UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

Instituto de Investigaciones Biomédicas

IDENTIFICACION DE FRAGMENTOS DE
ANTICUERPOS ANTI BETA-AMILOIDE Y
EVALUACION IN VITRO DE SU
CAPACIDAD NEUROPROTECTORA

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

DOCTORA EN CIENCIAS

P R E S E N T A

MAYRA MEDECIGO RIOS

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. GOHAR GERVORGYAN MARKOSIAN

COMITE TUTOR: DRA. MARIA DE LOUDES MASSIEU TRIGO
DR. RAFAEL SIMITRIO SAAVEDRA DURAN

MEXICO, D.F. ABRIL, 2010



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



COORDINACION

UN
POSGRADO ¥

Ciencias Biolégicas

Dr. Isidro Avila Martinez
Director General de Administracion Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted que en la reunién ordinaria del Comité Académico del Posgrado en
Ciencias Biologicas, celebrada el dia 18 de enero de 2010, se aprobd el siguiente jurado para el
examen de grado de DOCTORA EN CIENCIAS de la alumna MEDECIGO RiOS MAYRA con
nimero de cuenta 93338620 con la tesis titulada “IDENTIFICACION DE FRAGMENTOS DE
ANTICUERPOS ANTI BETA-AMILOIDE Y EVALUACION /N VITRO DE SU CAPACIDAD
NEUROPROTECTORA”, realizada bajo la direccion de la DRA. GOHAR GEVORGYAN
MARKOSIAN:

Presidente: DRA. ANA BRIGIDA CLORINDA ARIAS ALVAREZ

Vocal: DRA. MARIA DE LOURDES MASSIEU TRIGO
Vocal: DR. ENRIQUE ORTEGA SOTO

Vocal: DRA. PENELOPE AGUILERA HERNANDEZ
Secretario: DRA. GOHAR GEVORGYAN MARKOSIAN
Suplente: DRA. ANGELICA ZEPEDA RIVERA

Suplente: DRA. MARIA ELENA CHANEZ CARDENAS

Sin ofro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

Atentamente
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cd. Universitaria, D.F., a 22 de abril de 2010.

Edif. de Posgrado P. B. (Costado Sur de la Torre 11 de Humanidades) Ciudad Universitaria C.P. 045 10 México, D.F.
Tel. 5623-0173 Fax: 5623-0172 http://pcbiol.posgrado.unam.mx



AGRADECIMIENTOS

Al Posgrado en Ciencias Bioldgicas, UNAM.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYyT), por la beca otorgada para

la realizacién del presente estudio.

A los miembros de mi Comité Tutor:

Tutora: Dra. Gohar Gervorgyan Markosian, por la direccion de esta tesis y por hacer

realidad lo que inicié como un proyecto.

Dra Maria de Lourdes Massieu Trigo y Dr. Rafael Simitrio Saavedra Duran, por el
apoyo que recibido para la realizacién de este trabajo y por participar en mi proceso de

aprendizaje.



A los miembros del jurado: la Dra. Clorinda Arias, al Dr. Enriqgue Ortega, a la Dra.
Penélope Aguilera, a la Dra. Maria Elena Chanez y a la Dra. Angélica Zepeda. Por sus

valiosos comentarios y observaciones de este trabajo.

Por su apoyo y asesoria en la realizacién de este trabajo:

Al Dr. Karen Manoutcharian

Al Dr. Baltazar Becerril.

Al Biol. Exp. Gonzalo Acero.

A la M. en C. Maria Elena Munguia.

Al Dr. Agustin Luz-Madrigal.

Ala M. en C. Tzipe Govezensky.

A Alicia Sampieri y Gabriel Orozco.



DEDICATORIA

A Miguel y a Sofia

A mis padres y a mi hermana

A Elsa (g.e.p.d), Marcela, Lilia, Alejandro y Telma

A Alfonso, Mariana, Galya, Nadia, Diana, Roberto y Eduardo

A Antonio, Miguel Angel, Emilio, Diego, Alexander, Evelyn y Paulina

A Cristy, Cris y Tofio

A mis amigos y compafieros del laboratorio

A todos les agradezco las continuas muestras de carifio y de animo, que me
impulsaron a cumplir con esta meta.



INDICE

ABREVIATURAS ... 1
e S LU 1Y 3
AB STRACT ettt 5
INTRODUGCCION ..ottt ettt ettt e et se et e ete et e s ateete et et asesteete s aneereneens 7
Enfermedad de AlZNEIMET...........oooi e 7
EpidemiolOgia.............coooeeeeieeiiiieeeeeeeeee e 7
Caracteristicas neuropatoldgicas de la Enfermedad de Alzheimer .................ccccovveeeeeeeenn. 8
Caracteristicas clinicas de la Enfermedad de Alzheimer................cccccoevviiivviiiiiiiii 11
Bases genéticas de la Enfermedad de AlIZNEIMEr...............oveeeeeeeieeemeeeiiieiieeiieeeieeiiiaaanannnnnns 11
FFACIOrES A MIESQO.......ccoi ottt 13
Lz T2 (] 1o SR 14
PEPLIAO B-amMilOIdE ......eeeiiii s 17
Proteina precursora del @amiloide (APP) ... 17
Estados de agregacion y neurotoxicidad del peptido ALz ......ueeeeeeeiiiieeciiiieaaiieiiieee 21
Hipdtesis de la Cascada amilOide. ...............coooeueieiiie e 24
Modelos transgénicos de la Enfermedad de Alzheimer: ratones transgénicos....................... 27
Estrategias terapéuticas de la Enfermedad de Alzheimer ... 30
Inhibicion de la produccion del péptido f-amiloide ................c.ccooooiiiiiiiiii 30
Inmunoterapia en modelos animales...................oooooviiiiiiiiiiiii i 31
Inmunoterapia en RUMANOS...............ooooiiii i 35
Mecanismos de accion de los anticuerpos anti f-amiloide...............ccccccovvvvvvviivviiviiiiiinnnnnn, 36
Tecnologia de Phage Display (despliegue en fagos filamentosos).......ccccccccvvvvviieiiiiiiiennennn. 37
Bacteriofago MT3 ...ttt 37
Bibliotecas de anticuerpos desplegados en fagos filamentosos.............ccccccoeeveiiecciieennn... 38
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION DEL TRABAJO EXPERIMENTAL
............................................................................................................................................. 41
OBJETIVO GENERAL ...ttt naa e aa s 42
Objetivos Particulares ..., 42
ESQUEMA METODOLOGICO .....cveevieeieeceeeeee ettt ete st eae s 44
METODOLOGIA ..ottt ettt e e b erens 45
Inmunizacion de animales con el péptido B-amiloide 1-42 (AB42) ..vvvvvvvrrrrrerrmrrreeiriiiriireeeinnnnnns 45
ELISA de sueros para detectar anticuerpos @nti-Af42 ........ccceuuereeeeeeeeieeciiieeaaaeeeeeseieeeaenns 45
Construccion de una biblioteca de fragmentos variables de cadena sencilla (scFv) de
INMUNOGIODUIINGS @NT-A A2 1ot e e e e e e e e e e 46
Construccién de una biblioteca de VH de inmunoglobulinas anti-ABaz .........cccoeevevviiiiiinnnnenn. 49

Bioseleccion de scFv y VH anti-Ap especificos a partir de una biblioteca de ratéon inmune ...50



Bioseleccion de scFv anti-ADDLs a partir de una biblioteca de scFv de humano no inmune .52

Mapeo de epitopos de las clonas positivas (scFv y VH) usando péptidos truncados del péptido

Ensayos de inhibicién de la neurotoxicidad mediada por ADDLs (AS-derived diffusible ligands) en
células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y), con todas las clonas positivas desplegadas en
1= Lo [o TN (= Te maY ATV o ) IR 53
Ensayos de inhibicidn de la neurotoxicidad mediada por ADDLs, en células de neuroblastoma
humano (SH-SY5Y), con sCFV SOlUDIES. .......cccooiiiii i, 58

Analisis por Inmunohistoquimica de secciones coronales de cerebros de ratones wt y tg2576 con
1o YT o] 1] o] 1= 3P 58

Analisis por Inmunofluorescencia de secciones coronales de cerebros de ratones wt y tg2576

empleando SCFV Y VH SOIUDIES ... 59
RESULTADOS. ...ttt ettt ettt ettt ettt sttt s bttt bttt bttt bttt bttt b bt e beennb e e e 62
Complejidad de la biblioteca de fragmentos de anticuerpos (scFv) anti-ABaz.......cccoeeveeeeeennnn. 62
Complejidad de la biblioteca de fragmentos de anticuerpos (VH) anti-ABaz......ccccoeeveveenineeen. 63
Bioseleccion de scFv y VH de raton inmune anti-AB2 €SpecifiCos ........oovvviviiiiiiiiiiniineennen, 63

Bioseleccion de scFv anti-ADDLs especificos a partir de una biblioteca de scFv de humano no

]2 1001 TP P PP 67
Mapeo de epitopos de las clonas positivas de scFv y VH usando fragmentos del AP4s......... 72
Ensayos de neurotoxicidad mediada por ADDLs en células de neuroblastoma humano (SH-

R 5 TS 74
Ensayos de inhibicidon de la neurotoxicidad mediada por ADDLs en células de neuroblastoma
humano (SH-SY5Y), por las clonas positivas de VH desplegadas en fago ..............cccoeeeenn. 75

Ensayos de inhibicidn de la neurotoxicidad mediada por ADDLs en células de neuroblastoma
humano (SH-SY5Y), por clonas de scFv desplegadas enfago...........cccoeeeeeeeiieii e, 77

Ensayo de inhibicion de la toxicidad mediada por ADDLs en presencia de las clonas de scFv de
humano solubles en células de neuroblastoma (SH-SY5Y) ... 79

Inmunohistoquimica de secciones coronales de cerebros de ratones wt y tg2576 con scFv
EST0] 1] o] L= PP 80

Inmunofluorescencia de secciones coronales de cerebros de ratones wt y tg2576 empleando

SCFV Y VH SOIUDIES ... 82
B IO U 15T [ N O 87
(1@ 1\ T I 0] [ N 92
PERSPECTIVAS ettt e e e e e e e bbbttt e e e e e s e e bbb e e e e e e e e e aanbeeees 93
N A T ERPR 94



ABREVIATURAS

AB: Péptido B-amiloide

ABTS: 2,2-azino-di-(3-etilenziazolano-6-acido sulfénico). Sustrato revelador de la

enzima peroxidasa.

Ach: Acetilcolina

ADDLs: Ligandos difusibles del Péptido p-amiloide (AB-derived difusible ligans)
ApoE: Apolipoproteina E

APP: Proteina Precursora del Amiloide

BSA: Albumina sérica bovina (Bovine Serum Albumine)

CDR: Regién Determinante de la Complementariedad del Anticuerpo

DAB: 3, 3’- diaminobencidina

DMSO: Dimetilsulféxido

DO: Densidad Optica

EA: Enfermedad de Alzheimer

EDTA: Acido etilendiaminotetracético

EFRH: Secuencia altamente inmunogénica del péptido B-amiloide formada por los
aminodacidos: acido glutamico, fenilalanina, arginina e histidina. Esta secuencia

comprende los residuos 3-6 del extremo amino terminal del péptido.

ELISA: Ensayo Inmunoabsorbente ligado a enzimas (Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay)

FAD: Enfermedad de Alzheimer Familiar

HFIP: Hexafluoroisopropanol

IPTG: Isopropyl-beta-D-thiogalactopiranosida



LTP: Potenciacion a Largo Plazo

PBS: Amortiguador salino de fosfatos

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PEG: Polietilenglicol

PhD: Despliegue en fago

PHF: Filamentos helicoidalmente apareados

PS1: Presenilina 1

pPS2: Presenilina 2

RE: Reticulo Endoplasmico

SFB: Suero fetal bovino

SNC: Sistema nervioso central

TA: Temperatura ambiente

TBE: Tris Borato EDTA

TBS: Amortiguador salino TRIS

TEA: Trietilamina

ThT: Thioflavina T

ufc Unidades de formacion de colonia

Vi Segmento genético de la regidn variable de la cadena pesada de un anticuerpo
Vi Segmento genético de la regidn variable de la cadena ligera de un anticuerpo
XTT: Sodium  3’{1-[pheylaminocarbonyl]-3-4 tetrazolium}-bis {4-methoxy-6-nitro}

benzene sufonic acid hydrate



RESUMEN

El principal componente molecular de las placas seniles en cerebros de pacientes que
padecen la Enfermedad de Alzheimer (EA) es el péptido beta-amiloide (AB). La
acumulacion extracelular en el cerebro, parece jugar un papel importante en la
neuropatogénesis de la EA.

Actualmente existen agentes para el tratamiento de los sintomas de la EA, que
resultan en modestas mejoras en la funciéon cognitiva. Se ha observado que la
reduccion del péptido AB por inmunoterapia mejora la funcidon cognitiva en modelos
animales de la enfermedad. La inmunoterapia emplea anticuerpos anti-Ap dirigidos a
la degradacion y/o prevencidon de agregados de este péptido. Sin embargo, el uso de
anticuerpos completos se ha asociado a reacciones inflamatorias del cerebro, mientras
que el uso de fragmentos de anticuerpo podria evitar las reacciones adversas
generadas por el uso de anticuerpos completos.

En este trabajo se construyeron y evaluaron dos bibliotecas murinas inmunes de
fragmentos de anticuerpos expresados en la superficie del fago filamentoso M13. Con
estas bibliotecas se llevaron a cabo dos rondas de bioseleccion usando como
antigeno al péptido ARy fibrilar. Se evalué la reactividad al AR, fibrilar de cada clona
seleccionada mediante un ensayo de ELISA. Se encontraron tres clonas positivas de
VH (C1.27, C1.28 y C2.8). Los VH son fragmentos variables de cadena pesada de
inmunoglobulinas. Se realizé6 un mapeo de epitopos del péptido AB, empleando
fragmentos de éste péptido, las cuales reconocen la region media y/o carboxilo
terminal del péptido AB4s.

En la actualidad se sabe que los oligdmeros del péptido ABs> o ADDLs (AB derived
diffusible ligands) son neurotoxicos y correlacionan con el dafo cognitivo y la
disfuncion sinaptica (Lambert, 1998). Por tal motivo, en este trabajo, se hizo una
bioseleccion a partir de una biblioteca de scFv no inmune de humano, usando como
antigeno oligdmeros del péptido AB42 (ADDLs). Los scFv son anticuerpos de cadena
sencilla del fragmento variable de las inmunoglobulinas. Se demostré que dos scFv
seleccionados (scFv 3.20, scFv 4.8), reconocen la region media y/o carboxilo terminal,
determinada por ensayos de ELISA usando fragmentos traslapados del péptido ABas.

Como parte de los resultados, se encontro que tanto las clonas de VH (C1.27, C1.28 y
C2.8) como las clonas de scFv (scFv 3.20 y scFv 4.8) desplegadas en fago, protegen
in vitro a las células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) de la neurotoxicidad
mediada por los ADDLs. Con el fin de evaluar si conservan su actividad
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neuroprotectora, se generaron scFv en forma soluble y se encontr6 que también
protegen in vitro a las células SH-SY5Y de la neurotoxicidad mediada por los ADDLs.

Se demostré mediante inmunohistoquimica e inmunofluorescencia, que los scFv y
VHs solubles, reconocen agregados del péptido AR en cerebro de ratones
transgénicos, lo que indica que no solamente reconocen al péptido sintético, sino que
también reconocen agregados naturales en cerebro, in vivo.

Las tres caracteristicas mas importantes de los anticuerpos recombinantes
seleccionados en este trabajo, en la busqueda de candidatos terapéuticos de la EA,
son: la ausencia de la regidén Fc (fragmento cristalizable, que no fija antigenos, que se
obtiene de una molécula de inmunoglobulina tras la digestion con papaina), el
reconocimiento especifico de las clonas hacia la region central y carboxilo terminal del
péptido AB y la capacidad neuroprotectora de estas clonas.



ABSTRACT

The main molecular component of the cerebral senile plaques is the amyloid-beta (AR)
peptide. The accumulation of AR peptide in the brain has been hypothesized to play a central
role in the neuropathogenesis of Alzheimer’s Disease (AD).

Currently there are agents for the treatment of the EA symptoms that result in modest
improvements in the cognitive function. It has been observed that the reduction of the AB by
immunotherapy improves the cognitive function in animal models of the illness.
Immunotherapy uses anti-AB antibodies directed to the degradation and/or the prevention of
this peptide adds, however, the use of the complete antibodies has been associated with
inflammatory reactions of the brain. The use of antibody fragments could prevent adverse
reactions generated by the use of complete antibodies.

In this work two immune mouse antibodies libraries were built and evaluated, expressed in
the surface of the phage M13. With these libraries, two rounds of bioselection were made,
using fibrillate ABs2 as an antigen. The reactivity at fibrillate ABs, of every clone was
evaluated, selected by an ELISA essay. Three positive clones of VH (C1.27, C1.28 y C2.8)
were found. For the positive clones of VH, a map of the AB epitopes was made, using
fragments of this peptide that recognize the medium region and/or C-terminal of AB4>.

Nowadays, it is known that the oligomers of ABs, peptide or ADDLs (AR derived diffusible
ligands) are neurotoxic and correlated to the cognitive damage and the synaptic dysfunction
(Lambert, 1998). For this reason, in this work, a bioselection was made based in a scFv no
immune human library, using oligomers of ABs2 (ADDLs) as an antigen. It has been proved
that two selected scFv (scFv 3.20, scFv 4.8), recognize the medium region and/or C-terminal,
determined by ELISA essay using AB4. fragments.

As part of the results, it has been found that the clones of the VH (C1.27, C1.28 y C2.8) as
well as the clones of the scFv (SH-SY5Y) protect from the neurotoxicity of ADDLSs in vitro. In
order to evaluate if they retain their neuroprotective activity, scFv was generated in a soluble
form and it was found that they also protect the cells SH-SY5Y in vitro of the neurotoxicity
mediated by the ADDLs.

It was demonstrated by immunohistochemistry and immunofluoresence that the soluble scFv
and VHs recognizes the AB brain aggregates of the transgenic mice, this indicates not only
that they recognize the synthetic peptide, but that they also recognize natural brain adds.



The three most important characteristics of the recombinant antibodies selected in this work,
in the search for theraupeutic EA candidates are: the absence of the Fc region, the specific
recognition of the clones towards the central and C-terminal region of the AB and the
neuroprotective capacity of these clones.



INTRODUCCION

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la demencia mas frecuente en adultos mayores y
fue bautizada por Emil Kraepelin en honor al neuropatélogo aleman Alois Alzheimer
(1864-1915). En 1907, Alzheimer describié las manifestaciones clinicas y las
caracteristicas patoldgicas de la demencia en una mujer de 51 anos, las cuales en
general se presentan como la pérdida de las habilidades cognitivas (Alzheimer, 1907).

La EA se clasifica de acuerdo a la edad de aparicién. Cuando la enfermedad ocurre
antes de los 65 anos de edad se le llama de aparicion temprana (early-onset) o
enfermedad de Alzheimer Familiar (FAD), que representa menos del 2% de los casos,
mientras que la de aparicion tardia (late-onset) se denomina enfermedad de Alzheimer
esporadica, y representa el 98% de los casos.

EPIDEMIOLOGIA

La EA es una de las enfermedades mentales mas frecuentes: constituye cerca del
20% de todos los casos en los hospitales psiquiatricos y un porcentaje incluso mas
grande en las instituciones residenciales para ancianos (Victor y Ropper, 2002).

La prevalencia o porcentaje de personas menores de 65 afios con la EA es inferior al
1%, aumenta de 5 a 10% a los 65 anos y de 30-40% a partir de los 85 afos. La
incidencia propia de la edad, o el numero de casos que aparecen en un periodo
concreto de tiempo, también aumenta bruscamente desde menos del 1% al afo antes
de los 65 afos hasta 6% al ano a partir de los 85 afios. La duracion media de los
sintomas desde el diagndstico hasta la muerte puede ser de 10 afos. Ademas, la
enfermedad, cuya incidencia es mayor entre las mujeres, sobre todo a partir de los 85
afnos, también tiene una mayor duracion (alrededor de 16 afios) en los pacientes de
sexo femenino (Small y Mayeux, 2000). En las familias donde existe al menos una
persona afectada, las mujeres con un parentesco de primer grado corren un riesgo
mayor de sufrir la EA que los hombres (Small y Mayeux, 2000).



CARACTERISTICAS NEUROPATOLOGICAS DE LA
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

CAMBIOS MACROSCOPICOS

En las etapas avanzadas de la enfermedad el encéfalo presenta un aspecto atrofico
difuso y su peso suele reducirse 20% o mas. Las circunvoluciones cerebrales se
estrechan y las fisuras se amplian. El tercer ventriculo y los ventriculos laterales
aumentan de tamafio de manera simétrica en grado variable. Por lo general el proceso
atréfico comprende los I6bulos frontales, temporales y parietales, pero los casos
varian mucho. La atrofia extrema del hipocampo, es el hallazgo mas destacado y se
considera fundamental para el diagnéstico de la enfermedad. Ademas de la
pronunciada pérdida de neuronas en el hipocampo, se observa pérdida neuronal en
las regiones adyacentes a la corteza temporal y medial, sobre todo la corteza
entorrinal, la circunvolucion parahipocampal y el subiculo. El nucleo anterior del
talamo, el nucleo septal y la banda diagonal de Broca, la amigdala y algunas regiones
del tallo cerebral del sistema monoaminérgico también se destruyen. De igual manera,
el numero de neuronas colinérgicas de los nucleos basales de Meynert (la sustancia
innominada) y el locus coeruleus se encuentra reducido (Victor y Ropper, 2002).

: CAMBIOS MICROSCOPICOS

PLACAS NEURITICAS (SENILES)

En condiciones normales, el péptido AB esta presente en pequeinas cantidades como
mondmero soluble que circula en el liquido cerebroespinal y en la sangre. Sin
embargo, en los pacientes con EA los niveles de este péptido se incrementan y se
acumulan como placas fibrilares insolubles.

Las placas neuriticas son uno de los dos marcadores inequivocos para el diagnostico
de la EA, se encuentran presentes en areas de la neocorteza, el hipocampo y la
amigdala. Estas placas contienen depdsitos extracelulares del péptido AR fibrilar, que
se presentan como masas de fibrillas en forma de estrella. Dentro de los depdsitos
amiloides y a su alrededor se encuentran neuritas distroficas. Con frecuencia, estas
neuritas se encuentran dilatadas y presentan anormalidades ultraestructurales que
incluyen lisosomas alargados, mitocondrias numerosas y filamentos helicoidales
apareados. Estas placas también se encuentran intimamente asociadas a microglia,
que expresa en su superficie antigenos de activacion, como el CD45 y el HLA-DR, y
estan rodeadas de astrocitos reactivos que despliegan filamentos gliales abundantes
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(Dickson, 1997). La microglia usualmente se encuentra dentro del centro amiloide de
la placa neuritica 0 en la region adyacente a éste, mientras que los astrocitos se
agrupan en forma de anillo rodeando el exterior de la placa senil. Estos depdsitos
amiloides provocan una pérdida sinaptica entre las neuronas, con la consiguiente
pérdida de la comunicacion neuronal. La especie predominante del péptido AR fibrilar
presente en las placas neuriticas es el péptido AR de 42 residuos (ABs2) (Jarrett et al,
1993). El diametro de las placas neuriticas varia de 10 a >120 ym; la densidad y el
grado de compactacion de las fibras amiloides que forman estas placas también tienen
un alto grado de variacion.

PLACAS DIFUSAS (PREAMILOIDES)

Las placas difusas son depdsitos del péptido AR que carecen del aspecto fibrilar y
compacto de las placas neuriticas. Muchas de estas placas se encuentran en la
corteza limbica y de asociacion, al igual que en regiones del cerebro que no estan
implicadas en la sintomatologia tipica de la EA (por ejemplo el talamo, caudado,
putamen y cerebelo), y presentan un patron granular y no un centro compacto fibrilar.
Ademas, estas placas difusas carecen o contienen pocas neuritas distréficas vy
muestran presencia del péptido AB4o (lwatsubo et al, 1994).

MARANAS NEUROFIBRILARES

Las marafas neurofibrilares constituyen el otro marcador inequivoco para el
diagnostico de la EA, se componen de filamentos helicoidales apareados (PHF),
formados por proteina tau hiperfosforilada (Grundke-Igbal et al, 1986; lhara et al,
1986). Las neuronas que presentan estas maranas se encuentran en la corteza
entorrinal, el hipocampo, el giro parahipocampal, la amigdala, las cortezas de
asociacion frontal, temporal, parietal y occipital.

