISA. Se hicieron 3
diluciones seriadas 1:1000 de la ultima dilucion se tomaron 5 pl y se infecto 200
Ml de bacterias E coli TG1. Se hizo otra dilucion 1:100. Tomaron 5 ul de la
ultima dilucion. Se infectaron bacterias E coli TG1 con 200 pl.

3.4 Evaluacion del Reconocimiento del BA42 por los Fragmentos VH de las
Clonas

Las clonas que tuvieron el inserto del tamafio esperado fueron evaluadas por
ensayos de ELISA de la siguiente manera: se sensibiliz6 una placa de 96
pozos de poliestireno Maxisorp (Nunc, Rochester, NY) con 100ul del péptido
BA42 (2 ug/ml) resuspendido en buffer de carbonatos, pH 9.6. Se dejé
incubando toda la noche a 4°C. Para el control negativo se utilizé 5 yg/ml de un
péptido no relacionado. La placa fue lavada 4 veces con una solucion de
PBS/Tween 0,2%. Posteriormente se bloquearon los pozos con 200 pl de una
solucion de PBS/BSA 2% durante 1 h a 37°C. Los pozos fueron lavados de la
misma manera. Se agregarén 1X10 *‘fagos/pozo de cada clona que tuviera el
tamafo del inserto esperado. La dilucion de los fagos se hizo en una solucion
de PBS/BSA 0,1% Tween 0,1% durante 4 hrs a 4°C y 30 min a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo la placa fue lavada de la forma
anteriormente sefialada. La interaccion de los fagos con el péptido  amiloide
se reveld6 con 100 pl de un anticuerpo monoclonal anti-M13 acoplado a la
enzima HRP (Amersham, Pharmacia, Biotech, EUA), durante 1h a 37 °C. El
anticuerpo conjugado fue diluido 1:5000 en PBS/BSA 1% /Tween 0.1%.
Posteriormente se lavd de la forma anteriormente indicada. Se desarrollo la

reaccion del sustrato con 100 pl/pozo de una solucion de ABTS (Zymed, EUA)
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a 37 °C. Como control negativo se utilizé6 fago M13. Como control positivo se
utilizé una dilucion fago (b4.4) que expresa scFvs previamente reportado que
reconoce al péptido BA (Dra Gevorkian et al; 2004). Las DO fueron leidas en
lector Opsys Mr, Dynex Tech. (Chantilly, VA) a una DO de 405nm. Las clonas
consideradas como positivas fueron aquellas que presentaron una DO igual o
mayor que el control positivo b4.4 y mayor a la DO del control negativo, fago
M13.

3.4.1 Amplificacion y Purificacion de las Clonas Positivas en ELISA

Cuando se hizo el rescate de las clonas seleccionadas en la primera y segunda
ronda de la bioseleccién se guardé 1 ml de cada clona en glicerol al 30% a -
80°C. De cada clona conservada en glicerol se tomaron 50 ul. Con la alicuota
anterior se inocularon 3 ml de 2XYT durante 8 hrs a 37°C y con agitacion de
250rpm. El rescate, la amplificacion y la titulacion se realizaron como se
menciond anteriormente. Después de cada amplificacién se verific6 que las
clonas tuvieran el tamafio de fragmento VH utilizando el procedimiento

anteriormente descrito en 4.1.18.

3.5 Mapeo de las clonas positivas usando péptidos truncados del BA

Para determinar que region del PA42 es reconocida por las clonas
seleccionadas se empleo un protocolo estandar de ELISA descrito por
Gevorkian (2004). En este ensayo se emplearon placas de poliestireno
Maxisorp (Nunc, Rochester, NY) de 96 pozos. Se adsorbieron individualmente
100 ul por pozo de una solucion de BA42 (2 ug/ml) diluido en buffer de
carbonatos (pH 9.6). Se empleé una concentracion de 5 pg/ml para los
péptidos PA8-42, BAl-46, BA12-28, BALl7-42 y para el péptido no amiloide.
Para todos los péptidos la incubacion fue durante toda la noche a 4°C.
Después de la adsorcion del antigeno peptidico, los pozos se lavaron cuatro
veces con un sistema para microplacas automatizado (Denley, Well Wash 4).
Para los lavados se empled una solucion de PBS-0,2% Tween-20 (Sigma
chemical, USA) a pH 7,4. Posteriormente, se llevo a cabo un procedimiento de
bloqueo con 200 ul de la solucion PBS / 2% BSA (Sigma chemical, USA),

durante 1 h a 37°C. La placa se someti6 a otro procedimiento de lavado como
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se mencioné anteriormente. Se agregd 1X10' fagos/pozo de cada clona que
tuviera el tamafio del inserto esperado y que reconociera al BA42. Se empled la
misma cantidad de M13, para usarlo cono control negativo. La dilucién de los
fagos se hizo en una solucién de PBS/BSA 0,1% Tween 0,1% durante 4 hrs a
4°C y 30 min a temperatura ambiente. Transcurridos los 30 min la placa fue
lavada de la forma anteriormente sefialada. Los fagos que quedaron en la
placa interactuando con el péptido  amiloide fueron revelados con 100 pl de
un anticuerpo monoclonal anti-M13 acoplado a la enzima HRP (Amersham,
Pharmacia, Biotech, EUA), durante 1h a 37 °C. El anticuerpo conjugado fue
diluido 1:5000 en PBS/BSA 1% /Tween 0.1%. Posteriormente se lavo de la
forma anteriormente indicada. La reaccion se desarroll6 con 100 ul/pozo del
sustrato ABTS (Zymed, EUA) a 37°C.

3.6 Secuenciacion de las Clonas Positivas

Para secuenciar las clonas se purific6 DNA de doble cadena de las clonas que
tuvieran el inserto del tamafio esperado y que en ensayos de ELISA
reconocieron al BA42. Para purificar ADN de doble cadena se utilizd un kit
(Roche), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Posteriormente se precipitd el ADN agregando 1 parte de NaCl 5M por cada
25 partes del volumen obtenido de la solucion y 2,5 volimenes de etanol
absoluto. Para el volumen de 100 pl se utilizo 4 pl de NaCl 5M vy 250 pl de
etanol. Se mezclo perfectamente. Se incubé 1 h a -20 °C. Se centrifugd a
12,000 rpm a 4°C durante 20 min. Posteriormente se hizo un lavado con 250 pl
de etanol al 70% (frio). Se centrifugd durante 1 min a 12,000 rpm a 4 °C. El
pellet formado se resuspendio con 50 ul de H,O mili Q estéril. Para cuantificar
el ADN extraido y purificado se digirid6 con la enzima Hindlll. Para 10 uyl de
volumen de reaccidn se utiliz6 2 pl de la solucion que contiene el ADN
purificado, 1 pl del buffer 2 ( New England), 1 ul de la enzima Hind 1ll y 6 ul de
H,O. Se incubd durante 1 hr a 37 °C. Se corrid un gel de agarosa para
cuantificar el ADN por comparacion con el marcador ADN low mass leader
(Invitrogen).
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3.7 Ensayos de Neuroproteccion In Vitro

A las clonas que se les determind la secuencia de nucleétidos de su ADN,
también se les evalué su capacidad protectora en ensayos in vitro. Estos
ensayos de neurotoxicidad consistieron en sembrar en placas de cultivo de 96
pozos con 1X10* células de neuroblastoma humano SH-SY5Y con 200 pl de
medio de cultivo MEM/F12/SFB 10% y 10 uM de acido retindico para su
diferenciacion. Después de 8 dias, se agregan los ADDLs en medio OPTI-MEM
(en ausencia de SFB y rojo de fenol). Las clonas seleccionadas son
preincubadas por 24 horas con los ADDLs a 4°C y después esta mezcla se
adiciona a las células SH-SY5Y. Al término de una incubacion de 24 horas, se
mide la viabilidad celular mediante la cuantificacion de la actividad redox con
XTT. Los ADDLs se generaron disolviendo 1 mg de AB en 1 ml de
hexafluoroisopropanol. Posteriormente se evapord el solvente y el polvo se
disolvio en DMSO y medio OPTI-MEM, este preparado se incub6 toda la noche
a 4°C.