La proteina tau pertenece a una familia de proteinas heterogéneas derivadas de un
gen que, por procesamiento alternativo del mRNA, genera 6 isoformas en el adulto
normal, cuyos pesos moleculares oscilan entre 45 y 68 kDa.

Tau es principalmente una proteina neuronal, localizada en axones, aunque se ha
identificado en diferentes tipos de glia, sobre todo en algunas enfermedades
neuroldgicas (Arrasate et al, 1997). En las neuronas, tau puede estar asociada a la
membrana plasmatica en una interaccion que podria estar regulada por la fosforilacion
de la proteina misma, o por su interaccion con microtubulos (Arrasate et al, 1997,
2000; Brandt et al, 1995; Avila et al, 2002).



En la década de los ochenta varios trabajos definieron a tau como una fosfoproteina
(Baudier et al, 1987; Grundke-Igbal et al, 1986; lhara et al, 1986). Existen 79 sitios
putativos de fosforilacion de serina o treonina en la isoforma de tau mas grande que se
encuentra en el sistema nervioso central (SNC), la que contiene 441 residuos.

Desde el trabajo pionero de Weingarten y colaboradores (1975) se ha sugerido que
tau facilita la polimerizacion de la tubulina. Después, mediante ensayos in vitro, se ha
encontrado que tau estabiliza a los microtubulos previamente polimerizados y facilita la
polimerizacién de la tubulina para formar microtubulos (Bre y Karsenti, 1990; Drechsel
et al, 1992; Maccioni et al, 1989; Panda et al, 1995). Ademas, tau es capaz de suprimir
la dinamica microtubular confiriendo asi rigidez axonal (Bre y Karsenti, 1990; Panda et
al, 1995).

NEURITAS DISTROFICAS

Las neuritas distréficas son conjuntos de procesos neuronales anormales (Hof y
Morrison, 1994). Métodos estandares de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia
han sido utilizados para analizar los epitopos expresados dentro de los conjuntos de
neuritas distréficas en la EA. Por medio de microscopia electronica se ha encontrado
una pérdida sinaptica del 25 a 40% en el hipocampo, la corteza entorrinal, el nucleo
coeruleus y el basalis. Por medio de estudios inmunohistoquimicos con sinaptofisina,
un marcador que se emplea para cuantificar las conexiones de las células cerebrales,
se observo que la pérdida sinaptica es mayor que la muerte neuronal y precede al
depdsito amiloide, pero que se relaciona con la exposicion a oligdmeros del péptido
AB (Masliah et al, 1993).

MICROANGIOPATIA AMILOIDE

La microangiopatia amiloide en la EA consiste en depdsitos amiloides en pequefias
arteriolas, vénulas y capilares dentro del cerebro. Esta angiopatia microvascular se
caracteriza, a nivel microscopico, por fibras amiloides presentes en la base de la
membrana abluminal de los vasos sanguineos, en ocasiones con una extension de las
fibras a los alrededores del neuropilo perivascular (Selkoe, 2001). Los depdsitos del
péptido AR presentes en los vasos sanguineos estan formados principalmente del
péptido AB40, aunque existe evidencia de que los depdsitos iniciales en los vasos son
de la especie AB42 (Suzuki et al. 1994).
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CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER

Las manifestaciones de la EA evolucionan de manera uniforme, desde los signos
iniciales de alteracion de la memoria hasta una pérdida cognoscitiva intensa. La
evolucion es progresiva y termina inevitablemente con un deterioro fisico y cognitivo
completo y muerte. A veces, se observa cierta estabilizacion, es decir, la alteracidon
cognoscitiva no cambia durante uno o dos afos, pero luego se reanuda la progresion.

La manifestacién habitual e inicial es una alteracion intermitente de la memoria
reciente, mientras que la memoria de los hechos remotos no parece danada. Segun
avanza el proceso, se pueden descubrir, mediante examenes especificos, defectos del
lenguaje, del razonamiento abstracto y de la funcién ejecutiva. Del 5 al 8% de los
pacientes con EA padece depresidbn mayor con insomnio o anorexia. Las ideas
delirantes y la conducta psicética aumentan con la progresion de esta enfermedad y
siguen manteniéndose en torno al 20%. Puede coexistir agitacion hasta en el 20% de
los pacientes, que aumenta segun avanza la enfermedad. Las alucinaciones se dan
con la misma frecuencia y pueden ser visuales o auditivas.

Con excepcion del estado mental, la exploracién neuroldgica suele ser normal, pero en
las fases avanzadas de la enfermedad se ven rasgos extrapiramidales del tipo de
rigidez, bradicinesia (disminucion de la velocidad de los movimientos normales),
marcha titubeante y cambios posturales. Por lo demas, las funciones motoras y
sensitivas primarias se conservan (Small y Mayeux, 2000).

BASES GENETICAS DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Se han descrito algunas familias con EA autosdmica dominante. Las mutaciones de
tres genes: el gen de la proteina precursora del amiloide (APP) en el cromosoma 21,
el de la presenilina 1 (PS1) en el cromosoma 14 y el de la presenilina 2 (PS2) en el
cromosoma 1), determinan una forma autosémica dominante de la enfermedad que
puede comenzar a edades tempranas, incluso en la tercera década de la vida. La
frecuencia de casos que obedecen a mutaciones en cada uno de estos tres genes es
distinta. Mientras que las mutaciones en los genes PS2 y especialmente en APP son
muy infrecuentes, las que aparecen en el gen PS1 explican la gran mayoria de casos
de EA de inicio precoz con herencia autosémica dominante. Aunque en su conjunto
todas estas formas de EA no suponen mas del 1% de la totalidad de casos, su
descubrimiento ha resultado muy importante para avanzar en el conocimiento de los
mecanismos patogénicos de la enfermedad.
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EMUTACIONES EN EL GEN DE LA APP

La APP esta codificada en la region g21 del cromosoma 21 (Kang et al, 1987,
Goldgaber et al, 1987; Robakis et al, 1987; Tanzi et al, 1987). En la actualidad se sabe
que al menos algunos casos de EA se relacionan con mutaciones en la APP. Este
hallazgo proporcioné un fuerte respaldo a la hipotesis de que el péptido AR es un
elemento fundamental en la patogénesis de la EA. Esta hipotesis es conocida como la
hipotesis de la “cascada amiloide”, que se ha desarrollado de manera importante a lo
largo de la ultima década. Esta hipotesis establece que la formacién y agregacién del
péptido AR es el evento desencadenante de todas las demas alteraciones observadas
en la EA (Hardy y Allsop, 1991; Huse y Doms, 2000). En la actualidad se sabe que las
mutaciones de la APP corresponden a muy pocos casos de la enfermedad. Se han
descrito una decena de mutaciones claramente ligadas con la EA en todo el mundo,
aunque para su diagndstico es baja la probabilidad de encontrar dichas mutaciones

'MUTACIONES EN LOS GENES DE PRESENILINAS

La presenilina 1, esta codificada por un gen (PSEN1) que mapea en la region g24.3
del cromosoma 14. La prediccidn de su estructura secundaria la presenta como una
proteina integral de membrana, con ocho dominios transmembranales, y se localiza
mayoritariamente en membranas asociadas al reticulo endoplasmico. A diferencia de
la APP, mas de 80 mutaciones distintas ya se han identificado en la region codificante
de este gen (http://www.alzforum.org), ademas de algunas mutaciones y polimorfismos
en la regién promotora (Aldudo et al, 1999; Theuns y Van Broeckhoven, 2000; van
Duijn et al, 1999). La gran mayoria de estas mutaciones se deben al cambio de una
base en el genoma que da lugar a un cambio de aminoacido en la proteina (mutacion
missense), con la excepcion de dos deleciones.

Las mutaciones patogénicas se extienden a lo largo de toda la estructura de la
proteina, aunque hay una mayor densidad de mutaciones en dos exones (el 5 vy,
principalmente, el 8), que codifican para dominios transmembranales, lo que sugiere
que el mantenimiento estructural de dichas regiones es fundamental para la
funcionalidad de la proteina.

Las mutaciones en PS1 son responsables de la gran mayoria de los casos de EA
monogeénica, y son también por regla general las mas agresivas en cuanto a un inicio
precoz de los sintomas y a una evolucion rapida de la enfermedad (Cruts y Van
Broeckhoven, 1998).
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Poco después del hallazgo del gen PS1, con base a la homologia en la secuencia, se
identific6 el gen de la presenilina 2 (PSEN2) como portador de mutaciones
responsables del ligamiento de la EA con el cromosoma 1 (Rogaev et al, 1995; Levy-
Lahad et al, 1995). Las mutaciones descritas en el gen PS2 (http://www.alzforum.org)
son mucho menos abundantes que las de su homdlogo PS1, y la mayoria de ellas se
encuentra en los dominios transmembranales conservados entre las dos proteinas.

FACTORES DE RIESGO

_EDAD

La edad es el factor de riesgo conocido mas importante para desarrollar la EA. El
numero de personas con EA se duplica cada cinco anos después de los 60 afios hasta
los 80 anos de edad.

. APOLIPOPROTEINA E

De los multiples loci y genes candidatos que hasta la fecha se han descrito como
factores de riesgo para la EA, el unico que se repite de manera consistente es el de la
apolipoproteina E (apoE), una proteina reguladora del metabolismo de los lipidos, que
constituye por tanto el principal gen de susceptibilidad conocido para la EA.

La proteina apoE, de peso molecular de 34 kDa, es uno de los principales
componentes de las lipoproteinas plasmaticas. Juega un papel fundamental en el
metabolismo de las lipoproteinas, participando en el transporte celular de los lipidos
mediante la interaccion de las lipoproteinas con receptores especificos. La apoE
presenta tres isoformas comunes (E2, E3 y E4) codificadas por un unico gen en el
cromosoma 19 (Mahley, 1988; Weisgraber, 1994). En el cerebro son los astrocitos y la
microglia las principales células productoras de apoE, aunque en menor cantidad,
también las neuronas producen apoE (Xu, 1998).

El alelo apoE4 esta ampliamente representado en los pacientes con EA (40% frente a
un 5-20% en poblaciones normales de distintas etnias) pero, ademas, se ha sugerido
que desvia en unos 20 afios la edad de comienzo de la EA tardia (Tandon et al, 2000).

El mecanismo por el cual apoE4 esta implicada en la patogenia de la EA no esta claro.
La apoE4 participa en el transporte del colesterol en el cerebro, la cual es menos
eficiente que las otras variantes en reutilizar lipidos de membrana y en el arreglo
neuronal (Poirier, 1994).
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Por otro lado, hay gran cantidad de estudios que la implican en la amiloidogénesis,
actuando como chaperona que facilitaria la agregacion del péptido A o como proteina
capaz de capturar el péptido impidiendo su agregacion (Tomiyama et al, 1999; Poirier,
2000). En cuanto a otras posibles funciones relevantes en la EA, se propone que la
apoE4 puede actuar protegiendo a las neuronas del dafio oxidante propio del
envejecimiento, menos eficientemente que otras isoformas (Miyata y Smith, 1996).
Otros estudios sugieren que la implicacién de la apoE en la patogenia puede estar
mediada por su interaccidn con la proteina tau, principal componente de las maranas
neurofibrilares (Lovestone et al, 2001).

EOTROS FACTORES DE RIESGO

Aunque con poca consistencia, la EA se ha relacionado también con traumatismos
craneoencefalicos, consumo de dietas altas en calorias o grasa, un estilo de vida
sedentario, metabolismo del colesterol, exposicidn a ciertos metales como el cobre y el
fierro, edad parental al nacer y sindrome de Down de un familiar de primer grado
(Mayeux, 2003). En varios estudios se ha observado que la estrogenoterapia de
reposicion para las mujeres posmenopausicas y el consumo regular de
antiinflamatorios tanto por varones como por mujeres se han acompafado de un
menor riesgo de la EA (Small y Mayeux, 2000).

TRATAMIENTO

El conocimiento de disturbios en la neurotransmision en la EA ha permitido el
desarrollo de farmacos con efectos en la sintomatologia de la enfermedad, los cuales
han sido aprobados en diferentes paises. Los avances en la investigacion de la
patogénesis de la EA, ha permitido conocer nuevos candidatos farmacoldgicos con un
potencial modificador de la enfermedad, los cuales estan siendo evaluados en pruebas
clinicas. Los datos epidemiolégicos han sugerido farmacos candidatos adicionales, los
cuales estan siendo investigados.

Varias sustancias psicoactivas fueron propuestas para preservar o restablecer la
cognicion, el comportamiento y las habilidades funcionales del paciente afectado por la
EA. Sin embargo, los efectos de los farmacos actualmente aprobados para el
tratamiento de la EA se limitan al retraso de la evolucion natural de la enfermedad, lo
que solo permite una mejora temporal del estado funcional del paciente, mas no su
cura.
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. TRATAMIENTOS SINTOMATICOS

En 1976, Peter Davies, que estaba examinando cerebros de pacientes con EA a los
qgue se les habia realizado la autopsia, informo6 de la muerte de células nerviosas que
normalmente producian el neurotransmisor acetilcolina (Ach). Descubrié que existe
una reduccion notable de la acetiltransferasa de colina (ChAT) y la Ach en el
hipocampo y la neocorteza de los pacientes con EA. Este desequilibrio colinérgico se
atribuy6 a la pérdida de células en los nucleos basales del prosencéfalo (nucleo basal
de Meynert), donde se origina la mayor parte de las terminales nerviosas colinérgicas
de la neocorteza (Whitehouse et al, 1981).

La Ach es un neurotransmisor importante en los procesos de memoria y aprendizaje,
lo cual ha sido refrendado por numerosos modelos experimentales animales (Lamour,
1994). El déficit colinérgico que se observa en el cerebro de los pacientes con EA,
parece desempenfar un papel relevante, aunque no exclusivo, en el deterioro cognitivo
propio de la enfermedad. El encéfalo de pacientes con EA también muestra pérdida de
neuronas monoaminérgicas, ademas de las colinérgicas, y disminucion de las
funciones noradrenérgica, GABAérgica y serotoninérgica en la neocorteza afectada.
Asi mismo esta reducida la concentracion de aminoacidos transmisores, en particular
glutamato, en las areas cortical y subcortical (Sasaki et al, 1986).

INHIBIDORES DE LA ACETILCOLINESTERASA

En la actualidad, los preparados anticolinesterasicos son los unicos aprobados en
Estados Unidos por la Food and Drug Administration para tratar la EA. La unica
estrategia farmacoldgica que ha demostrado hasta ahora cierta eficacia para mejorar
los sintomas del paciente que sufre EA, es la encaminada a evitar la degradacién del
neurotransmisor Ach, con el objeto de contrarrestar su déficit cerebral (Standaert y
Young, 2001). Por ejemplo, farmacos que inhiben de forma reversible la
acetilcolinesterasa cerebral, como la tacrina, el donepezilo, la rivastigmina o la
galantamina, evitan la degradacion del neurotransmisor. De esta manera favorecen la
elevacion de los niveles de Ach en la hendidura sinaptica, facilitando los efectos del
neurotransmisor, tanto a nivel nicotinico como a nivel muscarinico, lo que en ambos
casos contribuye a mejorar la cognicion.

- TRATAMIENTO DE LOS SIGNOS CONDUCTUALES

Entre los sintomas neuropsiquiatricos, afectivos y de conducta en la EA podemos
mencionar depresidon, agitacion, agresividad, alucinaciones, insomnio, ideas
paranoides, entre otros. Es imprescindible adquirir un adecuado manejo en el uso de
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todos estos farmacos sintomaticos, cuya administracién debe individualizarse en cada
caso y ser rigurosamente supervisada.

Los antipsicoticos mas utilizados son los neurolépticos. Su uso deberia ser
considerado tan solo para aquellas situaciones catalogadas como moderadas o
graves, el sintoma a tratar: agresividad fisica, alucinaciones, ideas delirantes, etc.

Otros farmacos para el tratamiento de los signos conductuales son los ansioliticos,
fundamentalmente las benzodiacepinas (BZD), que se orientan a disminuir las
conductas de agitacién y las alteraciones del suefo. Otro sintoma que se presenta en
la EA es la depresion, para la cual se administran antidepresivos (entre los de primera
eleccion se encuentra la trazodona), ademas, son utiles cuando se acompafa de
agitacion y trastornos del suefio. Los inhibidores selectivos de la recaptaciéon de
serotonina (ISRS) son antidepresivos ampliamente utilizados (Burke et al, 1994) por
presentar apenas efectos secundarios en comparacidn con los antidepresivos
triciclicos.

. CANDIDATOS TERAPEUTICOS CON BASE EN LA EPIDEMIOLOGIA DE LA
'EA

Las placas seniles en la EA estan acomparadas por inflamacion local. La mayoria de
los estudios epidemiologicos sugieren que el riesgo de padecer la enfermedad es
menor en los pacientes tratados entre los 40 y 50 afos de edad con antiinflamatorios
no esteroides (NSAIDs), sin embargo, estos tratamientos no revierten el proceso
degenerativo en pacientes con la patologia previamente establecida (Aisen, 2002).

Diversos estudios reportan efectos beneficos del empleo de los estrégenos en la
memoria de las mujeres postmenopausicas. Por otra parte, estudios epidemiologicos
muestran una prevalencia de EA menor en mujeres con terapia hormonal sustitutiva, o
gue en estas se presenta mas tardiamente y con menor severidad. Las acciones de
los estrogenos en el cerebro se relacionan con su influencia en la apoE, el incremento
de la densidad de las terminales sinapticos, el incremento del flujo sanguineo cerebral,
previenen la muerte neuronal, asi como la interaccion con el factor de crecimiento
nervioso y accién en el sistema colinérgico (Mulnard et al, 2000). Sin embargo,
pruebas clinicas con estrogenos no muestran una reduccion en el riesgo de la
enfermedad (Almeida y Flicker, 2005).

Se ha observado que existe una asociaciéon entre el metabolismo del colesterol y la
EA. El alelo E4 de la apoE, que participa en el metabolismo del colesterol, es un factor
de riesgo genético para la aparicion tardia de la EA. En el SNC, la apoE promueve la
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formacion de amiloides insolubles. Cuando se reduce el colesterol neuronal en los
animales de experimentacion, se reduce la sintesis del péptido AB. Al parecer es
biolégicamente plausible que la reduccion del colesterol en suero puede afectar el
desarrollo de la EA. Existen estudios que reportan que el uso de estatinas
(medicamentos para bajar el colesterol) se asocia con una menor incidencia de la EA
(Rea et al, 2005). Actualmente se estan haciendo pruebas clinicas que confirmen la
hipétesis de que las estatinas protegen contra la EA.

Un gran numero de estudios epidemioldgicos sugieren que el consumo de
antioxidantes, como la vitamina E, puede reducir el riesgo de padecer la EA (Engelhart
et al, 2002; Morris et al, 2002). Actualmente, se estan haciendo pruebas clinicas para
determinar el efecto de la vitamina E en la progresion de la EA.

PEPTIDO B-AMILOIDE

El péptido AB es una proteina insoluble de aproximadamente 4 kDa y varia en longitud
de 39 a 43 aminoacidos. El péptido AR se produce a partir del procesamiento
proteolitico de la APP. Este péptido se encuentra de manera constitutiva en el liquido
cerebroespinal y en el plasma de personas que no presentan la EA. Las dos formas
predominantes de AB son: el ABso y el ABs2. En la EA, el AB4o es el mas abundante en
circulacion y con mayor solubilidad, mientras que el ABs> es menos soluble y se
acumula en forma de depdsitos en el cerebro, como principal componente de las
placas neuriticas. Actualmente no se conoce con certeza el papel fisiolégico de este
péptido (monémero).

PROTEINA PRECURSORA DEL AMILOIDE (APP)

El péptido AB, el principal componente de las placas seniles, se origina a partir de la
APP. La APP representa un grupo de polipéptidos con expresion ubicua en los
diferentes tejidos cuya heterogeneidad procede tanto del procesamiento diferencial del
RNA como de las modificaciones postraduccionales. La APP, es una proteina
glicosilada transmembranal Tipo 1, que contiene una porciéon N-terminal extracelular,
un dominio transmembranal y un dominio C-terminal citoplasmatico. La porcién N-
terminal es una regidon rica en cisteinas y presenta un dominio del factor de
crecimiento (GFD), que une a la heparina y puede estimular el crecimiento de neuritas
(Ohsawa et al, 1997; Rossjohn et al, 1999) y un dominio de unién al cobre (CuBD)
(Barnham et al, 2003). Después de la region rica en cisteinas se encuentra una region
rica en acidos, el dominio de inhibidor de proteasa de tipo Kunitz (KPI) y el dominio
OX2 (Tanaka et al, 1988; Tanzi et al, 1988). Existen diferentes isoformas de la APP,
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que se derivan del splicing alternativo del mRNA de dicha proteina, nombradas de
acuerdo a su longitud de aminoacidos. Dentro de éstas se encuentran las isoformas
APP770, APP751 y APP695. La isoforma APP695 se expresa principalmente en
neuronas y es el trascripto de APP mas abundante en el cerebro (Neve et al, 1988). La
diferencia entre las isoformas con 751/770 y 695 aminoacidos radica en la presencia
en las dos primeras de un exén que codifica para una region homoéloga al motivo
inhibidor serinproteasa de tipo Kunitz. Después de estos dominios se encuentra un
dominio glicosilado que se le llama E2 o D6 o CAPPD (Wang and Ha, 2002) y una
region no estructurada previa al dominio transmembranal. EI dominio C-terminal
citoplasmico se encuentra relacionado en algunas funciones celulares a través de la
interaccidon con multiples proteinas (De Strooper y Annaert, 2000).

La funcién o funciones de la APP in vivo siguen siendo desconocidas. Kang vy
colaboradores (1987) han sefialado las similitudes entre la APP y receptores de
superficie celular. Esta idea se apoya en el hallazgo de que el dominio citoplasmico de
la APP, puede catalizar guanosina trifosfato (GTP) intercambiando con Go. Esto
sugiere que la APP puede funcionar como un receptor acoplado a Go (Nishimoto et al,
1993). Si este hallazgo es cierto, su ligando activo es desconocido.

Varios estudios han sugerido que la APP (completa o sus fragmentos) tiene diversas
funciones potenciales, por ejemplo como molécula de adhesién, promoviendo
interacciones célula-célula o célula-matriz extracelular (Mattson, 1997). Asi mismo, se
ha propuesto que contribuye a la regulacion del crecimiento de neuritas, la promocion
de la sobrevivencia celular, la protecciéon contra una variedad de efectos neurotoxicos,
estimulacién de la sinaptogénesis y la modulacion de la plasticidad sinaptica.

La APP tiene al menos un sitio de union con alta afinidad a heparina (Multhaup et al,
1995), un sitio de union a colageno (Beher et al, 1996), un motivo de unién a integrina
(secuencia de aminoacidos RHDS (arginina, histidina, aspartato, serina) que
corresponde a los residuos 5-8 del péptido AB) (Ghiso et al, 1992) y se ha observado
que se une a laminina, colageno y a proteoglicanos heparan sulfato (Breen et al,
1991).

Hay evidencia de que la APP existe en equilibrio entre monémero y dimero en la
membrana (Scheuermann et al, 2001; Soba et al, 2005). La union de la heparina de
alto peso molecular induce la dimerizacion (Gralle et al, 2006), ésta puede estar
relacionada con la produccion del AB, que se incrementa cuando la APP se encuentra
dimerizada (Scheuermann et al, 2001).
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La interaccion entre los iones de cobre y el CuBD puede modular la produccién del
péptido AB. El tratamiento de las células CHO que sobreexpresan la APP en presencia
de Cu(ll) extracelular, reducen la produccion del péptido AB (Borchardt et al, 1999).
Ademas, la union del cobre al CuBD, se puede unir al fragmento de la APP del péptido
AB, lo que induce la agregacion del péptido y favorece la produccién de especies
reactivas de oxigeno via quimica Fenton (Smith et al, 2007).

La sAPPa, que es el fragmento que genera la a-secretasa, tiene un efecto promotor
del crecimiento en fibroblastos y cultivos neuronales. Esta actividad reside en la
secuencia de aminoacidos RERMS en los residuos 328-332 de la APP695 (Jin et al,
1994). Al sAPPa se le adjudican papeles fisiologicos, ya que este fragmento es
liberado de las terminales presinapticas, en respuesta a la actividad eléctrica. Este
fragmento puede estar involucrado en la regulacidon de la excitabilidad neuronal, el
aumento de la plasticidad sinaptica, el aprendizaje y memoria, posiblemente activando
receptores de superficie celular que modulen la actividad de canales de potasio y que
activen la transcripcion del factor de NF-kB (Scheuner et al, 1996).

Por otra parte, se ha observado un efecto neuroprotector de la sAPPa (Mattson,
1997), ya que puede proteger del dano neuronal mediado por el péptido AB vy
glutamato (Mattson, 1993).

EPROCESAMIENTO DE LA APP

El procesamiento de la APP puede ocurrir de dos maneras distintas. Por un lado, la
ruta no amiloidogénica incluye el procesamiento proteolitico de la APP por la actividad
de a-secretasa en la superficie celular, dentro de la secuencia del péptido B-amiloide
(entre el residuo 16 y 17 del péptido AB), el cual genera una proteina soluble de 612
aminoacidos (sAPPa). La identidad de a-secretasa se ha identificado como las
enzimas ADAM17, ADAM9 y ADAM10.

El fragmento C-terminal de la APP permanece anclado a la membrana y es procesado
proteoliticamente por la actividad de y-secretasa, generando el fragmento p3 (Hass et
al, 1992ab; Sisodia, 1992; Weidemann et al, 1989). La y-secretasa es un complejo
formado por presenilina1, APH-1, PEN-2 y nicastrina (Drewes, 2003).

Actualmente la denominacion de ruta no amiloidogénica de la APP no ha cambiado.
Sin embargo, ahora se sabe que la actividad de a-secretasa en conjunto con la
actividad de y-secretasa, genera un péptido truncado del péptido AB. Este péptido
consta de los residuos 17 al 42 (AB17.42) conocido como el fragmento p3; una especie
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del péptido AR presente en extractos de cerebro de pacientes con EA, ya que también
se agrega y ademas, se ha observado que tiene un efecto téxico para las neuronas.

Por otro lado, en la ruta amiloidogénica, la B-secretasa (BACE1) corta a la APP en la
region N-terminal del péptido AB, lo que produce el péptido soluble sAPPR. Dicho
péptido se conoce como C99, que se internaliza en endosomas y posteriormente se
procesa proteoliticamente por la actividad de y-secretasa. Esta actividad enzimatica
corta en la regién C-terminal del péptido AB, lo que produce el ABaoa42. Leissring ha
sugerido que el fragmento que resta, después del procesamiento por y-secretasa,
también puede ser procesado endociticamente de una forma lisosomal/endosomal
(Leissring, 2002).

En la actividad de y-secretasa estan involucradas cuatro proteinas diferentes:
presenilina, nicastrina, APH-1 y PEN-2. El sitio activo de y-secretasa requiere de la
actividad de aspartil-proteasa de PS1. Nicastrina, APH-1 y PEN-2 son componentes
importantes de la y-secretasa y cada uno puede modificar la actividad enzimatica de
diferentes maneras y en respuesta a estimulos fisiolégicos (Yu et al, 2000; Francis et
al, 2002; Takasugi et al, 2003).

El corte por la a-secretasa ocurre dentro del reticulo endoplasmico (RE) y en varios
compartimentos dentro del aparato de Golgi-trans (Nunan and Small, 2000). También
existe actividad de a-secretasa en la membrana celular (Parvathy, 1999).

Las actividades de a y B-secretasas (ADAM17, ADAM10 y BACE1,) han sido
localizadas en el RE, aparato de Golgi, trans-Golgi y membrana plasmatica (Huse et
al, 2000). Las presenilinas se localizan principalmente en el RE y aparato de Golgi
(Kovacs et al, 1996), aunque han sido detectadas pequefias cantidades en
endosomas y membranas plasmaticas (Xia et al, 1997).

Ademas, la APP, BACE1 y PS1 han sido localizadas en compartimentos vesiculares
axonales en el nervio ciatico de raton (Kamal et al, 2001). La APP se une a kinesina
en este compartimento y la vesicula completa es transportada del cuerpo celular hacia
el axén. También se ha demostrado la produccion del péptido AB en estas vesiculas.
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Figura 1. Proteina precursona del amiloide (APP) y sus metabolitos. La proteina transmembranal APP puede ser
procesada por dos rutas, la ruta no amiloidogénica y la ruta amiloidogénica. En la ruta no amiloidogénica, la o-
secretasa corta en el centro del péptido AR generando un fragmento soluble de la APP (a-APPs). El péptido de la
region C-terminal (C83) es metabolizado hacia P3 por la y-secretasa. En la ruta amiloidogénica, la B-secretasa
corta en el extremo N-terminal del péptido AR, generando un fragmeno soluble de la APP (B-APPs). El péptido de la
region C-terminal (C99) es cortado por la y-secretasa, lo que genera al péptido ABsou2. La y-secretasa también
libera un dominio intracelular de la APP (AICD).

ESTADOS DE AGREGACION Y NEUROTOXICIDAD DEL
PEPTIDO AB4;

En diferentes enfermedades neurodegenerativas, como la EA, la enfermedad de
Parkinson, la enfermedad de Huntington y las enfermedades por priones, la
agregacion de distintas proteinas juega un papel fundamental en el desarrollo de la
patologia. En el caso de la EA, multiples estudios demuestran que el estado de
agregacion del péptido AB, puede tener diferentes efectos en el SNC.

Yankner y colaboradores (1998) han demostrado que el péptido A tiene propiedades
neurotodxicas in vivo, cuando es inyectado en el cerebro de primates ancianos (Geula
et al, 1998). Este efecto no se presenta en animales jévenes, lo cual sugiere que la
edad es determinante en la vulnerabilidad del cerebro a la neurotoxicidad mediada por
el péptido AB.

En otros estudios se ha propuesto que la agregacién del péptido AB in vivo, genera
procesos inflamatorios en el cerebro (Eikelenboom et al, 1994). Ademas, se ha
observado la activacion de la microglia y astrocitos proximos a las placas seniles en
cerebros de pacientes con EA. Estos dos tipos celulares son los principales
mediadores de inflamacion en el SNC, mediante la produccion de moléculas
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proinflamatorias como: el complemento, citocinas y proteinas de fase aguda. (Kontush
et al, 2001).

Ademas, existen multiples reportes que indican que los oligdbmeros del péptido AR, a
los que también se les denomina ADDLs (ligandos difusibles del péptido p-amiloide),
son aun mas toxicos que las fibrillas del péptido AB. Los ADDLs son estructuras
globulares de 4-6 nm de diametro que, bajo ciertas condiciones, se forman a partir de
péptido AB4 sintético y no forman fibrillas. La toxicidad mediada por oligdémeros del
péptido AR (ADDLs) fue descrita por Klein y sus colaboradores, ya que observaron
que los oligbmeros causan muerte neuronal en rebanadas de hipocampo a
concentraciones nanomolares (Lambert et al, 1998). La presencia de oligdbmeros del
péptido AR en cultivos genera desde disfuncion sinaptica a nivel de hipocampo y
bloqueo de la potenciacién a largo plazo (LTP) in vivo (Walsh, 2002), hasta la muerte
de las células de dicha estructura. El péptido AR puede reducir la transmisién sinaptica
debilitando las sinapsis a través de un mecanismo similar al fenémeno fisiolégico de
depresion a largo plazo (LTD) (Hsieh et al, 2006). La depresion sinaptica mediada por
el péptido AB puede estar relacionada con p38 (MAPK), lo que lleva a la fosforilacion
del receptor de glutamato tipo AMPA, en el sitio de fosforilacion de éste en la LTD, que
resulta en la endocitosis de dicho receptor en el proceso de depresidn sinaptica.
También podrian estar interviniendo otros mecanismos de sefalizacién sinaptica, por
ejemplo los que involucran al receptor de glutamato tipo NMDA, que implican al
péptido AB y que resultan en una reduccién en la transmisién sinaptica excitatoria y en
cambios estructurales en las neuronas, como es la pérdida de espinas dendriticas
(Yanknery Lu, 2008).

Los ADDLs bloquean la LTP in vitro y causan muerte neuronal (Lambert, 1998; Wang
2002). Los ADDLs tienen dimensiones similares a las protofibrillas (Walsh, 1997). Las
protofibrillas son intermediarios en la formacion de fibrillas del péptido AB y, presentan
una estructura curva de 4-8 nm de diametro y 5-200 nm de longitud (Walsh, 1997).

Al igual que las protofibrillas, las fibrillas inducen cambios electrofisioldgicos (Hartley,
1999), alteracion en el metabolismo normal de las neuronas (Walsh et al, 1999; Ward
et al, 2000) y en la viabilidad celular (Hartley et al, 1999). Las fibrillas, con
caracteristicas morfolégicas similares a las que se encuentran en placas neuriticas de
pacientes con EA, se generan mediante la incubacion del péptido AB sintético, a pH
neutro, a concentraciones =220 pM. El péptido AR fibrilar tiene un efecto dosis-
dependiente en la disminucién de la viabilidad neuronal en cultivo, como al ser
inyectado en cerebros de primates (Geula et al, 1998). Existen estudios que
demuestran que el péptido AP fibrilar puede bloquear la LTP in vivo (Stephan et al,

2001).
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De todos los estudios anteriores podemos decir que diferentes especies del péptido
AB, pueden perturbar la plasticidad sinaptica, es decir, que son especies
sinaptotoxicas en diferentes momentos de la enfermedad.

Recientemente, Lesne y colaboradores (2006) postularon que especies no fibrilares de
agregados del péptido AB (oligdbmeros) causan deficiencias cognitivas. En modelos
murinos de la EA observaron que la administracién de anticuerpos anti-AB mejora
rapidamente los problemas de memoria y que las deficiencias en la memoria aparecen
antes que las placas. De esta forma, concluyeron que el incremento en la produccion
de especies particulares del péptido AB, antes de la aparicion de placas, es la causa
del déficit cognitivo. Ellos denominaron a estas especies hipotéticas como A star
(AB*). Los candidatos para ApR* se espera que correlacionen con el déficit cognitivo.

Después de analizar diferentes especies extracelulares del péptido AR de extractos de
cerebros de ratones, estables en SDS (dodecilsulfato de sodio) en Western blots, se
ha observado que estas especies incluyen monoémeros, dimeros, trimeros y multiplos
de trimeros, como hexameros, nonameros y dodecameros.

Klyubin y colaboradores (2008) reportaron que dimeros presentes en el liquido
cefalorraquideo humano rapidamente inhiben la potenciacién a largo plazo hipocampal
in vivo. Ademas, la infusion sistémica de un anticuerpo monoclonal anti-AB puede
prevenir el trastorno en la plasticidad sinaptica.

La presencia de dodecameros en el SNC presenta una correlacién fuerte con los
cambios en la memoria, nombrados AB*56 (por el peso molecular de esta especie).
Para demostrar que el AB*56 es suficiente para causar un déficit en la memoria, esta
especie fue purificada usando anticuerpos anti-AB y confirmada mediante
espectrometria de masa, a partir de cerebros de ratones Tg2576. Esta especie fue
inyectada en los ventriculos cerebrales de ratas sanas, previamente entrenadas en la
prueba de laberinto de agua de Morris. En comparacion con ratas tratadas con el
vehiculo, las ratas tratadas con el AB*56 mostraron defectos en la memoria espacial a
largo plazo. Esto confirma que la AB*56 cumple con el criterio de inductor de un déficit
cognoscitivo (Lesne et al, 2006).

Los oligédmeros producen un déficit rapido y reversible en la memoria. Debido a que es
posible generar anticuerpos especificos contra oligdbmeros, la vacunacion puede ser
un buen acercamiento para el tratamiento de la EA.

En 1989, Whitson y colaboradores reportaron por primera vez que el péptido AR tiene
efectos neurotréficos ligeros a concentraciones de nanomolar y en células
indiferenciadas. Actualmente, existe evidencia de que mondmeros del péptido AB no
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son téxicos para las células y en las neuronas protegen del estrés oxidante (Kontush
et al, 2001). Mas tarde, Yankner y colaboradores (1990) demostraron que el péptido
AB puede tener propiedades neurotdxicas. La discrepancia de los resultados proviene
de las propiedades fisiologicas del péptido AB, ya que sus efectos dependen de su
estado de agregacion. El péptido soluble (disuelto en fresco) promueve la
sobrevivencia neuronal, mientras que el péptido que ha “envejecido” por mas de 24h
(en una forma agregada o fibrilar) muestra propiedades neurotdxicas (Pike et al,
1991). Kamenetz y colaboradores (2003) observaron que el péptido AB es secretado
por neuronas sanas en respuesta a la actividad, por lo tanto el péptido AB podria estar
regulando la transmisién sinaptica excitadora.

El mecanismo por medio del cual el péptido AR agregado causa neurodegeneracion in
vitro no esta claro, pero es probable que el efecto se deba a un trastorno en la
homeostasis del Ca®* y a la induccién de dafio oxidante por radicales libres. Ademas,
el péptido AB puede inducir apoptosis 0 necrosis, dependiendo de la concentracién del
péptido AB y del tipo celular. No existe evidencia clara de que esta toxicidad esté
mediada por la union del péptido AR a un receptor de membrana, aunque se ha
sugerido que esta involucrado “RAGE” (receptor for advanced glycation end products)
(Yan et al, 1996). Atwood y colaboradores (2003) proponen que la actividad
neurotoxica del péptido AB in vitro se debe a su capacidad de uniéon a metales con su
metionina 35 (secuencia del péptido AB42:
ADAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLM35VGGVVIA).

HIPOTESIS DE LA CASCADA AMILOIDE

La denominada hipotesis de la “cascada amiloide” favorece un modelo de enfermedad
en el que diversos factores genéticos (algunos todavia por identificar) dan lugar,
directa o indirectamente, a una alteracion en la expresion de la APP o en su
procesamiento proteolitico o a cambios en la estabilidad o agregacion del péptido AR.
Esto da como resultado un desequilibrio entre la producciéon y la degradacién del
péptido AB. El aumento del péptido AR agregado, AB42 en primer lugar (Jarrett et al,
1993), y mas tarde ABso, pone en marcha una cascada compleja de eventos con
activacion local de astrocitos y microglia, lo cual conlleva a la liberacidn de citocinas y
proteinas de fase aguda (McGeer et al, 1995). A través de estos cambios inflamatorios
o bien a través de la neurotoxicidad directa del péptido AB, se produciria una lesién
local en neuronas y neuritas que experimentarian profundos cambios metabdlicos,
incluyendo la fosforilacién de tau y formacion de filamentos helicoidales apareados
(PHF). Asimismo, el péptido AP agregado podria inducir alteraciones en la
homeostasis del calcio y dafo oxidante a través de la formacion de radicales libres en
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neuronas y glia. El resultado de todos estos acontecimientos es la pérdida de
neuronas Yy elementos sinapticos, dando como resultado el déficit de
neurotransmisores y la aparicion de los sintomas clinicos de demencia (Selkoe, 1997).

Esta hipdtesis ha ganado fuerza y adeptos en los ultimos afios y continia siendo
objeto de numerosos estudios de investigacion.

Uno de los argumentos a favor de esta hipotesis es que todos los genes identificados
hasta el momento implicados en la EA son capaces de interferir con el metabolismo de
la APP, dando lugar a un aumento en la produccién (APP, PS1 y PS2) y/o depdsito
(APOE €4) del péptido AB. Los pacientes con sindrome de Down, que de forma
invariable desarrollan los cambios histopatoldgicos tipicos de una EA alrededor de los
50 anos de edad, tienen una produccion aumentada del péptido AB desde su
nacimiento y comienzan a desarrollar depdsitos difusos amiloides en su cerebro a
edades tan tempranas como los 12 afios, que preceden a los cambios neuriticos y a la
aparicion de marafnas neurofibrilares (Lemere et al, 1996).

Por otro lado, las mutaciones en el gen que codifica para la proteina tau son la causa
de demencia frontotemporal con parkinsonismo y otras taupatias, y no de la EA. Estas
enfermedades se caracterizan por el depdsito anémalo de tau en forma de marafas
neurofibrilares, que tipicamente no se acompafian de depdsitos de AR (Hardy y
Selkoe, 2002).

Se ha demostrado en diversas lineas de ratones transgénicos que sobreexpresan la
APP humana mutada, que estos modelos desarrollan en primer lugar placas amiloides
difusas seguidas de placas que contienen AP fibrilar asociadas a dafio neuritico y
activacion de la microglia, cuyas consecuencias clinicas y electrofisiolégicas son un
déficit progresivo de memoria y aprendizaje, ademas de la plasticidad sinaptica,
respectivamente (Gomez-Isla y lIrizarril, 2002). En los ratones transgénicos que
expresan la APP y tau humanas mutadas en sus cerebros hay una formacion
significativamente mayor de marafas neurofibrilares, sin cambios significativos en la
cantidad del péptido AB depositado (Lewis et al, 2001). Esto sugiere que el péptido AR
tiene una clara influencia en la formacidn de marafnas neurofibrilares en estos
animales y, posiblemente, en la EA en humanos.

Ademas, multiples trabajos han demostrado que el péptido AR fibrilar es toxico para
las neuronas en cultivo y que dicha toxicidad puede prevenirse, al menos en parte,
bloqueando la formacion de fibrillas del péptido AR (Hardy y Selkoe, 2002). Por otro
lado, diversos estudios recientes sugieren que mas que el propio péptido ApB fibrilar,
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especies intermedias de oligoméros solubles del péptido AB, son responsables de la
disfuncion neuronal y sinaptica en la EA (Klein, 2002).

Es muy interesante en este aspecto, la observacion de que el contenido de oligobmeros
del péptido AB solubles en el cerebro de pacientes con EA, parece correlacionarse
mejor que la cantidad de placas seniles, con la gravedad del cuadro clinico de
demencia, por lo cual es importante el desarrollo de terapias enfocadas en inhibir el
efecto toxico de estas especies solubles del péptido ARB.

N TS C

—
Ruta no amiloidogénica Ruta amiloidogénica
| — o | Mutaciones en APP, PSI, PS2
Genes desconocidos
m fm Edad
AB40 A4z Disminucién en kb degradacion
)

Oligomerizacién +
Placas difusas

*

Placas difusas
asociadas al ‘
complemento
Respuesta inflamatoria
Activaci6n de microgifa y astrocitos
Alveracion de homeostasis ionica
Dano cxddante

Formacion de marafias neurofibrilares _|

(Modificada de Verdile et al, 2004)

Figura 2. Hipotesis de cascada amiloide. Factores ambientales y genéticos (mutaciones en la APP, PS1 y PS2, en
genes desconocidos) generan un desequilibrio en el procesamiento de la APP, lo que causa una sobreproduccion y
acumulacién del péptido AB42, que se deposita y conlleva a la formacién de placas difusas. La agregacion de otras
proteinas, lo que incluye al péptido AB4o y el complemento, da como resultado la formacion de las placas neuriticas.
La formacion de estas placas resulta en la activacion de la microgia y astrocitos, dafio oxidante y la agregacion de
tau, lo que conduce a la muerte neuronal y finalmente a la demencia.
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MODELOS TRANSGENICOS DE LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER: RATONES TRANSGENICOS

Las mutaciones responsables de casos de FAD, estan en los genes de la APP, PS1y
PS2. Todas estas mutaciones tienen como resultado una mayor produccion del
péptido AB, lo que confirma que la neurotoxicidad inducida por el péptido AB es uno de
los primeros eventos moleculares en la patogénesis de la EA (Price and Sisodia,
1998).

Los avances sucesivos en la produccién de modelos transgénicos de la EA se han
basado en conseguir progresivamente mayores niveles de sobreexpresion de la APP y
de favorecer la formacion del péptido AR mas amiloidogénico (el de 42 aminoacidos).
Asi se han conseguido multiples lineas de ratones con depdsitos del péptido AR en
forma de placas como las que se encuentran en la EA y que reproducen
caracteristicas de la enfermedad.

Un modelo experimental de ratdn que recapitule todos los aspectos de la EA no ha
sido generado hasta la fecha, situacién que revela limitaciones al utilizar un roedor
para reproducir una enfermedad de humano, que se desarrolla durante décadas y que
ademas involucra funciones mentales superiores (ver tabla 1).

MODELOS TRANSGENICOS DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER:
RATONES TRANSGENICOS

MODELO DESCRIPCION

PDAPP Primer modelo de raton transgénico con abundantes placas (Games et al,
1995). Los ratones expresan la forma cDNA humana de la mutacién Indiana
(APPy717F) con porciones de los intrones APP 6-8. Este modelo se ha
empleado extensamente en terapias basadas en la inmunizacion. Desde la
edad de 6 meses, los ratones heterocigotos desarrollan depdsitos visibles
extracelulares de péptido AB en el hipocampo, y a los 8 meses en la corteza
(Games et al, 1995 (2)). Presentan algunos depdsitos amiloides (Rojo Congo y
tioflavina S positivos). El péptido AB se encuentra también en las paredes
vasculares.

Tg2576 Ratones mutantes que expresan APPswe (la isoforma 695 de hAPP con la
doble mutacién Sueca-K670N/M671L) bajo el control de un priéon de promotor
de hamster (Hsiao et al, 1996). Es uno de los modelos transgénicos mas
empleados. A los 9-11 meses de edad aparecen depositos amiloides difusos y
focales en los animales heterocigotos.
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MODELOS TRANSGENICOS DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER:

RATONES TRANSGENICOS

MODELO DESCRIPCION
APP23 Ratones que expresan la mutacion APPswe bajo el control del promotor Thy1
(Sturchler-Pierrat et al, 1997). Existen depositos congdfilos difusos del péptido
AB en el parénquima y los vasos en ratones de 6 meses de edad.
TgCRND8 Ratones que expresan multiples mutaciones de la APP (Sueca e Indiana-

hAPP695 K670N, M671L + V717F) bajo el promotor que es un prion de
hamster (Janus et al, 2000). Desarrolla placas a los 3 meses de edad. La
elevada concentracion de péptido AR y la relacion alta de ABs2/AB4o explica
porqué este modelo es particularmente agresivo.

PSEN1 M146v O
PSEN1m146m

Estos modelos fueron la primera demostraciéon in vivo que la PS1 mutada
eleva selectivamente el péptido AB4, (Duff et al, 1996).

PSAPP

Tg2576xPSEN1m146L (Holcomb et al, 1998), PSEN1-A246E+ APPswe (Borchelt
et al, 1997). Ratones trangénicos bigénicos. El afadir el transgen mutado de
PS1 acelera marcadamente la patologia amiloide.

hAPP H6, J9 y
J20 hAPP

Existen varias lineas de ratones transgénicos que expresan, a varios niveles,
la forma silvestre (wild-type), o la mutada hAPP bajo el promotor PDGF (factor
de crecimiento derivado de las plaquetas, Mucke et al, 2000). Las lineas J9 y
J20 al igual que Tg CRND8 expresan hAPP con la mutaciéon Sueca e Indiana.
En estas lineas, el transgene humano es la isoforma 770. La linea J9
(hAPPlow) expresa un moderado nivel de la APP neuronal y de AB. El nivel de
expression es mayor en la linea J20 (Chin et al, 2005). La linea H6 también
expresa la hAPP con la mutacién Indiana bajo el control del promotor PDGF
(Wyss-Coray et al, 2002).

APPDutch

Ratones que expresan la APP con la mutacién Danesa que produce
hemorragia cerebral con depdsito amiloide tipo Danés en humanos. Estos
ratones producen angiopatia amiloide congdfila severa (Herzig et al, 2004). La
mutacion E693Q de la APP induce a una angiopatia amiloide masiva, como lo
descrito en pacientes Daneses. La enfermedad ha sido replicada generando
una linea de ratdén que expresa hAPP751 con la mutacion E693Q bajo el
promotor Thy1.2

ARCG6 y ARC48

La mutacién Artica (E22G) se localiza en la secuencia del péptido AB. Estimula
la fibrilizacion del péptido AR sin cambios en la relacion AB42/AB4o (Cheng et al,
2004).
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MODELOS TRANSGENICOS DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER:
RATONES TRANSGENICOS
MODELO DESCRIPCION
BRI-AB4, o BRI- | Ratones que expresan isoformas del péptido A sin sobreexpresion de la APP
AB (McGowan et al, 2005).
42

JNPL3 Ratones que expresan 4RON MAPT con la mutacién P301L (Zhang et al,
2004). Fue el primer modelo trangénico, con un marcado depdsito de marafias
neurofibrilares y pérdida celular, demostrando que MAPT puede producir dafio
celular.

Taupsois Ratones transgénicos que expresan la isoforma mas corta de 4R MAPT con la
mutacion P301S (Allen et al, 2002).

Tauyaz7m La sintesis de bajos niveles de 4R MAPT con la mutaciéon V337M dirigido por
el promotor del factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)
(Tanemura et al, 2001).

TauR4osw Ratones que expresan 4R MAPT humana con la mutacion R406W bajo el
control del promotor CAMKII (Tatebayashi et al, 2002).

rTg4510 Ratones trangénicos con MAPT inducible utilizando el sistema TET-off
(Ramsden et al, 2005).

Htau Ratones transgénicos que expresan la MAPT humana exclusivamente (raton
knocked-out para MAPT) (Andorfer et al, 2003).