4.8 Andlisis de datos

Todos los resultados fueron expresados + desviacion estandar. La seleccion de
las clonas positivas se realizé de acuerdo a umbrales estadisticos, establecidos
como: el promedio de los tratamientos mas dos veces el promedio de la
desviacion estdndar de los controles de M13 y PNR. Para el analisis de datos
del mapeo de las clonas se utilizo ANOVA de una via y la prueba post hoc de
comparacion multiple de Tukey. Para los ensayos de neuroproteccion se
compararon los tratamientos contra el control de ADDLs utilizando ANOVA de
una via y la prueba post hoc de Dunnet. El andlisis estadistico se realiz6 con el
programa SPSS 11.0.
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4 Resultados

4.1 Ligacion del Fragmento VH con el Vector PG8SAET

Para obtener una mejor eficiencia de clonacion se evaluaron 3 relaciones del
vector PG8SAET con el fragmento VH. La relacién de ligacion mas favorable
fue 1:2 (Vector:Inserto). Lo anterior se hizo tomando en cuenta que la
concentracion del vector es 8ng/ul y la del fragmento VH es de 4ng/ ul. Las
relaciones de ligacion se establecieron en picomolas (pm) es decir, pm del
vector:pm del VH. En la tabla 4.1 se muestra la evaluacion de las relaciones de
ligacion pm PG8SAET:pm VH. La eficiencia representa la cantidad de fagos
ensamblados e infectivos que se generaron mediante la electroporacién del
vector con el inserto en la cepa de E. coli, TG1.

Tabla 4.1 Evaluacion de las relaciones de ligacion pmPG8SAET:pm VH.

Ligacién (pm Vector:pm Eficiencia (pfc/ pg)
Inserto).
1:6 1.5X10°
1:4 1.16X10°
1:2 3X10°

4.2 Titulo y Complejidad de la Biblioteca de VH

De acuerdo a la tabla 4.1 se decidio ligar a una relacion 1:2. Para 40 ul del
vector se utilizaron 9.2 ul de el fragmento VH. En la tabla 4.2 se muestra la
complejidad y el titulo de la biblioteca. La complejidad representa la diversidad
de la biblioteca es decir, la cantidad de fagos que tienen genoma diferente en la
biblioteca. El titulo indica la cantidad de fagos rescatados y amplificados.

Tabla 4.2 Caracteristicas cuantitativas de la biblioteca murina e inmune de VH.

Complejidad (pfc/ml) 8x10"
Titulo (pfc/ml) 8x10™
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4.3 Evaluacién de fagos que expresan VH de 340pb en al biblioteca

Se determiné el porcentaje de fagos que expresan los VH de 340pb, tamafio
correspondiente al del VH clonado en el genoma del fago. EI ADN fue obtenido
de 6 colonias, de la cepa TG1 infectadas con la biblioteca de VH. EI ADN se
amplifico por PCR vy utilizando F8 y PYSAET, que mapean 350 nucledtidos
fuera del fragmento VH. En el gel de agarosa se esperaba observar un
fragmento aproximadamente 690 pb, aunque el tamafno del fragmento de VH
es de 340 pb. De las 6 colonias evaluadas solamente una tuvo el inserto del

tamafo esperado (figura 4.1)

1 234567

Figura 4.1: Electroforesis en gel de agarosa de seis colonias infectadas con la biblioteca de VH.
En donde el carril 1 representa el control de PCR. Los carriles 2-7 representan el ADN de fagos
de la biblioteca de VH. La cabeza de flecha (v) del carril 4 corresponde a la clona con el

inserto VH del tamafio esperado.

4.4 Seleccién de los Fragmentos VH anti f-amiloide por Bioseleccion

La biblioteca de VH fue utilizada para seleccionar clonas especificas para el
BA42 inmovilizado en una fase sélida. En la tabla 4.3 se muestra los titulos de
los eluidos obtenidos en 2 rondas de bioseleccion. Los datos de entrada
corresponden a la cantidad de fagos adicionados a cada pozo de la placa. Los
datos de salida representan a los fagos que reaccionaron con el BA42 en la
placa y que fueron eluidos.

Tabla 4.3: Titulos de entradas y salidas de las dos rondas de bioseleccion.