TAPP Tg2576Xjnpl3. Incrementa la neuropatologia MAPT en ratones TAPP
comparado con JNPL3, lo que sugiere que la APP mutada y/o el péptido AR
pueden afectar a la propagacion de la patologia MAPT (Lewis et al, 2001).

3xTgAD Triple modelo trangénico que expresa la APPSWE, MAPT301L en un raton
Knock-in para PSEN1M146L (PSEN1-KI) (Oddo et al, 2003).

Tabla 1. Modelos transgénicos de la EA.

Muchos grupos de investigacion utilizan diferentes especies para el estudio de la EA,
como Drosophila melanogaster y Ceanorhabditis elegans, que han sido herramientas
para el estudio de cascadas biolégicas involucradas en la enfermedad de forma muy

29



rapida y a bajo costo (Gunawardena y Goldstein, 2001; Link, 1995). También existen
estudios que se han realizado en conejos, caninos Yy primates, pero
desafortunadamente en la actualidad no existe ningun modelo experimental que
resuma todos los aspectos de la EA.

ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS DE LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER

La hipotesis amiloide sefiala que el incremento en la producciéon y la acumulacion del
péptido AB42 es la causa de la patogénesis de la EA. Con base en esta hipotesis se
han disefado varias estrategias terapéuticas que consideran al péptido ABs> como un
blanco terapéutico. De manera que las investigaciones estan orientadas: 1) a la
modulacién de las enzimas involucradas en la produccion del péptido AR (Hardy y
Selkoe, 2002), promoviendo la via no amiloidogénica a través de la a-secretasa, o
bien inhibiendo la B o y-secretasas (Dewachter y Leuven, 2002), y 2) en la inhibicion
de la agregacion de este péptido, al evitar la oligomerizacion del péptido AB y
eliminarlo del cerebro (objetivo de la inmunoterapia) (Dodel et al, 2003).

INHIBICION DE LA PRODUCCION DEL PEPTIDO B-AMILOIDE

Las secretasas son un grupo variado de proteinasas que son candidatos para ser
manipuladas para la modulacién del procesamiento anémalo de la APP en la EA
(Dewachter y Leuven, 2002). Para la a-secretasa se busca la manera de estimularla y
promover la ruta no amiloidogénica del metabolismo de la APP; aunque en la
actualidad se sabe que esta ruta genera al péptido p3, que es un péptido truncado del
péptido AR, que también es toxico y se encuentra presente en cerebros de pacientes
con la EA.

Por otro lado, se pretende inhibir la B y y-secretasas, responsables de la via
amiloidogénica (Ghosh et al, 2002). Estas denominaciones genéricas con letras
griegas persisten, a pesar de que la alfa se ha identificado ya como ADAM 9, ADAM10
y ADAM 17, la beta como BACE1 y la gamma como un complejo formado por
presenilinal, APH-1, PEN-2, nicastrina (Drewes, 2003).

Existen estudios enfocados a inhibir la B-secretasa, una proteasa transmembranal
que 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 B-secretasa
provoca alteraciones morfologicas; ademas, se le ha atribuido un papel en la liberacion
de neurotransmisores (Citron, 2004) y en la mielinizacién del SNC 'y periférico.
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El primer problema al tratar de inhibir la actividad de BACE1 es que el inhibidor pase la
barrera hematoencefalica. El segundo es que ha de actuar s6lo sobre BACE1 y
respetar BACE2, que es muy importante para la vascularizacion (Dewachter y Leuven,
2002).

El incremento en la produccion del péptido AB depende de varios factores que influyen
en la estructura del complejo de y-secretasa. Entre estos factores se encuentran la
composicidén 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 SNC,
como por ejemplo, la eliminacién de proteinas de desecho y la activacion de vias de
sefalizacion que inhiben la fosforilacion de tau. Ademas, otro sustrato conocido de la
y-secretasa es Notch, que tiene funciones importantes en el sistema nervioso. Todo
esto indica que si se piensa en la y-secretasa como un blanco terapéutico, es
necesario un mayor conocimiento del que se tiene acerca del funcionamiento de este
complejo y de sus componentes. En estudios clinicos Fase Il se ha demostrado que la
inhibicion de la y-secretasa provoca una disminucion en la concentracion del péptido
AB en el plasma, pero no en liquido cefalorraquideo (Citron, 2004).

INMUNOTERAPIA EN MODELOS ANIMALES

INMUNIZACION ACTIVA

El primer reporte de los beneficios de la inmunoterapia con el péptido AB, en donde se
observd una reduccion de los efectos que producen las placas amiloides, fue el de
Schenk y colaboradores en 1999 (Schenk et al, 1999). Estos investigadores usaron un
modelo de ratdn transgénico (PDAPP) que sobreexpresa la APP humano con la
mutacion V717F relacionada con la FAD, junto con el promotor del factor de
crecimiento B derivado de plaquetas. Los ratones PDAPP heterocigotos desarrollan
depdsitos del péptido AB como las placas seniles entre los 6 y 9 meses de edad en el
hipocampo, corteza cerebral y cuerpo -calloso. Sin embargo las marafias
neurofibrilares no se presentan en este modelo animal. Las placas de AB en estos
ratones estan asociadas a neuritas distroficas, una caracteristica de estados
tempranos o preclinicos de la EA. Los ratones PDAPP también presentan déficit en el
aprendizaje dependiente de la edad evaluada en una versién modificada del laberinto
de agua de Morris, que evalua la memoria espacial reciente. Estos investigadores
reportaron que la inmunizacién de los ratones PDAPP con el péptido AB42 humano de
animales jovenes, esencialmente previene el desarrollo de placas de AP, neuritas
distroficas y astrogliosis. El tratamiento de ratones transgénicos viejos también
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presenta una reduccion marcada en la extension y progresion de estas
neuropatologias como la EA.

Janus y colaboradores (2000) investigaron otro modelo de ratdén transgénico que
contiene el BAPPgss humano con las mutaciones relacionadas con la FAD
(K670N/M671L y V717F). En este modelo, los ratones desarrollaron placas del péptido
AB en una edad temprana (aproximadamente 3 meses) y también demostraron un
déficit en el desarrollo del laberinto de agua de Morris. La inmunizacion con el péptido
AB42 redujo aproximadamente en un 50% las placas con centro denso a la edad de 25
semanas y se presentd una mejora significativa en el trabajo de memoria espacial.
Este estudio muestra que la inmunizacién con el péptido AR puede reducir la
formacion de placas y disminuir las pérdidas cognitivas (Janus et al, 2000). Es
interesante que la inhibicién de la formacién de estas placas no esté asociada a la
reduccion de los niveles del péptido AB en el cerebro de estos animales.

Morgan et al, (2000) emplearon la misma estrategia de inmunizacion con el péptido
AB42 en ratones transgénicos APP/PS1 de 7.5 meses de edad. Estos ratones fueron
resultado de la reproduccidon de ratones transgénicos Tg2576 con una mutacion del
APP humano y con la linea 5.1 de ratones transgénicos con mutaciones en el gen de
PS1. Se observé una modesta reduccion de las placas en ratones de 15 a 16 meses
de edad. En cambio, los ratones presentaron una mejora en el desarrollo de las tareas
de memoria (Morgan et al, 2000). Este reporte contrasta con estudios con ratones
PDAPP que indican que la carga de placas amiloides explica el dafio cognitivo (Chen
et al, 2001) y que la reduccion de la formacion de estas placas debida a la
inmunizacién con el péptido AB4», estd asociada con una mejora en el desarrollo de
tareas similares de memoria espacial (Janus et al, 2000).

Existe preocupacion en el uso de especies del péptido AR como agentes para la
inmunizacion, por la posibilidad de que estas especies puedan formar fibrillas toxicas
y/o puedan ser semillas para la formacion de filamentos amiloides que se depositen en
las placas. Para superar esta posibilidad, algunos investigadores estan explorando
estrategias alternativas con inmundégenos no amiloidogénicos del péptido AR.
Sigurdsson et al, (2001) utilizaron una construccion para una nueva forma de
inmunizacién con K6ABR1-30NH, que mantiene los residuos 1-30 del péptido A mas 6
residuos de lisina en el extremo N-terminal para promover la inmunogenicidad. La
inmunizacidon con esta construccion del péptido AR de ratones transgénicos Tg2576
por 7 meses, reduce la carga amiloide en la corteza cerebral y el hipocampo en un
89% y 81%, respectivamente. Simultdneamente, se encontré una reduccion del 57%
en el nivel del péptido AB soluble en el cerebro y una ausencia de marcadores de

inflamacion asociados a las placas en estos animales (Sigurdsson et al, 2001). Este
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estudio indica que no son necesarias estrategias de inmunizacion con especies
insolubles del péptido AB para reducir los depdsitos de las placas o los niveles de A4
solubles en el cerebro.

INMUNIZACION PASIVA

En un estudio en ratones transgénicos PDAPP, Bard y colaboradores (2000),
demostraron que anticuerpos monoclonales y policlonales contra el péptido AR,
administrados periféricamente, entran al SNC y reducen las placas en un 93% y 81%
respectivamente, junto con la reduccion de la patologia en este modelo murino de la
EA (Bard et al, 2000). Estos resultados indican que, en ausencia de inmunidad celular,
los anticuerpos son suficientes para disminuir la acumulacion de agregados del
péptido AB y la patologia tipo EA.

En un estudio subsiguiente, DeMattos y colaboradores (2001) mostraron que la
administracion periférica crénica de un anticuerpo monoclonal m266 (anti-AB+3-2s),
dirigido contra el dominio central del péptido AB42, en ratones trangénicos PDAPP,
reduce marcadamente la acumulacion de agregados del péptido AB, aunque m266 no
se une a los depdsitos de AB en el cerebro (DeMattos et al, 2001). Estos resultados
sugieren, que ciertos anticuerpos anti-AB pueden suprimir la patologia tipo EA, al
alterar el equilibrio del péptido AR del SNC y el plasma.

Posteriormente, Bacskai y colaboradores (2002) reportaron que la administracion
directa de cualquiera de dos anticuerpos, IgG1 anti-AB1.16 (10d5) o IgG2b anti-AB15
(3d6), en el cerebro de ratones transgénicos de 18 meses de edad (Tg2576) o de 20
meses de edad (PDAPP), reduce en tres dias un 50% los depdsitos amiloides difusos
en ambos modelos animales. Sorprendentemente, un fragmento F(ab’), (que carece
de la region Fc del anticuerpo), proveniente del anticuerpo monoclonal (3d6), condujo
a la eliminacion del 45% de los depdsitos amiloides en estos animales, de manera
similar a los resultados obtenidos con el anticuerpo completo (Bacskai et al, 2002).

Existen reportes sobre la existencia de epitopos conformacionales en el péptido AR,
que estan involucrados en la formacion de fibrillas (Gaskin et al, 1993; Pike et al, 1995;
Ma y Nussinov, 2002). Por lo que los anticuerpos dirigidos contra estas regiones
podrian ser de gran interés para el tratamiento de la EA. Dodart y colaboradores
(2002) han demostrado que la administracion pasiva de anticuerpos monoclonales
dirigidos contra la region central del péptido AR (m266 (anti-AB+3.28)), que Unicamente
se une a las formas solubles del péptido, revierte el déficit de la memoria en tareas de
reconocimiento de objetos y de aprendizaje en agujero-hospedaje en ratones PDAPP.
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Esto sugiere que la inmunoterapia puede actuar a través de la remocion de placas y la
neutralizacion de especies neuroactivas del péptido AB (Dodart et al, 2002).

Recientemente, Wilcock y colaboradores (2003) demostraron que la administraciéon
intracraneal de 1gG1 anti-AB+.16 ¥ anticuerpos anti-Ap en ratones Tg2576, provoca una
reduccion de la carga del péptido AR después de 4-24 hrs. y que se mantiene durante
3 a 7 dias; ademas de la activacibn de la microglia 3 dias después de la
administracion central (Wilcock et al, 2003). Estos investigadores demostraron dos
mecanismos de eliminacion de placas mediados por anticuerpos anti-AB. El primero
corresponde a una fase relativamente rapida (en tiempo) e involucra la eliminacion del
péptido AR difuso sin activacion de la microglia; el segundo que es mas lento,
involucra la eliminacién del péptido AB compacto a través de la activacion de la
microglia por receptores Fc y fagocitosis de placas preexistentes.

Aunque los estudios anteriores han sugerido que la inmunoterapia con el péptido A
activa o pasiva, protege contra el déficit cognitivo en varias lineas de ratones
transgénicos, estos estudios se basan practicamente en los resultados obtenidos en
una sola prueba. Debido a que la EA afecta a multiples dominios cognitivos, Jensen y
colaboradores (2005) emplearon una bateria de pruebas de comportamiento muy
extensa a largo plazo y un analisis multimérico para determinar el impacto de la
inmunizacion con el péptido AB a lo largo de la vida adulta de ratones transgénicos
APP + PS1 (de 2 a 16.5 meses de edad). Los resultados mostraron que la
inmunoterapia con el péptido AR protege parcial o completamente a los ratones
transgénicos APP + PS1, contra el dafio en la ejecucion de pruebas de: referencia de
aprendizaje/memoria, memoria de trabajo y busqueda/reconocimiento. La proteccion
que se refleja en el comportamiento, evaluado en pruebas con una duracién de
meses, no disminuyd los depédsitos del péptido AR en el cerebro, por lo que el
mecanismo de accion de la inmunoterapia con el péptido AR que proponen estos
investigadores, involucra la neutralizacion/eliminacién de pequefios oligdbmeros del
péptido AB del cerebro.

Retomando los datos anteriores y considerando otros existentes que apuntan a la
posibilidad de interferir en la toxicidad del péptido AB en la EA, el enfoque
inmunoldgico es una herramienta poderosa de trabajo para la posterior evaluacion de
eventos neuropatoldgicos y la intervencion terapéutica y/o prevencion de la EA.
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INMUNOTERAPIA EN HUMANOS

Debido al éxito de la vacunacién con el péptido AB en diferentes especies, se iniciaron
pruebas clinicas con una forma sintética del péptido AB42, al que se le denomind AN
1792. Este péptido, mas el adyuvante QS-21, fueron evaluados en pruebas clinicas
para un posible uso en el tratamiento de la EA, con la idea de estimular la respuesta
inmune contra el péptido.

En las pruebas clinicas de Fase Il, 300 pacientes recibieron el tratamiento con AN
1792. Las mediciones de eficacia del tratamiento incluyeron evaluacion de la funcién
cognitiva, el volumen del cerebro, concentracion de biomarcadores y el funcionamiento
dia con dia. Desafortunadamente, fueron reportados signos y sintomas de
meningoencefalitis en un pequefio porcentaje de pacientes (17 casos), los cuales
recibieron de una a tres dosis de AN 1792 y todo el estudio fue suspendido en enero
del 2002 (Munch and Robinson, 2002). Los sintomas, la duracion y la gravedad de la
meningoencefalitis fueron considerablemente variables en los pacientes afectados.

La evidencia disponible indica que la vacuna AN 1792 aumenta la produccion de
anticuerpos anti-Ap en el suero de pacientes con la EA. Sin embargo, esta terapia no
disminuy6é notablemente el declive cognitivo. Ademas, los titulos de anticuerpos
producidos por los pacientes mostraron gran variabilidad individual. La heterogeneidad
genética de estos pacientes, la condicion individual, combinado con la resistencia
adquirida de sus células T para generar anticuerpos contra el péptido AR,
probablemente contribuyd a la variabilidad en el titulo de anticuerpos. Estos sintomas
no estan ligados al titulo de anticuerpos, pero pueden estar relacionado a la infiltracion
al cerebro de anticuerpos y/o células T (Senior, 2002).

El hecho es que los humanos responden de forma diferente que los ratones
transgénicos, por lo que se necesitan hacer mas estudios con otras especies, debido a
que el modelo murino es insuficiente. En particular, los depédsitos del péptido AR en
ratones transgénicos tienen una composicion quimica diferente, ya que son mucho
mas solubles que en los humanos. Por lo tanto, las consecuencias de la vacunacion
son diferentes. La vacunacion de ratones transgénicos remueven el A humano de su
limitada distribucion dejando el péptido AB enddgeno intacto, mientras que en
humanos la respuesta inmune esta dirigida contra un blanco endégeno que ocurre
naturalmente y que esta presente en tejido sano. Por lo que se recomienda que en
estudios futuros en animales, se considere inmunizar con el AB nativo.

La inmunizacion pasiva de anticuerpos anti-AB, asi como la inmunizacién activa
basada en construcciones truncadas del péptido AR, como el caso de Sigurdsson y
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colaboradores (2001), han sido exitosas en ratones transgénicos y pudieran ser
alternativas seguras para el tratamiento de la EA, mas que la vacuna AN 1792. La
leccibn mas importante que dejaron las pruebas clinicas con AN 1792, es que se
tienen que hacer mucho mas pruebas en especies no murinas antes de ser evaluadas
en humanos. Existen otras especies como 0so0s, perros y primates que desarrollan
placas amiloides, aunque no las maranas neurofibrilares y una linea de ratones
transgénicos que desarrollan ambos componentes; estas especies pudieran ser
buenos modelos para estos estudios.

MECANISMOS DE ACCION DE LOS ANTICUERPOS ANTI B-
AMILOIDE

Actualmente, considerando la informacion generada por diferentes estudios donde se
emplearon anticuerpos completos, asi como fragmentos de anticuerpos (en estudios in
vitro e in vivo), se han propuesto tres mecanismos de accion de los anticuerpos anti-
AB, que a continuacion se describen.

1) Desagregacion directa: Se refiere al efecto directo del anticuerpo sobre el
péptido AB fibrilar, permitiendo la disolucion de las fibrillas. Este mecanismo se
basa en estudios en donde los anticuerpos dirigidos a la regién EFRH del péptido
AB, presentan una capacidad de desagregacion de fibrillas, in vitro (Solomon et al,
1997; Frenkel et al, 1999).

2) Activacion de microglia y fagocitosis de complejos inmunes: En este
mecanismo se requiere de la region Fc del anticuerpo. Se ha observado que los
anticuerpos se unen directamente a los depdsitos amiloides y, mediante la regidn
Fc, activan a la microglia para que fagociten al complejo AB-anticuerpo (Bard et al,
2000; Bacskai et al, 2002; Schenk et al, 1999; Wilcock et al, 2003).

3) “Peripheral sink”: Este mecanismo se refiere al secuestro del péptido AR
circulante, causando una migracion del AR, del cerebro al plasma. 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. Otro estudio que apoya este mecanismo
es el de Sigurdsson y colaboradores (2001), en donde se observé una disminucién
de la formacién de placas amiloides y del dafo cognitivo, pero en este estudio los
anticuerpos que se generaron fueron IgM, anticuerpos que se sabe no atraviesan
la barrera hematoencefalica.
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TECNOLOGIA DE PHAGE DISPLAY (DESPLIEGUE EN FAGOS
FILAMENTOSOS)

La tecnologia de despliegue en fagos o “phage display” (PhD) es una tecnologia
molecular que permite la expresién de péptidos y proteinas en la superficie de fagos
filamentosos. El despliegue en fagos tiene su origen en la década de los 80's y
consiste en la insercién de secuencias de DNA de las moléculas de interés, en el
genoma de un bacteridfago filamentoso, para ser expresadas como productos de
fusidn en alguna de las proteinas de la cubierta del fago, lo cual favorece la
presentacion de bibliotecas de péptidos o de proteinas en la superficie del virus
(Azzazy y Highsmith, 2002).

Esta técnica facilita la identificacion para el mapeo de diversos epitopos y mimotopos
de epitopos lineales o conformacionales con base en la naturaleza de unién antigeno-
anticuerpo. La seleccién de péptidos, proteinas o anticuerpos se lleva a cabo con alta
afinidad y especificidad, por lo que es posible hacer uso del despliegue en fagos para
identificar moléculas utiles para aplicaciones terapéuticas y de diagndstico (Sidhu,
2001).

BACTERIOFAGO M13

Los bacteriéfagos son virus que infectan una gran cantidad de bacterias Gram-
negativas mediante el pilli. Entre los bacteriéfagos filamentosos mas conocidos y que
infectan especificamente a la bacteria Escherichia coli destacan: M13, F1 y Fd.

El bacteriéfago M13 es uno de los mas estudiados. Este es un fago de 6.5 nm de
diametro y aproximadamente 930 nm de largo. Sin embargo la longitud del fago
depende del tamafio de su genoma. El fago M13 contiene como genoma una sola
hebra de DNA circular de cadena sencilla de 6.4 kb, conformado por 11 genes. Un
fago viable expresa 2700 copias del gen 8 (g8) que codifica para la proteina principal
de la capside del fago, la proteina pVIIl. El gen 3 (g3) codifica para la proteina de
reconocimiento del pilli, plll, que es una de las cuatro proteinas menores que forman al
fago, presente de 3 a 5 copias. 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, plll y pVI se encuentran en un extremo y pVIl y pIX en el otro
(Marvin, 1998).

Dos de las proteinas de cubierta que se utilizan frecuentemente para el despliegue de
péptidos, proteinas o fragmentos de anticuerpos son: plll (340 aminoéacidos),

expresada de 3 a 5 copias en uno de los extremos del fago y pVIll (50 aminoacidos),
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que cuenta con 2700 copias. El grado de expresidn de las dos proteinas mencionadas
anteriormente constituye una diferencia importante para llevar a cabo la seleccion de
uniones de alta o baja afinidad (Santamaria, 2003).

La infeccion de M13, es una infeccidn no litica, es decir no mata ni lisa a los
hospederos. Se inicia por la infecciéon, en la cual la proteina plll reconoce como
receptor el pilli F de la bacteria. Después de la infeccion la cadena de DNA circular se
convierte a una forma replicante de DNA de doble cadena (FR). Esta FR se replica por
el mecanismo de circulo rodante, generando cadenas sencillas de DNA que sirven
como templado, que posteriormente se convierten en FR. Varias copias de la cadena
sencilla de DNA son sintetizadas, empaquetadas y finalmente la progenie viral es
liberada de la bacteria en forma infectiva (Azzazy et al, 2002).

BIBLIOTECAS DE ANTICUERPOS DESPLEGADOS EN FAGOS
FILAMENTOSOS

Las bibliotecas de anticuerpos o fragmentos de anticuerpos pueden ser de dos tipos:
inmunes y no inmunes (naive). La biblioteca no inmune se genera a partir de
rearreglos de genes que provienen de un organismo como el humano, el ratén, 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 de
interés.

Las bibliotecas de anticuerpos se enriquecen en clonas especificas para un antigeno
mediante un procedimiento conocido como bioselecciéon (biopanning). 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 se eliminan a
través de lavados. Los fagos que despliegan en su superficie anticuerpos que
reconocen al antigeno son eluidos o recuperados mediante condiciones que
desfavorecen la interaccion del antigeno con el fragmento de anticuerpo desplegado
en el fago. La condicibn mas utilizada es el cambio de pH. Esta seleccion
generalmente se repite de 2 a 4 rondas (Bradbury et al, 2004).
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.VENTAJAS DE LA TECNOLOGIA DE PHAGE DISPLAY (DESPLIEGUE EN
| FAGO)

Hasta ahora, la produccion de anticuerpos era limitada, en cuanto a tiempo y esfuerzo,
por los procesos involucrados en la inmunizacion de animales y la generacion de
hibridomas. La tecnologia de DNA recombinante y de amplificacion génica, ha
permitido la clonacion de genes de anticuerpos en bacterias. Esto permite producir
anticuerpos de forma rapida, asi como la manipulaciéon genética de su estructura. La
tecnologia de PhD permite desplegar fragmentos de anticuerpos como proteinas de
fusién en la superficie de fagos filamentosos. El anticuerpo recombinante desplegado
en fago retiene su capacidad de union al antigeno, por lo cual es posible el
enriquecimiento de fagos recombinantes que expresen anticuerpos especificos por
afinidad. Mediante este acercamiento, anticuerpos con especificidad y afinidad
determinadas, pueden ser seleccionados de una poblacion de anticuerpos.

La tecnologia de anticuerpos recombinantes por PhD, tiene el poder y versatilidad de
imitar las caracteristicas de la diversidad y seleccién inmune. Mediante esta tecnologia
se pueden producir cantidades ilimitadas de anticuerpos para practicamente cualquier
antigeno, a un menor costo.

En general, los anticuerpos recombinantes desplegados en fagos presentan varias
ventajas:

e Pueden ser clonados y seleccionados facilmente.

e No se requiere de una produccion a larga escala de animales o cultivos
celulares.

e Ofrecen una fuente genética estable.

e Pueden ser genéticamente manipulados, es decir, pueden ser mutados para
mejorar la unién con su antigeno.

Los anticuerpos recombinantes solubles tienen ventajas adicionales:

e Se pueden producir de forma rapida y economica.
e Son utiles como reactivos inmunolégicos.

Para la EA es de gran interés la generacion de fragmentos de anticuerpos (scFv y VH)
que puedan actuar extracelular e intracelularmente (intrabodies). Estos scFv pueden
prevenir la formacién de agregados del péptido AR, disolver fibrillas preexistentes,
protofibrillas u oligdmeros, asi como, en el caso de intrabodies, unirse a depdsitos del
péptido ABs2 intraneuronal. Es importante mencionar que estudios recientes
demostraron una acumulacion temprana del péptido AB42 intraneuronal y la presencia
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de dimeros estables de este péptido en cultivos neuronales, antes de su liberacion al
medio (Selkoe, 2001; Gouras et al, 2000). Estas observaciones enfatizan el efecto
potencial terapéutico de la internalizacion de anticuerpos para la prevencion de la
agregacion intraneuronal del AB4z para el tratamiento de la EA.

En cuanto a la inmunizacién pasiva, una de las ventajas de la generacién de scFv y
VH es la ausencia de una respuesta inmune celular no deseada que se genera por la
inmunizacién activa con el péptido AB. Ademas, la eliminacién de complejos AB42-scFv
o VH in vivo no activaria a la microglia, como en el caso del anticuerpo completo, que
resulta ser una fuente adicional de inflamacion en pacientes con EA.

Se ha demostrado con anterioridad que la administracién intranasal de un scFv anti-
AB42 desplegado en fago filamentoso, reconoce los depdsitos del péptido AB en el
cerebro de ratones transgénicos vivos (Frenkel y Solomon, 2002). Se realizaron
estudios histologicos del cerebro de estos animales y no se observaron efectos toxicos
después de la administracion de los fagos.

. DESVENTAJAS DE LA TECNOLOGIA DE PHAGE DISPLAY (DESPLIEGUE EN
'FAGO)

Actualmente no es posible la utilizacién de fragmentos de anticuerpos (por ejemplo
scFv o VH anti-AB) por despliegue en fago, para el tratamiento de pacientes con EA.
Para esto se requiere la generacion de fragmentos de anticuerpos recombinantes de
manera soluble, eliminando los fagos filamentosos, aunque estos anticuerpos pueden
ser menos estables.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION DEL

TRABAJO EXPERIMENTAL

La hipotesis amiloide sefiala que la causa de la patogénesis de la EA, es el desequilibrio
entre la produccién y la degradacion del péptido AB, que conlleva a la acumulacién de este
péptido y a una serie de eventos en cascada que producen la demencia de Alzheimer.

Actualmente, el tratamiento de la EA consiste en la administracion de farmacos que
disminuyen los sintomas de la enfermedad. La hipétesis amiloide ha permitido el desarrollo
de estrategias que consideran al péptidoABs2 como un blanco terapéutico. Con base en
numerosos estudios se ha encontrado que el uso de anticuerpos anti-AB en modelos
animales, correlaciona con el mejoramiento de las funciones cognitivas.

Una alternativa de la inmunizaciéon activa con el péptido ABs, para la prevencion y/o
tratamiento de la EA, es la inmunizacién pasiva con anticuerpos protectores. Estos
anticuerpos se pueden seleccionar a partir de bibliotecas de fragmentos de anticuerpos
desplegadas en fago, especificos para el péptido ABs2. Se puede caracterizar una amplia
gama de anticuerpos con todas las posibles especificidades, entre las cuales estaran los
anticuerpos recombinantes con propiedades protectoras sin efectos secundarios. La
administracion pasiva de los fragmentos de anticuerpos carentes del fragmento Fc, tendrian
la ventaja de no activar a la microglia y evitar un proceso inflamatorio.

Por lo anterior, la estrategia experimental de la que es objeto el presente trabajo es valiosa
debido a que permite la seleccion de anticuerpos recombinantes con una gran variedad de
especificidades contra los epitopos lineales y conformacionales presentes en oligémeros del
péptido AB42, 0 que ayudara a estudiar una amplia gama de anticuerpos, entre las cuales
estaran también las que tengan propiedades protectoras.
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OBJETIVO GENERAL

Generar, seleccionar y estudiar fragmentos de anticuerpos (scFv y VH), con todas las
posibles especificidades contra los epitopos del péptido ABs2, a partir de bibliotecas
desplegadas en el bacteriofago M13.

OBJETIVOS PARTICULARES

¢ Inmunizar de forma activa e identificar animales hiperinmunes al péptido AB4>.

¢ Construir una biblioteca inmune de fragmentos variables de cadena sencilla (scFv) de
inmunoglobulinas anti-AB4, desplegada en la proteina p3 del fago filamentoso M13, a
partir de esplenocitos activados de ratones inmunizados previamente con el péptido

ABaa.

e Construir una biblioteca inmune de fragmentos de cadena pesada sencilla (VH) de
inmunoglobulinas anti-Af4, desplegada en la proteina p8 del fago filamentoso M13, a
partir de esplenocitos activados de ratones inmunizados previamente con el péptido
AB42.

e Hacer bioseleccion (biopanning) de fragmentos variables de cadena sencilla (scFv) y
de cadena pesada sencilla (VH) de inmunoglobulinas que se unan al péptido AB4>
fibrilar.

e Hacer bioseleccion (biopanning) de fragmentos variables de cadena sencilla (scFv) de
inmunoglobulinas anti-ADDLs (oligdmeros solubles del péptido AB42) a partir de una
biblioteca no inmune (naive) de scFv de humano.

e Caracterizar el reconocimiento de los fragmentos de anticuerpos seleccionados (scFv
y VH) al péptido AB42, mediante un ensayo de ELISA.

e Mapear epitopos del péptido AB42, empleando fragmentos traslapados de este péptido,
por los anticuerpos recombinantes.

e Generar fragmentos de anticuerpos solubles (scFv y VH).

e Evaluar el efecto neuroprotector de los anticuerpos recombinantes desplegados en el
fago M13 y scFv solubles, en la linea celular SH-SY5Y.
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e Realizar inmunohistoquimica e inmunofluorescencia de secciones coronales de
cerebros de ratones wt y Tg2576 empleando los fragmentos de anticuerpos solubles.
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ESQUEMA METODOLOGICO

INMUNIZACION DE RATONES VECTORES: pCANTAB 5E

CON A4z FIBRILAR y
S~— PG8SAET

OBTENCION DE Vi y Vi

AMPLIFICACION, PURIFICACION,
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CUANTIFICACION DE Vi y Vi

LIGACION CON
— VECTOR D
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ELECTROPORACION
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scFvy VH)

BIOSELECCION

\ 4

\ 4
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METODOLOGIA

INMUNIZACION DE ANIMALES CON EL PEPTIDO B-AMILOIDE
1-42 (ABa2)

EESQUEMA DE INMUNIZACION DE ANIMALES CON EL PEPTIDO ABa2

Se empled el protocolo de inmunizaciéon de Gevorkian et al, 2004, en donde se
inmunizé un grupo de 3 ratones macho Balb/C de 4-6 semanas de edad. El
procedimiento consistio en la inyeccidon subcutanea de 30 ug del péptido AP
humano/100 pl/animal (AnaSpec Inc., San Jose, CA, USA). El péptido fue
resuspendido en PBS e incubado toda la noche a 0.6 mg/ml a 37°C. Esta suspension
inmunogénica fue emulsificada, en un volumen igual de adyuvante completo de
Freund, (Sigma). Después se aplicaron tres refuerzos subsiguientes, a intervalos de
15 dias. Los ratones control fueron inmunizados unicamente con PBS y adyuvante de
Freund. Después de la tercera y cuarta inmunizacion, los ratones fueron anestesiados
en una camara con Sevorane (sevofluorano, Abbot Laboratories, DF, Mex.) y
sangrados por plexo retroocular (100-200 ul/animal). Se obtuvo la fraccion de suero
mediante la coagulacion de la sangre a temperatura ambiente (TA) por 1 hr.,
posteriormente 2 hrs. a 37°C. Se centrifugd en microfuga a 4000 r.p.m. por 5 min. a
4°C. Los sueros fueron almacenados a -20°C hasta su uso posterior.

ELISA DE SUEROS PARA DETECTAR ANTICUERPOS ANTI-
ABa2

La identificacion de ratones con sueros con altos titulos de anticuerpos contra el
péptido APa fibrilar, se llevdo a cabo mediante un ensayo de ELISA, de acuerdo al
protocolo estandar descrito por (Gevorkian et al, 2004).

Para el ensayo de ELISA se sensibilizo una placa de poliestireno de 96 pozos
Maxisorp (Nunc, Rochester, NY, USA) con el péptido AR, fibrilar (0.2 ug/100 ul/pozo)
en amortiguador 0.1 M de carbonato de sodio, pH 9.6 a 4°C por toda la noche.
Después los pozos se lavaron cuatro veces con un sistema para microplacas
automatizado (Denley, Well Wash 4) con una solucién de PBS/0.2% Tween-20
(Sigma) a pH 7.4. Posteriormente, los pozos se bloquearon con 200 pl de la solucion
PBS/2% BSA fraccion V (Sigma). Después de lavar como se menciond, se incubaron
los pozos con una alicuota de 100 pl / pozo de suero diluido 1:400, 1:800, 1:1600,
1:3200, 1:6400, 1:12800 y 1:25600 en la solucién PBS/1% BSA (Sigma)/0.1% Tween-
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20 y como control se utilizé el suero de los ratones inmunizados con PBS y adyuvante
de Freund (Sigma). Después de 1 hr. de incubacion a 37°C, los pozos se lavaron
nuevamente como se indicé anteriormente y para revelar se agregd un segundo
anticuerpo acoplado a peroxidasa (HRP) anti-IgG de raton (Zymed, San Francisco,
CA, USA) a una dilucion 1:5000 en la misma solucion. Después de la incubacién por
un periodo de 1 hr. a 37°C y del lavado del exceso de segundo anticuerpo, se agrego
a cada pozo el sustrato cromogénico 2,2-azino-di-(3-etilenziazolano-6-acido sulfénico)
single solution (ABTS) (Zymed, San Francisco, CA, USA) y se ley6 la placa a una
absorbencia de 405 nm con referencia a 450 nm en un lector automatizado (Opsys Mr,
Dynex Tech., Chantilly, VA, USA). Como control negativo se emple6é un péptido no
relacionado (0.5 ug/100 pl/pozo) con la siguiente secuencia: AALSPGSSAYPSATVLA
(AnaSpec, San Jose, CA, USA).

CONSTRUCCION DE UNA BIBLIOTECA DE FRAGMENTOS
VARIABLES DE CADENA SENCILLA (scFv) DE
INMUNOGLOBULINAS ANTI-AB42

Para la construccién de la biblioteca de scFv anti-AB42 de raton, se utilizaron células
del bazo de ratones inmunizados con A4 fibrilar. Los animales hiperinmunes
seleccionados para estos fines, recibieron una ultima inmunizacion subcutanea con 30
ug/100 ul del inmundgeno quince dias antes de ser sacrificados para la obtencion de
sus esplenocitos activados. Los animales inmunizados fueron anestesiados,
sangrados a blanco y sacrificados por dislocacion cervical. Los esplenocitos fueron
disociados del bazo en condiciones asépticas, dentro de una campana de flujo laminar
de seguridad biolégica Nivel 1 (VECO, Jiutepec, Mor. Mex.). Los esplenocitos
colectados a partir de este tejido, fueron lavados con D-PBS (NaCl 138 mM, KCI 2.7
mM, Na;HPO4 8.1 mM y KH,PO4 1.2 mM) y lisados los eritrocitos con un amortiguador
de lisis (NH4Cl 155 mM, KHCO3; 10mM, EDTA.2Na 0.1 mM) por 10 min. en agitacion
ocasional.

Se obtuvo el mRNA total de los esplenocitos de los ratones inmunizados mediante el
kit de purificacion ("Fast Track 2.0 for isolation of mRNA", Invitrogen life Technologies,
USA).

Se sintetizdé el cDNA a partir del mRNA purificado de estas células mediante un kit de
sintesis de DNA ("DNA Synthesis module RPN 1256", Amersham Pharmacia Biotech,
USA). Para la obtencion de la primera cadena de cDNA de anticuerpo se utilizo el
primer Random hexanucleotide, la mezcla de reaccion, la solucién de DTT vy la
incubacion a 37°C por 1 hr. La primera cadena de cDNA se us6é como templado para
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la amplificacion primaria por Polymerase Chain Reaction (PCR) o reaccién en cadena
de la polimerasa, mediante el empleo del kit (“Recombinant Phage Antibody System
for cloning mouse antibody genes”, Amersham Biosciences, USA). El cDNA obtenido
mediante el procedimiento anterior se utilizé para llevar a cabo dos reacciones de PCR
diferentes, una con oligos para amplificar las cadenas ligeras (light primer mix) con la
enzima Taq platinum polimerasa (Invitrogen, USA) y la otra con oligos para amplificar
las cadenas pesadas (heavy primer 1 y 2) con Taq platinum. Se realizaron 30 ciclos
(94°C-17, 55°C-2°, 72°C-2"") en un termociclador Gene Cycler (Bio-Rad, USA). Los
productos de PCR se purificaron mediante electroforesis en gel Tris-EDTA (TAE)
agarosa 1.5% con un amortiguador TAE 1X a 60 V DC vy el Kit “Rapid Gel Extraction
System” (Marligen Biosciences Inc, USA) y se cuantificaron.

Después se llevo a cabo la reaccién de ensamblaje para unir los fragmentos de DNA
de la cadena pesada y ligera de inmunoglobulinas con un linker de DNA. Para la
reaccion de ensamblaje se utilizé un linker de DNA (linker primer mix), que se alinea
con los productos de PCR de la cadena pesada (20 ng) y con los productos de PCR
de la cadena ligera (20 ng) siguiendo las instrucciones del fabricante (“Recombinant
Phage Antibody System for cloning mouse antibody genes”, Amersham Biosciences,
USA).

En una segunda amplificacion por PCR, se amplificé el DNA del scFv ensamblado,
mediante la adicion de polimerasa Taq platinum (Invirogen, USA), dNTP mix y el RS
primer mix para adicionar los sitios de restriccion (5 Sfil y 3" Not I), para la clonacién
del DNA en el vector fagémido (pCANTAB 5E), siguiendo las recomendaciones del
fabricante (“Recombinant Phage Antibody System for cloning mouse antibody genes
Expression Module”, Amersham Biosciences, USA).

Se purifico el DNA de la construccion generada mediante electroforesis en gel de TBE
1.5% agarosa con un amortiguador TBE (Tris-base-acido bérico-EDTA) 1X a 100 V del
que se removié la banda de DNA de ~800 pb. Se utilizé el kit “Gel Extraction
Systems”, (Marligen Bioscience Inc, USA).

Se realizé una amplificacion mediante PCR del DNA de los scFv con RS primer mix,
dNTP mix, polimerasa Platinum Taq y amortiguador para PCR por 30 ciclos (94°C-1",
55°C-2"", 72°C-2"") en el termociclador Gene Cycler (Bio-Rad, USA). Los productos de
PCR se purificaron como se mencioné anteriormente. EI DNA de los scFv se
cuantific6 mediante una electroforesis en gel TBE 1X 1.5% agarosa a 100 V DC con el
scFv Marker para comparacion visual (“Recombinant Phage Antibody System for
cloning mouse antibody genes Expression Module”, Amersham Biosciences, USA).
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Se digirié el DNA de los scFv con la enzima de restriccion Sfi |, de acuerdo a las
indicaciones del fabricante (New England Biolabs, USA), durante 3 hrs. a 50°C.
Posteriormente, se digirid el DNA de los scFv con la enzima de restriccion Not | (New
England Biolabs, USA) durante 1 hr. a 37°C. Se purificé el DNA de los scFv con los
sitios de restriccion Sfi I/Not | mediante el kit “Rapid PCR Purification Systems”
(Marligen, Bioscience Inc, USA).

Se llevé a cabo la reaccidn de ligacion del DNA de los scFv (50 ng) con el vector
fagémido pCANTAB 5 E (60 ng) con DNA ligasa (400 unidades) (New England
Biolabs, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La reaccion se incubo
toda la noche a 16°C.

Se prepararon células E. coli TG1 electrocompetentes mediante el protocolo
modificado de Sambrook-Russell (2001). Se electroporé toda la reaccién de ligacidon
en alicuotas de 45 ul de bacterias E. coli TG1 (4.5 x 10° bacterias) electrocompetentes
en 5 s a 2.5 Kvolts y 2.5 uF en un sistema de Gene Pulser Il, (Bio-Rad, USA). Se
realizaron 34 electroporaciones y se recuperaron en un volumen total de 12 ml de
medio SOC. Después de electroporar todo el DNA de los scFv, las células se dejaron
recuperar a 37°C por 40 min. sin agitacion. De esta suspension de células, se tomaron
alicuotas de 3 y 30 ul para plaquearlas y determinar la complejidad de la biblioteca.
Posteriormente se dejaron incubando a 37°C por una hr. con agitacion en un Orbital
Incubator Shaker (Amerex Instruments, Inc) y se agregé carbenicilina (50 pg/ml)
(Sigma). Se incubaron las células por dos hrs. a 37°C.

Posteriormente se les infectd con el fago helper M13K07 (Invitrogen, USA) (que aporta
las proteinas necesarias para el ensamblaje de los fagos con el inserto), a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 10, dejandolas incubar 30 min. a 37°C sin agitacion
y después otros 30 min. a 37°C con agitacion. Se siguié el protocol del kit
“Recombinant Phage Antibody System for cloning mouse antibody genes Expression
Module” (Amersham Biosciences, USA).

Después de este tiempo se llevaron las células a un volumen total de 50 ml de medio
2X YT (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) con carbenicilina (50 mg/ml) (Sigma) y
kanamicina (50 mg/ml) (Sigma), para una incubacién de toda la noche a 30°C en
agitacion.

Se siguid el protocolo del kit “Recombinant Phage Antibody System for cloning mouse
antibody genes Expression Module” (Amersham Biosciences, USA) para la purificacion
de los fagos mediante una doble precipitacion con 1/5 NaCl (2.5 M) PEG-8000 (20%
w/v) y centrifugacion. Esto permite concentrar a los anticuerpos desplegados en fago
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de los solubles presentes en el medio, que pueden competir por el antigeno durante la
seleccion. Los fagos se resuspendieron en TBS y se tituld la biblioteca en células E.
coli TG1 y medio LB-agar con carbenicilina (50 mg/ml) (Sigma) y glucosa (2%)
(Sigma).

CONSTRUCCION DE UNA BIBLIOTECA DE VH DE
INMUNOGLOBULINAS ANTI-AB42

Dado que la cadena pesada (VH) puede mantener reactividad por los epitopos de
interés (péptido AB) y esto permite trabajar con recombinantes mas pequefios, se
genero otra biblioteca construida con el DNA de la cadena pesada (V) de la biblioteca
inmune de ratén antes mencionada.

Se amplificé el fragmento Vy por PCR en un termociclador Gene Cycler (Bio-Rad,
USA), empleando la solucion amortiguadora para polimerasa Taq DNA recombinante
10X (Altaenzymes), MgCl, (Altaenzymes), dNTP, primer 3’ LINK, primer 5’PCANT,
polimerasa Taq, (Altaenzymes) y 50 ng del fragmento de Vy. Se realizaron 25 ciclos
de amplificacion: 94°C-1", 70°C-30"", 72°C-30"".

La purificacion del Vy amplificado se realizé mediante un kit de purificacion para PCR
(“Concert Rapid PCR purification System”, Marligen Bioscience, Inc., USA), siguiendo
las instrucciones del fabricante.

El fragmento V4 se digirid6 con las enzimas Hind Il (New England Biolabs, USA)
durante 1h a 37°C. Posteriormente, el fragmento fue digerido con la enzima de
restriccion Nco1 (New England Biolabs, USA) durante 1h a 37°C. El vector PG8SAET
fue digerido de la misma forma con las enzimas Hind Ill (New England Biolabs, USA) y
Ncol (New England Biolabs, USA).

El vector se purific6 mediante electroforesis en un gel de agarosa (Invitrogen, USA) al
1% en amortiguador de TBE 1X, a un voltaje constante de 100 V durante 1h.
Posteriormente, el DNA del vector fue purificado con un kit, de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (“Concert Rapid PCR purification System”, Marligen
Bioscience, Inc., USA).

Se llevo a cabo la reaccion de ligacion del DNA del fragmento de Vy (70 ng) con el
vector fagémido PG8SAET (35 ng) con DNA ligasa (400 unidades) (New England
Biolabs, USA). La reaccion se incubé toda la noche a 16°C.

Se electroporo toda la reaccion de ligacion como se explicd con anterioridad.
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Las células trasformadas se infectaron con el fago helper M13KO7 (Invitrogen, USA)
con una MOI de 10, siguiendo el procedimiento descrito anteriormente.

Con este cultivo se inocularon 40 ml de medio 2X YT (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
con carbenicilina (50 mg/ml) (Sigma) y kanamicina (50 mg/ml) (Sigma). El cultivo se
incub6é a 37°C en agitacion (250 r.p.m.) durante toda la noche. Posteriormente el
cultivo se centrifugd a 6000 r.p.m. 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 incub6 a 4°C
durante 4 hrs. En seguida se centrifugé a 10000 r.p.m. durante 10 min. a 4°C vy el
precipitado se resuspendié con 1 ml de TBS estéril. Se repitio la precipitacion con 1/6
parte de PEG/NaCIl durante 2 hrs. a 4°C. Para concentrar los fagos se centrifugo
durante 10 min. y 14000 r.p.m. a 4°C y se resuspendioé con TBS. Con el sobrenadante
se hicieron 3 diluciones seriadas 1:1000 se infecté E. coli TG1 a una densidad optica
de Asp0=0.7 con 200 ul de fagos purificados, durante 45 min. a 37°C. Después se
sembraron por extensién con varilla en placas que contenian 15 ml de medio LB-agar
y 15 ul de carbenicilina (50 mg/ml) (Sigma). Las placas se incubaron toda la noche a
37 °C. Finalmente se contaron las colonias.

BIOSELECCION DE scFv Y VH ANTI-AB ESPECIFICOS A
PARTIR DE UNA BIBLIOTECA DE RATON INMUNE

La seleccion de scFv y VH de la biblioteca de raton inmune se llevd a cabo
esencialmente siguiendo el protocolo descrito en Manoutcharian et al, (2003) y
Manoutcharian et al, (2004), que brevemente se describe a continuacion.

Para la bioseleccion de scFv y VH anti-ABq; fibrilar, se sensibilizaron 4 pozos de una
placa de poliestireno de 96 pozos Maxisorp (Nunc, Rochester, NY, USA) con 0.5
Mg/100 pl del péptido ABs2, (AnaSpec, San Jose, CA, USA) fibrilar disuelto en
amortiguador de carbonatos pH 9.6 a 4°C toda la noche. Se lavaron los pozos con una
solucion de PBS/0.2% Tween-20 y se bloquearon con una solucion de PBS/2% BSA
durante 1h a 37°C. Después del lavado de los pozos, se adicionaron las bibliotecas de
ratébn inmune y se incubd por 4 hrs. a 4°C y 30 min. a TA. Posteriormente, se lavaron
los pozos con PBS/0.2% Tween-20 y se eluyeron los fagos con trietilamina (TEA) 0.1M
durante 30 min. a TA, neutralizando con Tris-HCI (1M), pH 7.5.

Cada eluido de scFv y VH se tituld en células E. coli TG1 al plaquear sobre agar LB
con Ampicilina (100 pg/ml) y para el caso de scFv, 2% de glucosa. Se hicieron dos
rondas de bioseleccion.
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. SELECCION DE LAS CLONAS QUE TIENEN EL INSERTO DE scFv O VH DEL
| TAMANO ADECUADO

De las dos rondas de bioseleccion de ambas bibliotecas de ratén inmune, se
determind qué clonas tenian el inserto (VH o scFv) y se caracterizaron como se indica
a continuacion:

Para determinar qué porcentaje de fagos expresaron el inserto (VH o scFv), se picaron
al azar colonias de las placas empleadas para titular la biblioteca. Para extraer el DNA
se tomd una muestra de cada colonia y fueron colocadas en 20 pl de agua mili-Q
estéril. En seguida se calentaron a 95°C durante 10 min. y se centrifugaron a 12000
r.p.m. durante 10 min. Del sobrenadante (que contiene el DNA de fago recombinante)
se tomaron 5 pul para amplificarse por PCR, empleando la Taq polimerasa
(Altaenzymes). Se realizaron 20 ciclos de PCR: 94°C-30"", 62°C-30""y 70°C-30".