Ronda Entrada Salida
(ufc/ml) (ufc/ml)
la 1X10™ 2.4X10°
2a 4X10™ 6X10°
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4.5 Seleccion de las Clonas que Tienen VH del Tamafio Esperado

Para cada ronda de bioseleccion se evalué la cantidad de fagos que
expresaron el fragmento VH del tamafio esperado. Para ello se infectaron
bacterias TG1 con el eluido de cada ronda y se pusieron a crecer en placas
con agar. De las colonias que se obtuvieron se extrajo el ADN y se amplifico
por PCR. Para la primera ronda se analizaron 40 colonias, de las cuales 12

tenian el tamafio del fragmento de DNA esperado, es decir el 30 % (figura 4.2)

¢
g
:

Figura 4.2. Productos de PCR amplificados de las clonas obtenidas de la primera ronda del
biopanning. Los carriles del 1-40 representan a los productos de PCR amplificados del ADN de
clonas de la primera ronda de bioseleccion. La cabeza de flecha (+) indica las clonas que

tienen el tamafio del inserto esperado. Electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Para la segunda ronda se analizaron 20 colonias, de las cuales 15 tuvieron el
tamario de fragmento de DNA esperado, es decir el 75 % (figura 4.3).

i
!

Figura 4.3. Electroforesis en gel de agarosa. Los carriles del 1-20 representan los productos de
PCR al ADN de las clonas del de la segunda ronda de bioselecciéon. La cabeza de flecha ()

indica las clonas que tienen el tamafio del inserto esperado.



4.6 Evaluacion de las clonas que contienen el VH del tamafio esperado

Las clonas que tuvieron el tamafio esperado fueron evaluadas por ELISA. Las
clonas consideradas como positivas fueron aquellas que presentaron una DO
mayor a la DO del control negativo M13, siguiendo este criterio las clonas
positivas en el ensayo de ELISA fueron: ¢1.28, c2.4, c2.1, ¢c2.8, ¢1.33, c1.23,
cl.27,c1.3yc2.9 (graficas 4.1y 4.2).
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Gréfica 4.1. Andlisis mediante ELISA del reconocimiento del BA42 por las clonas. El BA fue
fijado a una placa y posteriormente se incubo con las clonas que tuvieron el tamafio del inserto
esperado. Como control negativo se utilizé el fago M13 y como control positivo b4.4. Las barras
con diagonales representan a los pozos sensibilizados con el BA. Las barras con cuadros
representan a los pozos sensibilizados con un péptido no relacionado (PNR). El analisis fue
hecho por duplicado con experimentos independientes y con amplificados diferentes. Las
diferencias de M13 y b4.4 entre las 6 clonas: c1.28,c1.24,c2.1,c2.8,c1.23 y c1.27 fueron
significativas. Para discernir entre las clonas fue necesario establecer dos umbrales

estadisticos y que involucran al PNR y a M13.
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4.6.1 Confirmacion de las clonas positivas en ELISA

Se confirm6 que las clonas fueran especificas al BA después de haber sido
amplificadas en varias ocasiones. Se evaluaron por ELISA como se describid
anteriormente. En este caso se utilizaron amplificados nuevos.

De acuerdo con la grafica 4.2 las clonas que se mantuvieron positivas y que
conservaron el inserto con posteriores amplificaciones fueron las clonas c2.8,
cl.28ycl.27.
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Gréfica 4.2. Evaluacion de las clonas positivas mediante ELISA. Control negativo M13. Control
positivo b4.4. Las barras diagonales representan a los pozos sensibilizados con el BA. Las
barras con cuadros representan a los pozos sensibilizados con un péptido no relacionado
(PNR). EI analisis fue hecho por duplicado con experimentos independientes y con
amplificados diferentes. Las diferencias de M13 y b4.4 entre las 3 clonas: ¢1.28, c2.8 y c1.27
fueron significativas. Para discernir entre clonas fue necesario establecer dos umbrales
estadisticos que involucran al PNR y al fago M13. Las clonas consideradas como positivas
fueron aquellas cuya diferencia de reconocimiento entre el PNR y BA y entre M13 y BA fueron

mayores a los umbrales establecidos.
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4.7 Mapeo de las clonas positivas usando fragmentos del péptido BA1-42