EELISA DE LAS CLONAS DE scFv Y VH DE RATON INMUNE DE LA PRIMERA
Y SEGUNDA RONDA DE BIOSELECCION

Se realizé6 un ELISA con las clonas con el tamafo del inserto adecuado, que se
obtuvieron de la primera y segunda ronda de bioseleccion de ambas bibliotecas
(10"fagos/100 pl/pozo/clona), de acuerdo al protocolo descrito anteriormente.

La dilucion de los fagos se hizo en una solucion de PBS/0.1% BSA/0.1% Tween-20
durante 4 hrs. a 4°C y 30 min. a TA. Transcurrido este tiempo la placa fue lavada y la
interaccién de los fagos con el péptido Ap se revelé con 100 ul de un anticuerpo
monoclonal anti-M13 (dilucion 1:5000) acoplado a la enzima HRP y se revel6 con
ABTS. Como control negativo se utilizé fago M13. Como control positivo se utilizé una
dilucion del fago (bB4.4) que expresa un scFv previamente reportado que reconoce al
péptido AB4, (Gevorkian et al, 2004). Se leyo la placa a una absorbencia de 405 nm
con referencia a 450 nm en un lector automatizado (Opsys Mr, Dynex Tech., Chantilly,
VA, USA).

. PREPARACION DE ADDLS

MONOMERIZACION

Para la monomerizaciéon del péptido ABs2 (Anaspec Inc., San Jose, CA, USA) se
disolvié en 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) a 5 mM (Sigma), siguiendo el
protocolo de Klein (2002). Se hicieron alicuotas y se dejo evaporar el HFIP por toda la
noche en la campana de extracciéon. Se eliminaron trazas de humedad al evaporar en
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el speedvaccum durante 30 min. a TA. Se guardaron las alicuotas a -20°C con
desecador para su uso posterior.

OLIGOMERIZACION (ADDLS)

Una alicuota de 90 pg de mondémero del péptido AB se disolvio en 4 ul de
Dimetilsulfoxido anhidro (5 mM) (DMSO, Sigma), se sonicé (Aquasonic, VWR
Scientific Products, Model SOT) por 10 min. Se agregaron agitando 196 ul de PBS y
se sonico por otros 10 min. La concentracion final del stock fue de 100 uM. La solucion
se dejo en agitacion suave al menos por 72 hrs. a 4°C.

BIOSELECCION DE scFv ANTI-ADDLS A PARTIR DE UNA
BIBLIOTECA DE scFv DE HUMANO NO INMUNE

Para la bioseleccion de scFv de la biblioteca de humano (naive) con ADDLs, se sigui6
el protocolo descrito anteriormente.

Cada eluido se titulé en células E. coli TG1 plaqueadas sobre agar LB con Ampicilina
(100 pg/ml) (Sigma) y 2% de glucosa (Sigma). Se hicieron cuatro rondas de
bioseleccion.

;ELISA DE LAS CLONAS DE scFv DE HUMANO NO INMUNE DE LA TERCERA
Y CUARTA RONDA DE BIOSELECCION

Las clonas que se obtuvieron de la tercera y cuarta ronda de bioseleccion que tuvieron
el tamafio del inserto adecuado, se evaluaron por medio de un ensayo de ELISA de
acuerdo al protocolo descrito con anterioridad.

MAPEO DE EPITOPOS DE LAS CLONAS POSITIVAS (scFv Y
VH) USANDO PEPTIDOS TRUNCADOS DEL PEPTIDO AB.;

Para determinar qué region del AB4, es reconocida por las clonas seleccionadas, se
empled un protocolo estandar de ELISA descrito por Gevorkian (2004). En este
ensayo se emplearon placas de poliestireno Maxisorp (Nunc, Rochester, NY, USA) de
96 pozos. Se adsorbid el péptido AB42 (0.2 ug/100 pl/pozo) diluido en amortiguador de
carbonatos (pH 9.6). Se empled una concentracion de 0.5 pg/100 pl para los péptidos
truncados ABsa2, AB1-16, AB12-28 Y AB1742 (AnaSpec, San Jose, CA, USA) y para el
péptido no relacionado (AnaSpec, CA, USA). 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
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(Denley, Well Wash 4). Para los lavados se empled una solucion de PBS/0.2% Tween-
20 (Sigma) a pH 7,4. Posteriormente, se llevo a cabo un procedimiento de bloqueo con
200 ul de la solucion PBS/2% leche descremada durante 1 hr. a 37°C. La placa se
sometid a otro procedimiento de lavado como se menciond anteriormente. Se
agregaron 1X10"" fagos/pozo de cada clona, que tuvieran el tamafio del inserto
adecuado y que reconocieran al péptido AB42. Se empled la misma cantidad de una
clona negativa, para usarlo como control negativo. La dilucion de los fagos se hizo en
una solucién de PBS/2% leche descremada/0.2% Tritdn X-100 (Sigma) durante 4 hrs.
a 4°C y 30 min. a TA. Transcurrido este tiempo la placa fue lavada de la forma
anteriormente sefialada. Los fagos que quedaron en la placa interactuando con el
péptido AB fueron revelados con 100 ul de un anticuerpo monoclonal anti-M13
acoplado a la enzima HRP (Amersham, Pharmacia, Biotech, USA), durante 1 hr. a
37°C. El anticuerpo conjugado a HRP fue diluido 1:5000 en PBS/2% leche
descremada/0.2% Tritdn X-100. Posteriormente se lavo de la forma anteriormente
indicada. La reaccion se desarrollé con 100 ul/pozo del sustrato 2,2-azino-di-(3-
etilenziazolano-6-acido sulfénico) ("ABTS", Zymed, USA) a 37°C y se leyo la placa a
una absorbancia de 405 nm con referencia a 450 nm en un lector automatizado
(Opsys Mr, Dynex Tech., Chantilly, VA, USA).

ENSAYOS DE INHIBICION DE LA NEUROTOXICIDAD MEDIADA
POR ADDLS (AB-DERIVED DIFFUSIBLE LIGANDS) EN
CELULAS DE NEUROBLASTOMA HUMANO (SH-SY5Y), CON
TODAS LAS CLONAS POSITIVAS DESPLEGADAS EN FAGO
(scFv Y VH)

Todas las clonas positivas de fragmentos de anticuerpo desplegados en fago en
ELISA fueron evaluadas en ensayos in vitro, con células SH-SY5Y de neuroblastoma
humano (ATTC, VA, USA), con el fin de determinar la capacidad protectora de estos
fragmentos de anticuerpos.

En estos ensayos se sembraron en placas de cultivo de poliestireno de 96 pozos
(Costar, Corning Incorporated, NY, USA), 10 000 células/200 ul de medio de cultivo
DMEM/F12 (1:1) (Gibco-Invitrogen, NY, USA) con 10% SFB (Gibco-Invitrogen, NY,
USA), 1% penicilina/estreptomicina (Gibco-Invitrogen, NY, USA) y 10 uM de &cido
retinoico (Sigma) para su diferenciacion. Después de 8 dias, se lavaron las células con
PBS y se agregaron los ADDLs (AnaSpec, San Jose, CA, USA) en medio OPTI MEM
(en ausencia de SFB y rojo de fenol) (Gibco-Invitrogen, NY, USA) con 200 pug/ml de
penicilina (Sigma) y 200 pg/ml de estreptomicina (Sigma). Las clonas seleccionadas,
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fueron preincubadas por 24 hrs. con los ADDLs a 4°C y posteriormente esta mezcla se
adicion6 a las células de neuroblastoma de humano SH-SY5Y. El péptido sintético
ABss.25 (AnaSpec, San Jose, CA, USA) fue empleado como control negativo. Al término
de una incubacion del tratamiento de 24 hrs., se midi6 la viabilidad celular mediante la
cuantificacion de la actividad redox con wun kit de XTT (Sodium 3°{1-
[pheylaminocarbonyl]-3-4 tetrazolium}-bis {4-methoxy-6-nitro} benzene sufonic acid
hydrate) (Cell Proliferation Kit XTT, Roche, IN, USA). Se reduce el XTT por el
metabolismo activo de las células por accion de enzimas mitocondriales que
transforman la sal de tetrazolio en el colorante formazan, que es cuantificado en un
espectrofotometro después de una incubacion de 4 hrs. a 37°C y 5% CO, (Opsys Mr,
Dynex Tech, Chantilly, VA, USA).

'EXPRESION DE LOS FRAGMENTOS DE ANTICUERPOS (scFv) SOLUBLES
EMEDIANTE LA SUBCLONACION EN EL VECTOR DE EXPRESION PSYN1

Los insertos de scFv o VH fueron subclonados en el vector de expresién pSyn1, para
la expresidon de fragmentos de anticuerpos solubles. El vector de expresion pSyn1 esta
construido de tal manera que permite insertar una secuencia determinada y fusionarla
al gen que codifica para el péptido senal de la pectato-liasa B (Pel B), lo que promueve
la secrecion de la proteina de interés al periplasma bacteriano. Su expresion es
inducida con IPTG (isopropil tio-B-D-galactosido) y su regulacion se encuentra bajo el
promotor /ac. Presenta genes que le confieren al huésped resistencia a ampicilina y a
kanamicina, pero esta ultima es eliminada al insertar una secuencia en el vector. El
producto expresado contiene la etiqueta c-myc y la etiqueta 6-His en el extremo C-
terminal, lo que facilita su purificacién (Figura 3).

A shl Mool l‘JctII

plac Pel B sFv myc His

(Riafio-Umbarilla et al, 2005)

Figura. 3. Vector de expresion pSyn1, que permite expresar la proteina de interés fusionada con la pectato liasa B
(Pel B), para que se secrete en el periplasma bacteriano. La proteina de interés expresada contiene la etiqueta c-
myc y 6-His en el extremo C-terminal, lo que facilita su purificacion.

La expresion en pSyn1 y la purificacion de los fragmentos de anticuerpos solubles se

realizé siguiendo el reporte de Riafo-Umbarilla et al (2005).

Los insertos (DNA) de las clonas positivas de scFv fueron digeridos con Sfi | (New
England Biolabs, USA) y Not | (New England Biolabs, USA). Posteriormente ligadas en
el vector de expresion pSyn1 (DNA ligasa, New England Biolabs, USA). Las bacterias
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E. coli TG1 fueron transformadas por electroporacion con las construcciones (en 5 s a
2.5 Kvolts y 2.5 pF en un sistema de Gene Pulser Il, Bio-Rad, USA). Se crecieron las
células recombinantes en un volumen de 500 ml de medio 2X YT (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) hasta alcanzar una densidad éptica de As00=0.7 a 37°C.

La expresiéon de los scFv fue inducida con 1 mM de IPTG (Sigma). Después de 12
hrs., las células se cosecharon mediante centrifugacion (600 r.p.m., 10 min., 4°C). El
pellet fue resuspendido en 12.5 ml de amortiguador de extraccion periplasmica (PPB)
(20% sacarosa/1 mM EDTA/30 Mm Tris HCI, pH 8.0). La mezcla fue incubada en hielo
por 20 min. Las células fueron centrifugadas a 6440 x g a 4°C por 20 min. El
sobrenadante, que contiene las proteinas de scFv, fue colectado para su purificacion
posterior.

El pellet fue resuspendido en 5 mM de MgSOy, se incubo en hielo durante 20 min. y se
centrifugd a 6440 g a 4°C por 20 min. Los sobrenadantes de PPB y MgSQO, fueron
mezclados y dializados dos veces contra 4 L de PBS. Finalmente, los scFv fueron
purificados mediante cromatografia de afinidad Ni**-NTA (Invitrogen, USA), y eluidos
con 2 ml de imidazol a 250 mM y dializados contra PBS.

. PRODUCCION DE BACULOVIRUS RECOMBINANTES PARA LA EXPRESION
'DE VH

| CELULAS Y CULTIVO

Las células utilizadas para propagar los Baculovirus recombinantes fueron Sf21 o Sf9
de Spodoptera frugiperda (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y fueron cultivadas en
monocapa y/o suspension en medio Grace’s (Sigma, St Louis, MD, USA)
suplementado con 10 % (vol/vol) de suero fetal bovino, 1% de yeastolate, 1% de
hidrolizado de lactalbumina y 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco, Grand Island,
NY, USA.) e incubadas a 27 °C. En el caso de las células crecidas en suspension se
anadio 0.1% de acido plurdnico F68 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y se incubaron a
27°C y con una agitaciéon de 100 r.p.m.

CONSTRUCCION DE LOS PLASMIDOS DE TRANSFERENCIA

Los plasmidos de transferencia pBlueHis-VH1.27, pBlueHis-VH2.8 y pBlueHis-1.28,
fueron generados mediante la clonacion de los fragmentos de PCR amplificados a
partir de los VH clonados en pG8SAET. Para la amplificaciéon se utilizd Tag DNA
polimerasa de alta fidelidad (Expand High PCR System, Roche Biochemicals, USA) y
los oligonucleétidos utilizados fueron para VH 1.27: 5-atcagatctgaaatgcagcagtca-3’ y
5’-agagtcgactggagacggtgaccgtggt-3’; VH 2.8: 5’-atcagatctcaggtcaaactgcaggagggag-3’
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y 5 atcgtcgactggagacggtgaccgt-3; VH 1.28: 5’-atcagatctcaagtgcaggagtctgg-3’ y 5'-
atcgtcgactggagacggtgaccg-3’, los cuales contienen los sitios de restriccion Bgl/l y Sall
(subrayedas). Las condiciones de PCR fueron desnaturalizacién inicial 95 °C por 2
min.; 30 ciclos a 95°C-1", 55°C-1" y 72°C-1 y una extension final a 72°C-10". Los
fragmentos amplificados fueron sujetos a electroforesis y purificados (QIAquick Gel
Extraction Kit) para después ser ligados en el plasmido pBlueHis2B (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) (previamente digerido con las enzimas de restriccion Bgl/l y Sall)
utilizando la T4 DNA ligasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Para analizar la
integridad de las secuencias de los VHs, los plasmidos de transferencia fueron
secuenciados utilizando el primer BacPCRFw 5'-tactgttttcgtaacagttttg-3’ el cual se
encuentra rio arriba de la region de poli-histidinas (polyHis). La prediccion de la
secuencia final de aminoacidos se llevo a cabo utilizando el software ExPASy
(http://ca.expasy.org/tools/dna.html).

PRODUCCION DE LOS BACULOVIRUS RECOMBINANTES

Los baculovirus recombinantes BacHisVH1.27, BacHis-VH2.8 y BacHis-VH1.28,
fueron generados mediante recombinacion homologa de los plasmidos de
transferencia con el DNA gendmico lineal de AcMNPV Bsu361 Bac-N-Blue (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). En todos los casos, los VHs fueron incorporados bajo el promotor
de la polihedrina dentro del genoma de AcMNPV Bsu36l Bac-N-Blue. Tanto los
plasmidos de transferencia como el DNA gendmico lineal de AcCMNPV fueron co-
transfectados mediante lipidos catiénicos (CELLFECTINE®, Invitrogen Carlsbad, CA,
USA) en células Sf9. Una semana después, el medio de cultivo fue recolectado y
diluido para realizar ensayos en placa utilizando agarosa de bajo punto de fusion
(Sigma, St Louis, MD, USA) y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-#-D-galactosido (X-gal, Sigma,
St Louis, MD, USA) para detectar la expresion del gen lacZ y confirmar la produccion
de baculovirus recombinantes. Después de dos rondas de purificacion, los baculovirus
fueron amplificados durante 7 dias en células Sf21 o Sf9 cultivadas en suspension.
Finalmente, el medio se centrifugd a 3000 r.p.m. durante 15 min. y el sobrenadante fue
recolectado para realizar ensayos en placa y conocer el titulo viral. Los titulos virales
obtenidos fueron de aproximadamente 1x108 ufc/ml.

PRODUCCION Y PURIFICACION DE LOS VH

Para la produccion de los VH se utilizaron 1x10® células Sf9 cultivadas en 50 ml de
medio Grace’s (2x10%ml) y se infectaron a 5 multiplicidades de infeccién (MOI) con el
baculovirus recombinante. Las células se dejaron incubar durante 72 hrs. para la
expresion de los VH. Las células se centrifugaron a 1200 r.p.m. durante 5 min. y el
sobrenadante fue desechado. Posteriormente las células fueron lisadas con un
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amortiguador de lisis para células de insecto (10mM Tris, 130 mM NaCl, 1% (v/v)
Triton X-100, 10 mM NaF, 10 mM Pirofosfato de sodio y amortiguador de fosfato de
sodio 20 mM) con inhibidores de proteasas mini Complete (Roche, USA) e incubadas
en hielo en esta soluciéon durante 60 min. Al término de esta incubacion para su
aclaramiento se centrifugé la solucion a 40 000 x g a 4°C durante 30 min. eliminando
el pellet. Finalmente, los VH fueron purificados mediante cromatografia de afinidad
Ni#*-NTA (Invitrogen, USA) y eluidos con 1 ml de imidazol a 250 mM.

.ANALISIS POR WESTERN-BLOT DE FRAGMENTOS DE ANTICUERPOS
| SOLUBLES

Para detectar los fragmentos de anticuerpo solubles purificados por la columna de
Ni*"NTA se cargd 0.36 pg/12 pl de la fraccion purificada en un gel comercial de
poliacrilamida NuPAGE 4-12% Bis-Tris Gel (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), con el
amortiguador de corrida MES (MES SDS Running Buffer, NuPAGE, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) a 100 V durante una 1 hr. 45 min. en un equipo Xcell Sure Lock
Mini-Cell (Invitrogen, CA, USA).

Las proteinas separadas en el gel fueron transferidas hacia una membrana de
nitrocelulosa (Bio-Rad, USA), utilizando una camara de transferencia semiseca (Trans-
Blot Semi-Dry, Bio Rad) y el amortiguador de transferencia a pH 8.35 (Tris 0.025 M,
Glicina 0.193 M y 20% de Metanol), durante 45 min. a 25 V, para posteriormente ser
examinadas utilizando el anticuerpo especifico para la etiqueta de la proteina (anti c-
myc, Zymed-Invitrogen, CA, USA).

Para el inmunoblot, se lavd la membrana con PBS; se bloqued con una soluciéon de
PBS/ 2% leche descremada durante 2 hrs. en agitacion a TA. Posteriormente, se lavd
la membrana en tres ocasiones con una solucion de PBS/0.2% Tween-20 (Sigma). Se
realizé la incubacidén de la membrana con el anticuerpo anti c-myc (dilucion 1:1000)
durante toda la noche a 4°C en PBS/2% leche descremada/0.2% Tritobn X-100 (J.T.
Baker). Para el revelado de la membrana se empled un anticuerpo de cabra anti IgG1
de raton conjugado a HRP a una dilucién 1:2500 (Zymed-Invitrogen, CA, USA) durante
1 hrs. en agitacion a TA. La membrana fue lavada de la misma forma antes
mencionada. Las bandas inmunoreactivas fueron detectadas empleando el kit de
quimioluminiscencia ("SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate kit
Pierce, USA).
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ENSAYOS DE INHIBICION DE LA NEUROTOXICIDAD MEDIADA
POR ADDLS, EN CELULAS DE NEUROBLASTOMA HUMANO
(SH-SY5Y), CON scFv SOLUBLES.

Todas las clonas positivas de scFv solubles fueron evaluadas en ensayos in vitro en
células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) (ATTC, VA, USA), con el fin de
determinar la capacidad protectora de estos fragmentos de anticuerpos solubles.

En estos ensayos se sembraron en placas de cultivo de poliestireno de 96 pozos
(Costar, Corning Incorporated, NY, USA), 40 000 células/200 ul de medio de cultivo
DMEM/F12 (1:1) (Gibco-Invitrogen, NY, USA) con 10% SFB (Gibco-Invitrogen, NY),
1% penicilina/espreptomicina (Sigma) y 10 uyM de &cido retinoico (Sigma) para su
diferenciacion, con cambio de medio cada dos dias. Después de 10 dias, se lavaron
las células con PBS y se adicionaron diferentes concentraciones molares crecientes
de cada clona de scFv (a una relacién molar de anticuerpo:ADDLs 1:5, 1:10 y 1:20),
manteniendo constante la concentracion de ADDLs (5 pM) (AnaSpec, San Jose, CA,
USA) en medio OPTI MEM (Gibco-Invitrogen, NY, USA) con 200 pg/ml de penicilina y
estreptomicina (en ausencia de SFB y rojo de fenol) en un volumen final de 100
ul/pozo. Al término de una incubacién de 24 hrs., se mide la viabilidad celular
mediante la cuantificacion de la actividad redox con un kit de XTT (Sodium 3°{1-
[pheylaminocarbonyl]-3-4 tetrazolium}-bis {4-methoxy-6-nitro} benzene sufonic acid
hydrate) (Cell Proliferation Kit XTT, Roche, IN, USA), después de 4 hrs. de incubacion
a 37°Cy 5% de COa.

Los resultados han sido confirmados a través de la repeticidon experimental en tres
ocasiones, permitiendo mostrar esta informacion con criterios de reproducibilidad.

El control negativo es el péptido ABss-25 (5 M) (Anaspec, San Jose, CA, USA), que no
es toxico para las células. El control positivo es la staurosporina (1 uM) (Sigma), un
agente inductor de apoptosis.

ANALISIS POR INMUNOHISTOQUI’MICA DE SECCIONES
CORONALES DE CEREBROS DE RATONES wt Y Tg2576 CON
scFv SOLUBLES

Se realizé la inmunohistoquimica de secciones coronales de cerebros de ratones
transgénicos de la EA (Tg2576), para determinar si los fragmentos de anticuerpo
reconocian las placas densas presentes en dichos animales. La linea de ratones
transgénicos Tg2576 sobreexpresa la APP con la doble mutacion sueca
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KM670/671NL bajo el control del promotor de la proteina del prién en una cepa hibrida
C57B6 x SJL. Estos animales desarrollan con la edad, déficit de memoria y
aprendizaje asociados a la aparicion de placas amiloides en areas limbicas y
corticales que se inicia en torno al afio de edad (Hsiao et al, 1996).

Las secciones coronales de cerebros de ratén (40 um) fueron tratadas siguiendo la
metodologia previamente reportada por Petrushina (2007), que brevemente consistid
en lavar el tejido con TBS (Tris-HCI 100 mM /150 mM NaCl, pH 7.5) y pretratar con
acido formico al 70% (J.T. Baker, USA) por 10 min. Posteriormente, las secciones se
lavaron con TBS y se eliminé el exceso de peroxidasas presentes en el tejido
incubandolo con una solucién de 3% H»02 y 10% de metanol en TBS durante 30 min.
Después de esta incubacion, las secciones se lavaron con TBS durante 5 min.,
seguido de un lavado con TBS-A (TBS/0.1% Tritébn X-100) por 15 min. y por ultimo con
TBS-B (TBS/0.1% Triton X-100/2% BSA) por 30 min. Para la incubacién de los scFv
anti-AB (5 ug/ml) en el tejido (durante toda la noche) y revelado se emple6 el kit MOM
(“Mouse antibodies on mouse tissue”, Vector Laboratories, USA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se desarrollé la reaccién de tinciébn con el cromdgeno
3,3 -diaminobencidina (DAB, Sigma).

ANALISIS POR INMUNOFLUORESCENCIA DE SECCIONES
CORONALES DE CEREBROS DE RATONES wt Y Tg2576
EMPLEANDO scFv Y VH SOLUBLES

;INMUNOFLUORESCENCIA DE SECCIONES CORONALES DE CEREBROS
EEMPLEANDO FRAGMENTOS DE ANTICUERPOS SOLUBLES (scFv Y VH) Y
ETHIOFLAVINA T

Las secciones coronales (40 um) de cerebros de ratones transgénicos de la EA
(Tg2576) y wt, se trataron para inmunohistologia por fluorescencia.

Los cortes fueron lavados 2X con TBS vy tratados con una solucién de 3% H;02/10%
metanol/TBS durante 30 min., para eliminar el exceso de peroxidasas presentes en el
tejido. Después de esta incubacion, las secciones fueron sometidas a un
procedimiento de lavado, que consistié en incubarlos con TBS durante 5 min., seguido
de TBS-A por 15 min. y por ultimo con TBS-B por 30 min. La incubacion de los scFv y
VH anti-AB (5 pg/ml) con el tejido se realiz6 en la misma solucién de TBS/5% suero de
cabra (Sigma) durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, los cortes fueron lavados
durante 5 min. con la solucién de TBS, TBS-A y TBS-B y se realizé una incubacion del
tejido con el anticuerpo anti-c-myc (dilucion 1:1000) (Zymed-Invitrogen, Carlsbard, CA,
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USA) en la solucion bloqueadora de TBS/5% suero de cabra (Sigma) durante 2 hrs. a
TA. Los cortes fueron lavados como se menciond anteriormente para proseguir con la
incubacion del anticuerpo anti-lgG de raton hecho en cabra conjugado al fluorocromo
TRITC (dilucion 1:300) (Sigma) durante 1 hr. a TA. A continuacion los cortes fueron
lavados en tres ocasiones con la solucion de TBS durante 5 min.; en dos ocasiones
con H,O milli-Q durante 5 min. y en dos ocasiones con etanol al 50% durante 5 min.
Se realizé la incubacién con una solucién 0.5% thioflavina T/50% etanol durante 7 min.
Al término de esta incubacion, se lavaron las secciones de tejido en dos ocasiones
durante 5 min. con 50% etanol, H,O milli-Q, TBS y PBS, para terminar con el montaje
de dichas secciones.

. INMUNOFLUORESCENCIA DE SECCIONES CORONALES DE CEREBROS DE
'RATONES WT Y TG2576 EMPLEANDO UN ANTICUERPO ANTI-AB DE
|CONEJO Y scFv SOLUBLES

Para la doble inmunofluorescencia de secciones coronales de cerebros de ratones
transgénicos de la EA (Tg2576) y wt, todos los cortes fueron lavados en una ocasion
con TBS y H,O milli-Q. Se realizo el pretratamiento de las secciones con acido férmico
al 70% durante 10 min. a TA, seguido de dos lavados con TBS durante 5 min. Para
eliminar el exceso de peroxidasas presentes en el tejido, fue necesario el bloqueo
previo de las peroxidasas endogenas, empleando una solucion de TBS /10%
metanol/3% H,O, durante 30 min. a TA.

Después de esta incubacion, las secciones fueron sometidas a un procedimiento de
lavado que consiste en un lavado con TBS durante 5 min., seguido de un lavado con
TBS-A por 15 min. y por ultimo un lavado con TBS-B por 30 min. La incubacioén de los
scFv anti-AB (5ug/ml) en el tejido se realizé en la solucion de TBS/5% suero de cabra
(Sigma) durante toda la noche a 4°C. Posteriormente los cortes fueron lavados
durante 5 min. con la solucion de TBS, TBS-A y TBS-B. Se realizd una incubacion del
tejido con el anticuerpo anti-c-myc (diluciéon 1:1000) en la solucién TBS/5% suero de
cabra (Sigma) durante 2 hrs. a TA. Los cortes fueron lavados como se menciond
anteriormente para proseguir con la incubacion con el anticuerpo secundario
AlexaFluor 488 hecho en cabra anti-raton-sfx kit (Invitrogen, USA) (dilucion 1:500)
durante 2 hrs. a TA. A continuacion los cortes fueron lavados durante 5 min. con la
solucion de TBS, TBS-A y TBS-B. Se realizé una incubacién del tejido con un
anticuerpo de conejo anti-AB (dilucion 1:1000) en la solucion TBS/5% suero de cabra
(Sigma) durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, los cortes fueron lavados
durante 5 min. con la solucion de TBS, TBS-A y TBS-B e incubados con el anticuerpo
secundario de cabra anti-conejo Alexa-fluor 594 (Invitrogen, USA) (dilucion 1:1000) por
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dos hrs. a TA. Finalmente, el tejido es lavado durante 5 min. con la solucion de TBS,
TBS-A y TBS-B para su montaje.

_ANALISIS POR MICROSCOPIA CONFOCAL DE LA UNION DE LOS scFv
| SOLUBLES AL PEPTIDO Ap EN SECCIONES CORONALES DE CEREBROS
' DE RATONES wt Y TG2576

El analisis por microscopia confocal se llevé a cabo en un sistema confocal FV1000
Olympus (Olympus Tokyo, Japan), empleando el objetivo de 60x UPLSAPO
(NA=1.35). La fluorescencia de la thioflavina T (thioflavin T) o FITC fue obtenida
después de excitar las muestras a 488 nm y las lecturas fueron registradas a 540 nm.
Para la deteccion de Alexa-594, la longitud de onda de excitacion fue 554 nm vy la
longitud de emisién fue registrada a 576 nm. El andlisis de las imagenes y las
reconstrucciones en tres dimensiones (3D) se llevaron a cabo utilizando el software
Imaris 5.0.3 (Bitplane, Imaris™, Saint Paul, MN, USA.). Los controles fueron tratados
con la misma intensidad de laser que para los scFvy VH
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RESULTADOS

COMPLEJIDAD DE LA BIBLIOTECA DE FRAGMENTOS DE
ANTICUERPOS (scFv) ANTI-AB4;

La diversidad o complejidad de la biblioteca de fragmentos de anticuerpos (scFv) anti-
AB4, fibrilar expresada en el bacteriéfago M13 fue de 2 x 10° ufc/ml (unidades de
formacion de colonia/ml). La complejidad representa la variabilidad de la biblioteca es
decir, la cantidad de fagos que tienen genoma diferente en la biblioteca.

EEVALUACION DE FAGOS QUE EXPRESAN scFv Y VH EN LA BIBLIOTECA
EDE RATON INMUNE ANTI-ABa2

ISe determiné el porcentaje de fagos que expresan los scFv en la biblioteca de ratdon
inmune (Figura 4). EI DNA se obtuvo de 6 colonias de la cepa TG1 infectadas con la
biblioteca de scFv. Dicho DNA se amplificé mediante PCR de colonias. Es importante
mencionar que los scFv estan formados a partir de los genes de las regiones variables
(V) de las inmunoglobulinas de células de bazo (esplenocitos) de ratones inmunes
anti-AB42. Los genes de la regién variable de la cadena pesada (VH) son de 400 pb,
mientras que los genes de la region variable de la cadena ligera (VL) son de 350 pb.
Ademas los scFv contienen un linker de 15 aminoacidos (Gly4Ser); de 45 pb. Este
péptido linker flexible se diseid especificamente para poder unir el espacio de 3.5 nm
que existe entre el carboxilo terminal de la cadena VH y el amino terminal de la
cadena VL. Esta construccion facilita el acoplamiento de la cadena y minimiza
problemas de recircularizacion y agregacion que se presentan cuando las dos
cadenas se expresan de manera individual.

En la figura se muestra el porcentaje de clonas con el tamafio de inserto adecuado (=
800 pb) de la biblioteca original, es decir, antes de ser sometida a un procedimiento de
bioseleccion. De las seis colonias evaluadas, cuatro tuvieron el inserto del tamano
adecuado, lo cual corresponde a un porcentaje del 66% (Figura 4).

1 2 3 4 56 7 8 910
800 pb —=

Figura 4. Electroforesis en gel de TAE-agarosa 1.5x con tincién de bromuro de etidio e iluminacién con luz UV de
seis colonias de la biblioteca de scFv de ratén inmune. El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular. El
carril 4 representa el control de PCR. Los carriles 6-10 representan el DNA de fagos de la biblioteca de sFv. El
asterisco (*) de los carriles 6, 8, 9 y 10 corresponden a la clonas con el tamafio del inserto adecuado (= 800 pb).
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COMPLEJIDAD DE LA BIBLIOTECA DE FRAGMENTOS DE
ANTICUERPOS (VH) ANTI-AB42

La diversidad o complejidad de fagos recombinantes de la biblioteca de fragmentos de
anticuerpos (VH) anti-AB,; fibrilar expresada en el fago M13 fue de 8 x 10 (ufc/ml).

'EVALUACION DE FAGOS QUE EXPRESAN VH EN LA BIBLIOTECA DE
' RATON INMUNE ANTI-AB.

Se determind el porcentaje de fagos que expresan los VH de 340 pb, tamano
correspondiente al Vy clonado en el genoma del fago. EIl DNA fue obtenido de 6
colonias, de la cepa TG1 infectadas con la biblioteca de VH. EI DNA se amplificé por
PCR utilizando F8 y PYSAET, que mapean 350 nucledtidos fuera del fragmento V.
En el gel de agarosa se esperaba observar un fragmento de aproximadamente 690 pb.
De la biblioteca original, de las seis colonias evaluadas, solamente dos tuvieron el
inserto del tamafo adecuado (Figura 5), lo cual corresponde al 33%.

1 2345 6789 10

700pb

Figura 5. Electroforesis en gel de TAE-agarosa 1.5x con tincion de bromuro de etidio e iluminacién con luz UV de
seis colonias de la biblioteca de VH de ratén inmune. En donde el carril 1 representa el marcador de peso
molecular, el carril 2 es el control de PCR. Los carriles 5-10 representan el DNA de fagos de la biblioteca de VH. El
asterisco (*) del carril 7 y 10 corresponden a las clonas con el inserto Vy del tamafio adecuado (= 690 pb).

BIOSELECCION DE scFv Y VH DE RATON INMUNE ANTI-AB,,
ESPECIFICOS

Para identificar clonas reactivas al péptido AB42 en las bibliotecas de anticuerpos scFv
y VH anti- AB42, se realizaron dos rondas de bioseleccion con el péptido AR
inmovilizado en placa.

En la tabla 2 se muestran los titulos de los eluidos obtenidos en dos rondas de
bioseleccidén de la biblioteca de scFv de raton inmune anti-AB4 fibrilar. 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 péptido ABs2 en la
placa y que fueron eluidos.
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Ronda Entrada Salida
(ufc/ml) (ufc/ml)

1a 2x10"3 4x10°
2a 1x10™ 3x107

Tabla 2. Titulos de los eluidos de la biblioteca de scFv de ratéon inmune anti-AB4; fibrilar en cada ronda de
bioseleccion. El titulo de entrada corresponde al usado para la bioseleccion y el de salida, el titulo obtenido de cada
ronda de bioseleccion.

En la tabla 3 se muestran los titulos de los eluidos obtenidos en dos rondas de
bioseleccion de la biblioteca de VH.

Ronda Entrada Salida
(ufc/ml) (ufc/ml)
1a 1x10™ 2.4x10°
2a 4x10"2 6x10°

Tabla 3. Titulos de los eluidos de la biblioteca de VH de ratén inmune anti-AB4. fibrilar en cada ronda de
bioseleccion. El titulo de entrada corresponde al usado para la bioseleccion y el de salida el titulo obtenido de cada
ronda de bioseleccion.

'EVALUACION DE LAS CLONAS DE LAS BIBLIOTECAS DE scFv Y VH DE
| RATON INMUNE ANTI-ABs, CON EL TAMARO DE INSERTO ADECUADO

Para identificar clonas reactivas al péptido ABs, fibrilar de las bibliotecas de
anticuerpos de scFv o VH de raton inmune anti-ABa; fibrilar, se realizaron dos rondas
de bioseleccidn con el péptido inmovilizado en placa.

Después de la primera ronda de bioseleccion de la biblioteca de scFv de ratén inmune
anti-ABa42 fibrilar, se picaron al azar 20 clonas y se analizaron. De las 20 clonas
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seleccionadas, 7 clonas tuvieron el tamafo de inserto adecuado (= 800 pb), lo cual
corresponde al 35% (Figura 6).

Se colectaron aleatoriamente diferentes clonas después de cada ronda de
bioseleccion, para identificar aquellas con el tamafno de inserto adecuado.
Posteriormente, fueron evaluadas en un ensayo de ELISA.

A l 2 345678 91011 12
* %k Xk * *
800 pb —* ®

B 1234567 89101112

800 pb

Figura 6. Analisis por PCR de las clonas obtenidas de la primera ronda de bioseleccién de la biblioteca de scFv de
raton inmune anti-AB4z fibrilar. (A y B) El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular. El carril 2
corresponde al control de PCR. Los carriles del 3-12 representan a los productos de PCR amplificados del DNA de
clonas de la primera ronda de bioseleccion. El asterisco (*) indica las clonas que tienen el tamafio del inserto
adecuado. Gel de TAE-agarosa 1.5x con tincién de bromuro de etidio e iluminacién con luz UV.

Se hizo una segunda ronda de bioseleccion de la biblioteca de scFv de ratén inmune
anti-AB4; fibrilar y se picaron al azar 20 clonas para su analisis. De las 20 clonas
seleccionadas, ninguna tuvo el tamafo de inserto adecuado (= 800 pb) (Dato no
mostrado).

Después de la primera ronda de bioseleccion de la biblioteca de VH de ratéon inmune
anti-AB4, fibrilar, se picaron al azar 40 clonas y se analizaron. De las 40 clonas
seleccionadas, 13 clonas tuvieron el tamafio de inserto adecuado (= 690 pb), lo cual
corresponde al 32.5% (Figura 7).
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A 1 23 456 7 8 9 1011

700pb —

B 12345678 91011

700 pb —

C 1 2 3 4 5 6 78 910 11

700pb —,

D 1 2 3 4 5 6 7 8 951011

700 pb —

Figura 7. Analisis por PCR de las clonas obtenidas de la primera ronda de bioseleccion de la biblioteca de VH de
ratén inmune anti-AB42 fibrilar. (A-D). El carril 1 representa al marcador de peso molecular. Los carriles del 2-11
representan a los productos de PCR amplificados del DNA de clonas de la primera ronda de bioseleccion. El
asterisco (*) indica las clonas que tienen el tamafo del inserto adecuado. Gel de TAE-agarosa 1.5x con tincion de

bromuro de etidio e iluminacion con luz UV.

Se hizo una segunda ronda de bioseleccion de VH anti-AB como se describid
anteriormente. Se picaron al azar 20 clonas y se analizaron. De las 20 clonas
seleccionadas, 15 tuvieron el tamafio de inserto adecuado (= 690 pb), lo cual
corresponde al 75% (Figura 8).
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A 1234567891011

700pb —

B 1234567 8 91011

700pb —

Figura 8. Analisis por PCR de las clonas obtenidas de la primera ronda de bioseleccién de la biblioteca de scFv de
raton inmune anti-ABa42 fibrilar (A y B). Los carriles del 2-11 representan a los productos de PCR amplificados del
DNA de clonas de la primera ronda de bioseleccion. El asterisco (*) indica las clonas que tienen el tamafio del
inserto adecuado. Gel de TAE-agarosa 1.5x con tincion de bromuro de etidio e iluminacién con luz UV.

BIOSELECCION DE scFv ANTI-ADDLS ESPECIFICOS A PARTIR
DE UNA BIBLIOTECA DE scFv DE HUMANO NO INMUNE

Actualmente se ha observado que no existe una correlacion directa entre el numero de
placas amiloides y el dafo cognitivo, pero si existe correlaciéon entre la pérdida
sinaptica y los niveles del péptido AB soluble, por lo tanto se ha sugerido que la
patogénesis de la EA involucra especies solubles del péptido AB. Estos oligbmeros
solubles (conocidos como ADDLs y protofibrillas) explican la baja correlacion entre
depositos de fibrillas insolubles del péptido AB y la progresion de la EA (Klein, 2002).
En la actualidad, el numero de referencias sobre los efectos protectores potenciales de
la inmunoterapia con el péptido AB en la neutralizacion de oligémeros del péptido AB,
va en crecimiento.

Es por esta razén que actualmente existe un gran interés en estas especies solubles
para el tratamiento de la EA en un estado temprano. Por lo anterior se decidi6 trabajar
con una biblioteca de scFv (naive) de humano que se tiene disponible en el
laboratorio, para hacer una nueva bioseleccion de clonas que reconozcan a los ADDLs
del péptido ABaa.

Para identificar clonas reactivas al péptido AB42 soluble (ADDLs) en la biblioteca de
anticuerpos scFv de humano no inmune, se realizaron cuatro rondas de bioseleccion
con el péptido AB42 soluble (ADDLs) (AnaSpec, San Jose, CA, USA) inmovilizado en
placa.

67



En la tabla 4 se muestran los titulos de los eluidos obtenidos en 4 rondas de
bioseleccion de la biblioteca de scFv de humano no inmune anti-AB42 soluble (ADDLs).
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 los ADDLs
en la placa y que fueron eluidos.

Ronda Entrada Salida

(ufc/ml) (ufc/ml)

1a 3.2x10" 5.2x10°

2a 1.3x10" 3.5x10°

3a 1.56x10" 1.3x10°
4a 1.02x10" 1x10°

Tabla 4. Titulos de los eluidos de la biblioteca de scFv de humano no inmune en cada ronda de bioseleccion. El
titulo de entrada corresponde el usado para la bioselecciéon y el de salida, el titulo obtenido de cada ronda de
bioseleccion.

EEVALUACION DE LAS CLONAS DE LA BIBLIOTECA DE scFv DE HUMANO
ENO INMUNE ANTI-ADDLS CON EL TAMANO DE INSERTO ADECUADO

Para identificar clonas reactivas a ADDLs de la biblioteca de fragmentos de
anticuerpos (scFv) de humano no inmune, se realizaron cuatro rondas de bioseleccion
con el péptido inmovilizado en placa.

Se seleccionaron aleatoriamente diferentes clonas después de cada ronda de
bioseleccion, para identificar clonas con el tamafo de inserto adecuado, las cuales
fueron evaluadas en un ensayo de ELISA posterior.

Después de la primera ronda de bioseleccion de la biblioteca de scFv de humano no
inmune, se picaron al azar 5 clonas y se analizaron. De las 5 clonas seleccionadas, 4
clonas tuvieron el tamafio de inserto adecuado (= 800 pb), lo cual corresponde al 80%
(Figura 9).
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1 2 3 4 5 6 7 8

800 pb

Figura 9. Electroforesis en gel de TAE-agarosa 1.5x con tincion de bromuro de etidio e iluminacién con luz UV de
cinco colonias infectadas con la biblioteca de scFv de humano no inmune. El carril 1 corresponde al marcador de
peso molecular. El carril 2 representa el control de PCR. Los carriles 4-8 representan el DNA de fagos de la
biblioteca de scFv. El asterisco (*) de los carriles 4, 6, 7 y 8 corresponden a la clonas con el inserto del tamafo
adecuado (= 800 pb).

Se hizo una segunda ronda de bioseleccion de scFv anti-AB como se describio
anteriormente. Se picaron al azar 5 clonas y se analizaron. De las 5 clonas
seleccionadas, 3 tuvieron el tamafio de inserto adecuado (= 800 pb), lo cual

corresponde al 60% (Figura 10).

1 2 3 4 5 6 7

800 pb

Figura 10. Electroforesis en gel de TAE-agarosa 1.5x con tincién de bromuro de etidio e iluminacion con luz UV de
cinco colonias infectadas con la biblioteca de scFv de humano no inmune. El carril 1 corresponde al marcador de
peso molecular. El carril 2 representa el control de PCR. Los carriles 3-7 representan el DNA de fagos de la
biblioteca de sFv. El asterisco (*) de los carriles 5 y 7 corresponden a la clonas con el inserto del tamafio adecuado
(=800 pb).

Se realizd una tercera ronda de bioseleccion como se describié anteriormente, se
picaron al azar 20 clonas y se analizaron. De las 20 clonas seleccionadas, 10 clonas
tuvieron el tamafo de inserto adecuado, lo cual corresponde al 50% (Figura 11).
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A 1 234 56 78 9101112

800pb —

B 1 23 4 567 8 9101112

800pb —

Figura 11. Electroforesis en gel de TAE-agarosa 1.5x con tinciéon de bromuro de etidio e iluminacién con luz UV de
veinte colonias infectadas con la biblioteca de scFv de humano no inmune (A y B). El carril 1 corresponde al
marcador de peso molecular. Los carriles 3-12 representan el DNA de fagos de la biblioteca de scFv. El asterisco
(*) de los carriles corresponden a la clonas con el inserto del tamafio adecuado (= 800 pb).

Después de una cuarta ronda de bioseleccion, se picaron al azar 20 clonas y se
analizaron. De las 20 clonas seleccionadas, 8 clonas tuvieron el tamano de inserto

adecuado, lo cual corresponde al 40% (Figura 12).

1 2 34 56 78 910111213 1415 1617 18 1920 21222324 25

800 p

Figura 12. Electroforesis en gel de TAE-agarosa 1.5x con tinciéon de bromuro de etidio e iluminacién con luz UV de
veinte colonias infectadas con la biblioteca de scFv de humano no inmune. El carril 1 corresponde al marcador de
peso molecular. Los carriles 2, 4 y 5 corresponden a controles de PCR. Los carriles 6-25 representan el DNA de
fagos de la biblioteca de scFv. El asterisco (*) de los carriles 8, 9, 10, 11, 13, 15, 18 y 20 corresponden a la clonas
con el inserto del tamarfio adecuado (= 800 pb).

EELISA DE LAS CLONAS DE scFv Y VH DE RATON INMUNE DE LA PRIMERA
Y SEGUNDA RONDA DE BIOSELECCION

Mediante un ensayo de ELISA se identificaron clonas reactivas al péptido A4, fibrilar
a partir de la primera y segunda ronda de bioseleccion de las bibliotecas de scFv y VH
de raton inmune anti-AB4, fibrilar. Para dicho ensayo se probaron las clonas
amplificadas con los titulos homologados a 10" ufc/ml, utilizando el péptido ABaz
fibrilar inmovilizado en la placa.

Las clonas que tuvieron el tamafo adecuado fueron evaluadas mediante este ensayo
de ELISA. Se eligieron para su posterior evaluacion a las clonas que presentaron una
DO tres veces 0 mas por encima de la del control negativo M13, después de tres
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réplicas. Con este criterio se obtuvieron dos clonas de scFv de ratén inmune (clona 1.6
y clona 1.10) (Figura 13). Debido a que no mantuvieron su reactividad al péptido ABa42
en ensayos de ELISA posteriores, no se continué con la evaluacion de la capacidad
neuroprotectora de los scFv de la biblioteca de ratén inmune.
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Figura 13. Analisis por ELISA de la union de las clonas de scFv de raton inmune seleccionadas al péptido AR
fibrilar y a un péptido no relacionado (PNR) como control. Se utilizé6 un scFv anti-AB42 como control positivo (scFv
4.4) y M13 silvestre como control negativo. Los datos que se expresan como media *+ D.E. son el resultado de tres
experimentos independientes.

De la biblioteca de VH de raton inmune se obtuvieron tres clonas reactivas (C1.27,
C1.28 y C2.8) (Figura 14), las cuales fueron evaluadas en los ensayos de
neuroproteccion in vitro con células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y).
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Figura 14. Analisis por ELISA de la union de las clonas de VH de ratén inmune seleccionadas al péptido ABaz fibrilar
y a un péptido no relacionado (PNR) como control. Se utilizd un scFv anti-AB42 como control positivo (scFv 4.4) y
M13 silvestre como control negativo. Los datos que se expresan como media = D.E. son el resultado de tres
experimentos independientes.
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EELISA DE LAS CLONAS DE scFv DE HUMANO NO INMUNE DE LA TERCERA
Y CUARTA RONDA DE BIOSELECCION

Se identificaron clonas reactivas a ADDLs a partir de la tercera y cuarta ronda de
bioseleccion de la biblioteca de scFv de humano no inmune en un ensayo de ELISA.
Se probaron las clonas amplificadas con el tamafio de inserto adecuado con los titulos

homologados a 10" ufc/ml. Se utilizé el péptido AB42 soluble (ADDLs) inmovilizado en
la placa a 2 pg/ml en amortiguador de carbonatos.

De este ensayo se obtuvieron dos clonas reactivas (scFv 3.20 y scFv 4.8) cuya DO se
encontraba por encima del control negativo al menos por tres veces (Figura 15). Las
clonas 3.20 y 4.8, mostraron alta reactividad al péptido, por lo cual fueron evaluadas

en ensayos de neuroproteccion in vitro con células de neuroblastoma humano (SH-
SY5Y).
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Figura 15. Analisis por ELISA de la union de las clonas de scFv de humano no inmune seleccionadas a ADDLs, al
péptido ABa42 fibrilar y a un péptido no relacionado (PNR) como control. Se utilizé un scFv anti-AB42 como control

positivo (scFv 4.4). Los datos que se expresan como media + D.E. son el resultado de tres experimentos
independientes.

MAPEO DE EPITOPOS DE LAS CLONAS POSITIVAS DE scFv Y
VH USANDO FRAGMENTOS DEL AB4;

Para determinar cual es la regién del péptido AR reconocida por cada una de las
clonas, se realizé un ensayo de ELISA con fragmentos del péptido AR (AB1-16, AB12-2s,

AB17.42 Y ABs.42), para todas las clonas seleccionadas (scFv 3.20, scFv 4.8, VH 1.27,
VH 1.28 y VH 2.8).
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Una ventaja de la generacién de bibliotecas de VH o scFv anti-AB4,, es la posibilidad
de seleccionar anticuerpos con cierta especificidad. Por ejemplo, en un estudio previo
(Pfeifer et al, 2002), se observoé que después de la inmunizacion pasiva de ratones
transgénicos (APP23), con un anticuerpo monoclonal especifico para la region N-
terminal del péptido AB, se presentaron microhemorragias.

Uno de los hallazgos del presente estudio, es que ninguna de las clonas
seleccionadas (VH de raton inmune o scFv de humano no inmune), reconocieron la
region N-terminal del péptido AB (fragmentos AB1.16 Y AB12-28), COMO se muestra en la
Figura 16 (A y B). Se encontré que las clonas estan dirigidas del centro al extremo C-
terminal del péptido AB.