Para determinar que region del BA es reconocida por las clonas seleccionadas,
se fijaron a una placa BA de diferentes tamafios. Los péptidos utilizados fueron:
BA1-42, BA8-42, BAL17-42, BA1l-6 y BA12-28. Se encontr6 que las clonas estan

dirigidas al extremo carboxilo, grafica 4.3.
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Graéfica 4.3. Mapeo de las clonas positivas usando péptidos truncados del BA. Control negativo
M13. El analisis fue hecho por duplicado con experimentos independientes y con amplificados
diferentes. *Diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) comparadas con los
fragmentos 1-16, 12-28 del BA y con el PNR; de las clonas ¢1.27(F=32,728), ¢1.28 F(35,772)
y 2.8 (25,280). ANOVA de una via y la prueba post hoc Tukey.
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4.8 Secuenciacion de las clonas positivas

La secuencia de nucleétidos de los VH de las clonas positivas fueron
analizadas con los programas IMGT/V-Quest y ClustalX. En la tabla 4.4 se
muestran las secuencias de los HCDR3 y las lineas germinales de las regiones

Vu, Dy y Ju de las clonas secuenciadas.

Tabla 4.4 Secuencias de los HCDRS3 y las lineas germinales de las regiones
Vu, Dy y Jy de los VH provenientes de una biblioteca de VH, inmune (BA1-42) y

murina.
Clona | Linea Linea Linea HCDR3
germinal germinal germinal
Vi Dy Ju
c2.8 |IGHV3-102 | IGHD2- IGHJ1'02 GGGGACGGGGCT

1401

c1.27 | IGHV3-602 | IGHD3-101 | IGHJ4*01 GATTATAGGTACGACGGGATGGACTAC

c1.28 | IGHV3-202 | IGHD3-201 | IGHJ2'01 CGGGGTAACTACCTTGACTAC

4.9 Neuroproteccién de las clonas c2.8, ¢1.27y c1.28

A continuacion se presentan los resultados de tres experimentos
independientes, en los cuales las células SH-SY5Y fueron incubadas con
ADDLs (20uM) y con las 3 clonas: ¢ 1.27, c1.28 y c2.8 de forma independiente.
Esto se llevd a cabo a diferentes concentraciones de fagos (a una relacion
molar de fago:ADDLs 1:10 000, 1:5000 M, 1:2500 M, 1:1250 M, 1:625 M,
1:312.5 M y 1:156.25 M). Las tres clonas presentaron un efecto neuropotector
dosis dependiente observandose que para neutralizar ADDLs (20uM), que
corresponden a 10000 moléculas se necesitan como minimo 8 fagos
correspondiente a c1.27 y c2.8 (1:1250) (graficas 4.4. y 4.5) y 16 fagos de
c1.28 (1:625) (grafica 4.6).
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Gréfica 4.4. Porcentaje de viabilidad de las células SH-SY5Y determinado por la reduccion del
XTT con respecto a las células control (DMSO). EI DMSO es el solvente presente en todos los
tratamientos (células control). El control negativo es el péptido ABss.o5 Y como control positivo
es la camptotecina. Los experimentos se hicieron por duplicado* Diferencias entre el
tratamiento con ADDLs (20uM) y con las diferentes relaciones de (c1.27:ADDLs)
(P<0,05;F=13,633). ANOVA de una via y la prueba post hoc de Dunnet.
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rafica 4.5. Porcentaje de viabilidad de las células SH-SY5Y con respecto a las células control
(DMSO0), determinado por la reduccién del XTT. El DMSO es el solvente presente en todos los
tratamientos (células control). El control negativo es el péptido ABss.o5 Y como control positivo
es la camptotecina. Los experimentos se hicieron por duplicado* Diferencias entre el
tratamiento con ADDLs (20uM) y con las diferentes relaciones de (c1.28:ADDLs)
(P<0,05;F=5,348). ANOVA de una via y la prueba post hoc de Dunnet.
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Gréfica 4.6. Porcentaje de viabilidad de las células SH-SY5Y con respecto a las células control
(DMSOQ), determinado por la reduccion del XTT. El DMSO es el solvente presente en todos los
tratamientos (células control). El control negativo es el péptido ABss.o5 Y como control positivo
es la camptotecina. Los experimentos se hicieron por duplicado* Diferencias entre el
tratamiento con ADDLs (20uM) y con las diferentes relaciones de (c2.8:ADDLs)
(P<0,05;F=8,983). ANOVA de una via y la prueba post hoc de Dunnet.
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5 Discusioén

Los dominios VH han sido empleados para el estudio de la etiologia de varias
enfermedades y estos estudios sustentan las propiedades de reconocimiento al
antigeno que tienen estos dominios (Cai et al., 1995, 1996, 1997;Fang et al.,
1995; Reitener et al.,, 1999; Bond et al., 2003; Saerns 2005). Cain y
colaboradores (1997) compararon las propiedades de bibliotecas de VH y de
ScFv como una fuente de clonas especificas de melanomas y no observaron
variacion en las propiedades de reconocimiento de antigeno. Por otra parte se
sabe que los camélidos producen anticuerpos funcionales, carentes de la
region VL (Genst et al., 2006). El uso de estos dominios tiene varias ventajas y
aplicaciones médicas y biotecnoldgicas entre las que destacan su tamafo, su
alta afinidad y especificidad hacia el antigeno debido a que presentan los tres
CDR. Los dominios VH tienen mejor estabilidad quimica y térmica que otros
fragmentos de anticuerpos (Brekke al., 2003).

La biblioteca que se construyo en este proyecto tiene 2 caracteristicas que
son: es una biblioteca inmune (BA) y los fagos despliegan los VH en la
proteina p8 de la superficie del fago. Es la primera biblioteca de VH utilizada
para la identificacion y caracterizacion de moléculas inmunoterapéuticas para la
prevencion y/o tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Con la biblioteca
construida en este trabajo se encontraron tres clonas: ¢ 2.8, c1.27 y ¢ 1.28,
estas clonas van dirigidas a la region carboxilo del BA. Finalmente se encontré
que estas clonas protegen de la neurotoxicidad provocada por los ADDL's a
células de neuroblastoma humanas, SH-SY5Y.Estos resultados son
importantes para el disefio de vacunas para la enfermedad de Alzheimer
debido a que abarcan aplicaciones potenciales que se han estudiado en los
altimos afios. Una de estas aplicaciones es la inmunizaciéon pasiva con
anticuerpos o fragmentos de estos.

La inmunizacion pasiva podria ser de utilidad en personas de edad avanzada,
cuyo sistema inmune al igual que otros se ve deteriorado por la edad. (Schenk,
2002). Bard y colaboradores administraron periféricamente anticuerpos anti- BA
a ratones transgénicos PDAPP y notaron que estos anticuerpos fueron capaces
de reducir los depdsitos amiloideos. Estos anticuerpos pudieron entrar al

sistema nervioso central, unirse a las placas e inducir la eliminacién del BA ya
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existente (Bard et al., 2000). Sin embargo se ha demostrado que la
inmunizacibn pasiva con anticuerpos anti- PA puede provocar
microhemorragias o0 meningoencefalitis autoinmune aséptica en ratones
(Pfeifer et al., 2002; Lee et al., 2005). Cuando se observaron cerebros de
ratones previamente inmunizados con anticuerpos anti- BA encontraron que,
estos anticuerpos activaron la microglia para eliminar las placas a través de los
receptores Fc, por fagocitosis. En este estudio se observé también que los
anticuerpos carentes de la region Fc no activan a la microglia y que en
ausencia de proliferacion de células T los anticuerpos son suficientes para
disminuir la deposicién del BA en ratones PDAPP (Bard et al., 2000). De esta
manera en la EA el uso de fragmentos de anticuerpos para inmunoterapia
presenta otra ventaja adicional, que es la carencia del dominio Fc del
anticuerpo. La funcién del dominio Fc es la activacion de microglia y células
fagociticas que pueden producir reacciones adversas al administrarse o
dirigirse al sistema nervioso central. En la EA los scFv han sido evaluados
encontrando que presentan las mismas propiedades anti-agregantes y/o
desagregantes que los anticuerpos completos (Shernk et al., 1999; Brazail et
al, 1999;Pritman et al., 2003).

Las clonas encontradas en este trabajo reconocen la region carboxilo terminal
del BA. Este resultado es importante porque se ha encontrado que los
anticuerpos dirigidos al extremo amino terminal del BA ocasionan
microhemorragias (Pfeifer et al., 2002 y Racke et al., 2005). Se ha sugerido que
los anticuerpos que no son dirigidos a la regibn amino terminal no interactiian
directamente con las placas amiloideas. La interaccion de estos anticuerpos
podria ser a través de la captura de BA amiloide soluble (DeMattos et al., 2001;
Bard et al., 2000). Esta caracteristica es importante porque impiden la
formacion de placas eliminando al BA soluble que se encuentra en forma de
oligdbmeros. Se ha comprobado recientemente que los oligobmeros ocasionan la
patologia asociada a la EA (Cleary et al., 2005; Kokubo et al., 2005).

La importancia de encontrar agentes terapéuticos que tengan como blanco la
region carboxilo terminal del BA presenta varias ventajas. Se sabe que las
placas difusas contienen A truncado y que el procesamiento C-terminal
puede ser critico para el desarrollo de la EA (Teplow et al., 1999). Lo anterior

se ha observado con el BA 17-42 (Growing et al.,1994). Pike y col encontraron
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una gran tendencia de las especies BA n-42 y BA n-40 a agregarse, también
observaron en cultivo de neuronas que las especies n-truncadas especialmente
BA 8-42 y BA 17-42 son mas citotoxicas que el péptido completo (Pike et al.,
1995). Se sabe que el fragmento “no amiloidogenico” o p3 (BA 17-42) es el
péptido predominante en las formaciones preamiloideas en pacientes con
sindrome de Down (Lalowski et al., 1996).

La capacidad neuroprotectora de las clonas c2.8, c1.27 y c1.28 contra los
ADDLs en las células SH-SY5Y tiene relevancia en la inmunoterapia de la EA
debido a que actualmente se sabe que el dafio cognitivo y la disfuncion
sinaptica es provocada principalmente por ADDLs (Cleary., 2005; Kokubo et al.,
2005). Se ha demostrado que los oligbmeros causan dafio a la memoria
tempranamente en modelos murinos de la EA, de esta manera anticuerpos
dirigidos a estas especies pueden ayudar a recuperar la funciones sinapticas y
revertir las primeras manifestaciones de la EA (Klyubin et al., 2005; Lesne et
al., 2006; Oddo et al., 2006). Los anticuerpos que reconocen ADDLs han sido
también empleados para localizar ultraestructuralmente a estas especies
(Lambert et al., 2001). Estas clonas también podrian tener aplicacién en el
diagnéstico de la EA debido a que se ha encontrado que los oligobmeros
presentes en el liquido cefalorraquideo pueden ser evaluados como
biomarcadores para el diagnostico de la EA (Klein, 2006).

Los fragmentos VH desplegados en la superficie del fago M13 podrian ser
administrados y evaluados en ratones transgénicos de la EA. Se ha
demostrado que los scFvs desplegados en fagos filamentosos se une a los
depdsitos amiloideos en el cerebro de ratones transgénicos vivos después de
la administracion intranasal (Frenkel y Solomon, 2002). Como estudios
posteriores a este trabajo podemos sefialar la sintesis de péptido basados en la
secuencias de los CDR3 de las clonas y la evaluacion de los fragmentos VH

solubles, es decir no desplegados en fagos.



6

Conclusiones

En este trabajo se construyé la primera biblioteca de VH, murina, inmune
(BA) y expresada en la proteina p8 del fago M13 con el objetivo de
identificar y caracterizar VH's que se unan al BA. Posteriormente estos
fragmentos podran ser evaluados como moléculas inmunoterapeduticas para
la prevencidn y/o tratamiento de la EA. Con esta biblioteca se encontraron
tres clonas nuevas anti- BA: c2.8, ¢1.27 y c1.28. Mediante el mapeo de las
tres clonas usando fragmentos del péptido BA 1-42 se encontré que estan
dirigidas al extremo carboxilo del BA. Con la secuencia de ADN de cada
clona se encontré6 que son diferentes entre si y tienen el inserto VH
completo en su genoma. Finalmente en ensayos de neuroproteccion se
observd que estas clonas protegen a células de neuroblastoma, SH-SY5Y,
de los efectos toxicos del los ADDLs. Con los resultados obtenidos en este
trabajo podemos sefialar que:

1. Los fragmentos VH pueden ser utilizados como moléculas
inmunoterapeuticas. Este trabajo sustentan las propiedades de
reconocimiento al antigeno (BA) que tienen estos dominios.

2. Las tres clonas: c2.8, c1.27 y c1.28 son de gran importancia
debido a que reconocen la regiéon C-terminal de BA. La regién 17-
42 del péptido es considerada la mas citotoxica y es una de las
formas mas predominante de los depdsitos difusos.

3. Este trabajo apoya la hipotesis de que los fragmentos de
anticuerpos pueden ser utilizados como agentes terapéuticos en

la EA mediante la neutralizaciéon de los ADDLs
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8.1
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8.2 Secuencias de ADN y Proteinas de las Clonas Positivas

8.2.1 Clona 2.8

DNA

CAGGTCAAACTGCAGGAGTAAGGACCTGGCCTGATGAAACCTTCTCAG
TCACTTTCACTCACCTGCACTGTCACTGGCTACTCCATCACCAGTGGTT
ATAGCTGGCACTGGATCCGGCAGTTTCCGGGAAACAAACTGGAATGG
ATGGGGTACATGCAGTACAGTGGTACCACTAACTACAACCCATCTCT
CAAAAGTCGAATCTCTATCACTCGAGACACATCCAAGAACCAGTTCTTC
CTGCAGTTGAATTCTGTGACTACTGAGGACACAGCCACATATTACTGTG
CAAGGGGGGACGGGGCTTACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGT
CTCC

Proteina

QVKLQEStopGPGLMKPSQSLSLTCTVTGYSITSGYS
WHWIRQFPGNKLEWMGYMQYSGTTNYNPSLKSRIS
ITRDTSKNQFFLQLNSVTTEDTATYYCARGDGAYW
GQGTTVTVS

CDR1 CDR2 CDR3
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8.2.2 Clonal1.27

DNA

GAAATGCAGCAGTCAGGACCTGGCCTCGTGAAACCTTCTCAGCCTCTG
TCTCTCACCTGCTCTGTCACTGGCTACTCCATCACCAGTGGTTATTACT
GGAACTGGATCCGGCAGTTTCCAGGAAACAAACTGGAATGGATGGGC
TACATAAGCTACGACGGTAGCAATAACTACAACCCATCTCTCAAAAAT
CGAATCTCCATCACTCGTGACACATCTAAGAACCAGTTTTTCCTGAAGT
TGAATTCTGTGACTACTGAGGACACAGCTACATATTACTGTGCAAGAGA
TTATAGGTACGACGGGATGGACTACTGTGGCCAAGGGACCACGGTCA
CCGTCTCC

Proteina

EMQQSGPGLVKPSQPLSLTCSVTGYSITSGYYWNW
IRQFPGNKLEWMGYISYDGSNNYNPSLKNRISITRD
TSKNQFFLKLNSVTTEDTATYYCARDYRYDGMDYC
GQGTTVTVS

CDR1 CDR2 CDR3
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8.2.3 Clona 1.28

DNA

CAAGTGCAGGAGTCTGGACCTGGCCTGGTGAAACCTTCTCAGTCTCTG
TCCCTCACCTGCACTGTCACTGGCTACTCAATCACCAGTGATTATGCCT
GGAACTGGATCCGGCAGTTTCCAGGAAACAAACTGGAGTGGATGGGC
TACATAAGCTACAGTGGTAGCACTAGCTACAACCCATCTCTCAAAAGT
CGAATCTCTATCACTCGAGACACATCCAAGAACCAGTTCTTCCTGCAGT
TGAATTCTGTGACTACTGAGGACACAGCCACATATTACTGTGCAAGAC
GGGGTAACTACCTTGACTACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTC
TCC

Proteina

QVQESGPGLVKPSQSLSLTCTVTGYSITSDYAWNW
IRQFPGNKLEWMGYISYSGSTSYNPSLKSRISITRD
TSKNQFFLQLNSVTTEDTATYYCARRGNYLDYWGQ
GTTVTVS

CDR1 CDR2 CDR3
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