OAR 1-42
mAR 1-16
BAR 12-28
OAR 17-42
OAR 8-42
mPNR

DO 405 +D.E.

scFv 3.15 scFV 3.20 scFv4.8
Clona
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Figura 16. Mapeo de las clonas positivas de scFv de humano no inmune (A) y VH de ratén inmune (B) utilzando
péptidos truncados del AB42 y un péptido no relacionado. El control negativo es la clona de scFv 3.15 y el control
positivo es la clona de scFv 4.4. Los datos que se expresan como media + D.E. son el resultado de dos
experimentos independientes. Las medias sefaladas con diferentes letras son estadisticamente diferentes
(p<0.05).

ENSAYOS DE NEUROTOXICIDAD MEDIADA POR ADDLS EN
CELULAS DE NEUROBLASTOMA HUMANO (SH-SY5Y)

Con el fin de caracterizar la capacidad de las clonas de scFv y VH de inhibir la
neurotoxicidad por ADDLs en las células de neuroblastoma humano (SH-SYY5Y), se
determind la concentracion de ADDLs que induce neurotoxicidad. En la Figura 17 se
muestran los resultados de tres experimentos de neurotoxicidad con ADDLs a 10 y 20
MM en células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y). Para dichos resultados se
cuantificod la citotoxicidad con el ensayo de XTT. La lectura de la DO a 500 nm fue
registrada usando el lector de microplacas Opsys Mr (Dynex Tech, Chantilly, VA,
USA).

Las células tratadas con ADDLs a 10 pM y 20 uM muestran alrededor de 10.7 y 23.4%
de mortalidad respectivamente. EI DMSO es el vehiculo presente en todos los
tratamientos (células control). Los controles negativos son el péptido AB4z-1 y el APss.
25, que no son toéxicos para las células. El control positivo es la camptotecina (15 pM),
un inductor de apoptosis.
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Figura 17. Efecto de los ADDLs a dos concentraciones (10 y 20 uM) en las células de neuroblastoma de humano
SH-SY5Y con respecto a las células control (DMSO). Se determind la citotoxicidad por la reduccion del XTT. Los
datos se expresan como media = D.E. de tres experimentos independientes.

ENSAYOS DE INHIBICION DE LA NEUROTOXICIDAD MEDIADA
POR ADDLS EN CELULAS DE NEUROBLASTOMA HUMANO
(SH-SY5Y), POR LAS CLONAS POSITIVAS DE VH
DESPLEGADAS EN FAGO

Se midié la citotoxicidad mediada por ADDLs sd6lo o en combinacién con las clonas de
VH de raton inmune (en alta copia) a diferentes concentraciones. Cada una de las
clonas seleccionadas, fueron preincubadas por 24 hrs. con los ADDLs a 4°C.
Posteriormente, la mezcla se adicioné a las células de neuroblastoma humano (SH-
SY5Y). Al término de una incubacién de 24 hrs. de los tratamientos con las células, se
midio la viabilidad celular, mediante la cuantificacion de la actividad redox con el kit de
XTT.

En la Figura 18 se presenta el resultado de un experimento representativo (Figura 18
A), en el cual, las células SH-SY5Y fueron incubadas con ADDLs (20 uM) y la clona de
VH, C 1.27, seleccionada a partir de una biblioteca de raton inmune. Este experimento
se llevd a cabo a concentraciones molares crecientes de la clona (a una relacién molar
fago: ADDLs de 1:10000, 1:5000, 1:2500, 1:1250, 1:625 y 1:312.5), manteniendo
constante la concentracion de ADDLs (20 uM). La clona C 1.27, con la relacion molar
de 1:312 de fago, inhibié totalmente la toxicidad de los ADDLs.

Del mismo modo, se midié la citotoxicidad mediada por ADDLs (20 uM) sélo o en
combinacioén con una clona de VH (en alta copia). Se determin6 que la relacion molar
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fago:ADDLs necesaria para inhibir el efecto téxico de los ADDLs para la clona C 1.28
fue de 1:312 molar (Figura 18 B) y para la clona C 2.8 fue de 1:625 (Figura 18 C).
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Figura 18. Inhibicién de la neurotoxicidad inducida por los ADDLs por la presencia de las clonas de VH de ratén
inmune desplegadas en fago a diferentes concentraciones crecientes en las células SH-SY5Y, determinado por la
reduccion del XTT. Los datos se expresan como media + D.E. de tres experimentos independientes.

ENSAYOS DE INHIBICION DE LA NEUROTOXICIDAD MEDIADA
POR ADDLS EN CELULAS DE NEUROBLASTOMA HUMANO
(SH-SY5Y), POR CLONAS DE scFv DESPLEGADAS EN FAGO

De la misma manera, a continuaciéon se presentan los resultados de tres experimentos
(Figura 19), en el cual, las células SH-SY5Y fueron incubadas con ADDLs y las clonas
de scFv seleccionadas a partir de una biblioteca de scFv de humano no inmune
(naive). La clona scFv 3.20 (Figura 19 A) fue evaluada a concentraciones crecientes (a
una relacion molar fago: ADDLs de 1:10000, 1:5000, 1:2500, 1:1250 y 1:625), al igual
que una clona de scFv como control positivo (4.4). En el caso de la clona scFv 3.20,
con la relacién molar de fago:ADDLs 1:1250, inhibié totalmente la toxicidad de los
ADDLs. La clona scFv 4.4, con la relacion molar de fago: ADDLs 1:625 (dato no
mostrado), inhibié totalmente la toxicidad de los ADDLs.

Bajo el mismo disefio experimental, la clona scFv 4.8 previene la toxicidad mediada
por ADDLs en la relacion molar fago:ADDLs 1:625 (Figura 19 B).
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Figura 19. Inhibicion de la neurotoxicidad inducida por los ADDLs por la presencia de las clonas de scFv de
humano no inmune desplegadas en fago a diferentes concentraciones crecientes en las células SH-SY5Y,
determinado por la reduccién del XTT. Los datos se expresan como media + D.E. de tres experimentos
independientes.
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ENSAYO DE INHIBICION DE LA TOXICIDAD MEDIADA POR
ADDLS EN PRESENCIA DE LAS CLONAS DE scFv DE HUMANO
SOLUBLES EN CELULAS DE NEUROBLASTOMA (SH-SY5Y)

Se midi6 la citotoxicidad mediada por ADDLs sélo o en combinacién con las clonas
seleccionadas por su reactividad a ADDLs de los scFv de humano no inmune solubles
a diferentes concentraciones. Las clonas seleccionadas, fueron preincubadas por 24
hrs. con los ADDLs a 4°C. Posteriormente, esta mezcla se adicion6 a las células de
neuroblastoma humano (SH-SY5Y) por 24 h a 37°C. Al término de 24 hrs. se midio la
viabilidad celular, mediante la cuantificaciéon de la actividad redox con XTT (Figura 20).

Cada una de las clonas fue evaluada a diferentes concentraciones crecientes (a una
relacion molar de scFv:ADDLs 1:20, 1:10 y 1:5. Se mantuvo constante la
concentracion de ADDLs (5 uM). En el caso de la clona scFv 3.20 y scFv 4.4 se inhibid
totalmente la toxicidad inducida por los ADDLs, con la relacion molar 1:5. Mientras que
en la clona scFv 4.8 se inhibid totalmente la toxicidad inducida por los ADDLs, con la
relacion molar de 1:20 del scFv.
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Figura 20. Inhibicién de la neurotoxicidad producida por los ADDLs ante la presencia de las clonas de scFv de
humano no inmune solubles a diferentes concentraciones crecientes en las células SH-SY5Y, determinada por la
reduccion del XTT. Los datos se expresan como media + D.E. de tres experimentos independientes.

INMUNOHISTOQUIMICA DE SECCIONES CORONALES DE
CEREBROS DE RATONES wt Y Tg2576 CON scFv SOLUBLES

La presencia de placas neuriticas o seniles, formadas principalmente por depdsitos
extracelulares del péptido A fibrilar, es uno de los dos marcadores empleados para el
diagnéstico de la EA y se encuentran presentes en areas de la corteza cerebral e
hipocampo.

Se emplearon los scFv solubles purificados (4.4, 3.15, 3.20 y 4.8) para tefir cortes
coronales de cerebros de ratones transgénicos de la EA (Tg2576) y wt con DAB
(Figura 21). La linea de ratones transgénicos Tg2576 sobreexpresa la APP con la
doble mutacién sueca KM670/671NL bajo el control del promotor de la proteina del
prion en una cepa hibrida C57B6 x SJL. Estos animales desarrollan con la edad,
déficit de memoria y aprendizaje asociados a la aparicion de placas amiloides en
areas limbicas y corticales que se inicia en torno al afio de edad (Hsiao et al, 1996).

Con esta técnica fue posible apreciar los depdsitos de agregados del péptido AR, al
ser reconocidos por las clonas positivas de scFv solubles. En la Figura 21 se muestran
las imagenes donde se observd la inmunotincion en el hipocampo de los cortes de
cerebro de los ratones transgénicos de la EA (Tg2576) y no asi en los cortes
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cerebrales de los ratones wt, empleando las clonas positivas de scFv solubles (3.20,
44vy4.38).

No se encontré tincion en el caso de la clona negativa, tanto en los cortes de ratones
transgénicos, como en el caso de los ratones wt.

Tg2576

Clona Negativa

scFv (4.4)

scFv (4.8)

scFv (3.20)
||||‘|\“““‘H“““\|||||||!i

Figura 21. Analisis de la inmunoreactividad de los scFv positivos solubles purificados (clona negativa, scFv 3.20,
scFv 4.4,y scFv 4.8), hacia depdsitos del péptido AR mediante inmunohistoquimica de cortes coronales a nivel de
hipocampo de ratéon wt y Tg2576. GD: Giro Dental del hipocampo. Los cortes fueron tefiidos con diaminobencidina.
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INMUNOFLUORESCENCIA DE SECCIONES CORONALES DE
CEREBROS DE RATONES wt Y Tg2576 EMPLEANDO scFv Y
VH SOLUBLES

' INMUNOFLUORESCENCIA DE SECCIONES CORONALES DE CEREBROS DE
ERATON EMPLEANDO scFv Y VH SOLUBLES Y THIOFLAVINA T

Con el objeto de caracterizar las propiedades de union de los fragmentos de
anticuerpo seleccionados, se emplearon los scFv y VH solubles para el analisis por
microscopia confocal de cortes coronales de cerebros de ratones wt y el mismo
modelo murino de la EA (Tg2576), que presenta agregados naturales del péptido Ap.
Se marcaron las placas amiloides con thioflavina T (verde) y los scFv y VH en rojo
(TRITC) (Figura 22 y 23).

Con esta técnica se definieron depdsitos del péptido AR como placas, con un centro
denso y la periferia difusa, las placas fueron reactivas tanto para la tincion con
thioflavina T, como para los scFv y VH positivos, en los cortes de cerebros de ratones
transgénicos Tg2576.

El empleo de thioflavina T, permitio tefir material fibrilar amiloide, como es el caso de
las placas neuriticas, que estan constituidas por el péptido ABs Yy AB42. Con esta
tincion fue posible apreciar las placas neuriticas con un centro denso estrellado, que
representa el mismo patron de tincidon con la clona scFv 3.20. En el caso de las clonas
scFv 4.4 y scFv 4.8 se observo una tincion importante en la periferia de las placas, no
en el centro de éstas, lo que sugiere una mayor reaccién a los oligébmeros de las
placas y no a las fibrillas densas del centro de éstas, siendo mas evidente para el caso
de la clona scFv 4.8 (Figura 22). No se encontré tincion, ni con thioflavina T, ni con los
scFv en los cortes de cerebros de ratones wt (dato no mostrado).
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Figura 22. Analisis con microscopia confocal de cortes coronales de cerebros de ratén Tg2576 a nivel de
hipocampo, con scFv solubles purificados (A, B y C). Anticuerpos scFv solubles seleccionadas de una biblioteca de
humano no inmune desplegados en fago (clona negativa, scFv 4.4, scFv 3.20 y scFv 4.8), reconocen depositos del
péptido AR en el hipocampo de ratones transgénicos (Tg2576). (A) Aumento bajo donde se muestra el
reconocimeinto del scFv 3.20 hacia los depésitos del péptido AB. (B) Aumento alto que muestra con mayor detalle,
la unién de los scFv a los depdésitos del péptido AB. El panel de la izquierda muestra la tincion de los depositos del
péptido AB con Thioflavina T (verde); en el centro se observa la reactividad de los fragmentos de anticuerpo scFv
solubles (rojo); el panel a la derecha muestra la fusidn de los canales en rojo y verde, es decir, la colocalizaciéon de
la fluorescencia verde y roja (amarillo).

Con el objeto de caracterizar las propiedades de unién de las clonas positivas de VH
solubles seleccionadas, se realizé el analisis por microscopia confocal de cortes
coronales de cerebros de ratones wt y el mismo modelo murino de la EA (Tg2576). Se
realizaron dos tinciones: una con thioflavina T (verde), que permitié tefiir material
fibrilar amiloide, como es el caso de las placas neuriticas, que estan constituidas por el
péptido ABso ¥ AB42. La otra con TRITC, que tifié de color rojo a los VHs solubles. En
el caso de las clonas positivas de VH (VH 1.27, VH 1.28 y VH 2.8) se observd una
tincion importante en la periferia de las placas, no en el centro de éstas, y como se
mencionod anteriormente, esto sugiere una mayor inmunoreaccion a los oligdmeros de
las placas y no a las fibrillas densas del centro de éstas (Figura 23). No se encontrd
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tincidn, ni con thioflavina T, ni con los VH en los cortes de cerebros de ratones wt (dato
no mostrado).

Thioflavin T

VH 2.8 VH 1.28 VH 1.27

VH
negative

Figura 23. Analisis con microscopia confocal de cortes coronales de cerebros de ratén Tg2576 a nivel de
hipocampo, con VH solubles purificados. Los fragmentos de anticuerpos VH solubles seleccionados de una
biblioteca de ratén inmune (clona negativa, VH 1.27, VH 1.28 y VH 2.8), reconocen depdsitos del péptido AR en el
hipocampo de ratones transgénicos (Tg2576). El panel de la izquierda muestra la tincion de depdsitos del péptido
AB con Thioflavina T (verde); en el centro se observa la reactividad de los fragmentos de anticuerpo VH solubles
(rojo); el panel a la derecha muestra la fusidon de los canales en rojo y verde, es decir, la colocalizacion de la
fluorescencia verde y roja (amarillo).

INMUNOFLUORESCENCIA DE SECCIONES CORONALES DE CEREBROS DE
RATONES WT Y TG2576 EMPLEANDO UN ANTICUERPO ANTI-ABs> DE
| CONEJO Y scFv SOLUBLES

Ademas se emplearon los scFv solubles (verde, Alexa-Fluor 488, Invitrogen, USA)
para el analisis por microscopia confocal de cortes coronales de ratones wt y el mismo
modelo murino de la EA (Tg2576), con una segunda tincion empleando un anticuerpo
de conejo anti-AB42 y (rojo, Alexa—Fluor 594 goat anti-rabbit, Invitrogen, USA).

Con todas las clonas positivas se observd reactividad (verde) de los depdsitos
amiloides en las placas neuriticas de los cortes de cerebros de ratones transgénicos
(Tg2576) (Figura 24), con excepcion en los cortes de cerebro de ratones wt (dato no
mostrado). Para el caso del anticuerpo de conejo anti-AB42 también se observo
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reactividad en las placas neuriticas en los cortes del cerebro de ratones Tg2576, con
excepcion de los cortes de cerebro de ratones wt.

Los patrones de inmunoreactividad de los scFv anti-A3 fueron mayores en la periferia
de las placas y no en el corazén de ellas. Como se mencioné anteriormente, esto
sugiere una mayor reaccién hacia los oligobmeros del péptido AR y no a las fibrillas
densas del centro de las placas neuriticas.

85



A DIC AP (142) scFv (3.20)

AP (1-42)

scFv (4.8)

scFv
negative

Figura 24. Analisis con microscopia confocal de cortes coronales de cerebros de ratén Tg2576 a nivel de
hipocampo, con scFv solubles purificados (A, B y C). Fragmentos de anticuerpos scFv solubles de una biblioteca de
humano no inmune (clona negativa, scFv 3.20 y scFv 4.8), reconocen depositos del péptido AR en el hipocampo de
ratones transgénicos (Tg2576). (A) Aumento bajo donde se muestra el reconocimeinto de un anticuerpo anti-A3
control (rojo) y del scFv 3.20 hacia los depdsitos del péptido AB. (B) Aumento alto que muestra con mayor detalle,
la unién de los scFv a los depdsitos del péptido AB. El panel de la izquierda muestra la tincion de depdsitos del
péptido AB con un anticuerpo anti-AB (rojo); en el centro se observa la reactividad de los fragmentos de anticuerpo
scFv solubles (verde); el panel a la derecha muestra la fusion de los canales en rojo y verde, es decir, la
colocalizacion de la fluorescencia verde y roja (amarillo).
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DISCUSION

En este estudio se seleccionaron, a partir de bibliotecas de fragmentos de anticuerpos,
anticuerpos recombinantes en los formatos de scFv y VH. Los VH son fragmentos
variables de cadena pesada de inmunoglobulinas y los scFv son anticuerpos de
cadena sencilla del fragmento variable de las inmunoglobulinas. Se evaluaron las
caracteristicas de unidén al péptido ABs2, asi como su capacidad para inhibir la
toxicidad del péptido ABa4z in vitro, en una linea célular de neuroblastoma de humano
SH-SY5Y. Por otro lado, se demostré que estos anticuerpos recombinantes se unen al
péptido AB4, presente en cerebros de ratones transgénicos.

La inmunoterapia, tanto activa como pasiva, ha mostrado efectividad en diferentes
modelos murinos de la EA (Brody et al, 2008), caninos y primates (Lemere et al, 2004;
Head et al, 2008). Sin embargo, existen casos de efectos secundarios como
inflamacion y micronemorragias. Una rapida respuesta de la microglia alrededor de la
patologia amiloide e interacciones de la microglia via receptor Fc con anticuerpos
completos en la opsonizacion del amiloide, ha mostrado un incremento en el proceso
de inflamacién (Lue et al, 2002; Koenigsknecht-Talboo et al, 2008). Sin embargo en un
estudio del grupo de Morgan (2006), se observaron efectos secundarios vasculares
minimos después de la administracion pasiva de anticuerpos anti-Af3 desglucosilados
en comparacion con anticuerpos anti-Af completos (Wilcock et al, 2006). La
desglucosilacion de IgG resulta en la unidén deficiente al receptor Fc y C1q del
complemento, lo que lleva a una activacion disminuida de la microglia. Ademas, se ha
demostrado que la reduccion de agregados del péptido AP después de la
inmunizacién con ABs; de ratones Tg2576 knock-out de la cadena FcR-y (receptor
para el fragmento Fc de la IgG), es equivalente a la reduccion de depdsitos del péptido
AB en la inmunizacién a la misma edad de ratones Tg2576 que si sintetizan la FcR, lo
que sugiere que la porcion de Fc del anticuerpo anti-AB, que se requiere para la
interaccién con FcR, puede no ser necesaria para que sea efectiva la inmunoterapia
con el péptido AR (Das et al, 2003). El empleo de fragmentos de anticuerpos que
carecen de la porcion funcional Fc de una molécula de Ig completa, representa un
acercamiento alternativo para la inmunoterapia pasiva para el tratamiento de la EA
(Bacskai et al, 2002).

La inmunizacion pasiva podria ser de gran utilidad en personas de edad avanzada,
cuyo sistema inmune, al igual que otros sistemas, se ve deteriorado por la edad.
(Schenk, 2002). Bard y colaboradores (2000) administraron anticuerpos monoclonales
y policlonales a modelos murinos de la EA, mediante inyecciones intraperitoneales con
un intervalo semanal. Algunos anticuerpos lograban cruzar la barrera
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hematoencefalica y unirse a depositos amiloides, activando la fagocitosis de los
mismos por células microgliales. En un estudio posterior, dirigido a encontrar las
caracteristicas de los anticuerpos efectivos en la limpieza de placas, dichos autores
encontraron que solo los anticuerpos dirigidos a las regiones aminoterminales del
péptido amiloide activan la fagocitosis de las placas (Bard et al, 2003).

Sin embargo, se ha demostrado que la inmunizacién pasiva con anticuerpos anti-Af
puede provocar microhemorragias o meningoencefalitis autoinmune aséptica en
ratones (Pfeifer et al, 2002; Lee et al, 2005 y Racke et al, 2005). De esta manera, en la
EA el uso de fragmentos de anticuerpos para inmunoterapia presenta otra ventaja
adicional, como lo es la carencia del dominio Fc del anticuerpo. La funcion del dominio
Fc es la activacion de microglia y células fagociticas, que pueden producir reacciones
adversas al administrarse o dirigirse al SNC. Para el estudio de la EA, algunos scFv
han sido evaluados, y se ha encontrado que presentan las mismas propiedades anti-
agregantes y/o desagregantes que los anticuerpos completos (Schenk et al, 1999;
Das et al, 2003).

Uno de los resultados relevantes de este trabajo es que los fragmentos de anticuerpos
seleccionados no reconocen la region amino-terminal del ABs2. Se ha sugerido que los
anticuerpos que no son dirigidos a la regidon amino-terminal, no interactuan
directamente con las placas amiloideas. Se sugiere que la interaccién de estos
anticuerpos podria ser a través de la captura del péptido AB amiloide soluble
(DeMattos et al, 2001; Bard et al, 2000). Esta caracteristica es importante ya que
impiden la formacién de placas amiloides, eliminando al péptido AB soluble en forma
de oligbmeros.

Debido a que el analisis del cerebro en autopsias de pacientes con EA muestra que no
existe una correlacion directa entre el numero de placas amiloides y el dafio cognitivo,
pero si existe correlacion entre la pérdida sinaptica y los niveles del péptido AR
soluble, se ha sugerido que la patogénesis de la EA involucra especies solubles del
péptido AR (Klein, 2002). Estos oligdmeros de bajo peso molecular (dimeros, trimeros
y tetrameros) (McLean et al, 1999; Cleary et al, 2005; Shankar et al, 2008), se
encuentran en compartimentos intra y extracelulares, y afectan la plasticidad sinaptica
y la funcién cognitiva (Walsh et al, 2002; Cleary et al, 2005; Klyubin et al, 2005;
Townsend et al, 2006; Shankar et al, 2008). Las preparaciones del péptido AR
usadas en mi estudio, contienen oligdbmeros de bajo peso molecular. Ademas, los
fragmentos de anticuerpo seleccionados en este estudio neutralizaron los efectos
toxicos de estas especies.
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Otra cuestién importante que hay que considerar para la inmunoterapia, es que en
pacientes con EA, sindrome de Down y modelos murinos de la EA se encuentran
formas truncadas o aminomodificadas del péptido AR en las placas difusas y
compactas. Sin embargo, la mayoria de los anticuerpos empleados en estudios
previos reconocen al epitopo inmunodominante del extremo amino-terminal (EFRH)
del péptido AB, que estda ausente en péptidos N-truncados. Los anticuerpos
recombinantes seleccionados en este estudio, se unen a péptidos N-truncados del AR,
por lo tanto, pueden dirigirse a un amplio rango de especies toxicas del péptido Ap.
Las modificaciones amino terminales que se presentan mayormente en diferentes
especies del péptido AR son la formacion de piroglutamato en el residuo 3 del péptido
AB (ABs-4042) Y, la isomerizacion o racemizacion del residuo Aspartato (1) del péptido
completo (AB4ois2) (Tekiran et al, 1998; Saido et al, 1995).

Vanderstichele y colaboradores (2005) encontraron que el péptido amino truncado
ABs.42, se encuentra presente en el liquido cefalorraquideo de pacientes con la EA. En
mi estudio se encontraron cinco anticuerpos recombinantes que presentan una alta
inmunoreactividad hacia el péptido amino truncado Afs42. En estudios previos
llevados a cabo por Naslund y colaboradores (1994) se reportd que entre las especies
amino truncadas del péptido AB encontradas en cerebros de pacientes con esta
enfermedad estan ABs.42 ¥ ABs.42. Ademas existen otras epecies amino truncadas del
péptido AB (ABs.42, ABa-42, ABs-42, AB1142, AB17.42, €tc) que estan relacionados con las
placas difusas y/o con las neuritas distroficas, siendo estos péptidos los principales
antigenos toxicos caracteristicos de los primeros estudios de la EA (Sergeant, 2003;
Larner, 1999; Saido et al, 1995). Con base en lo anterior, se podrian considerar estas
especies amino truncadas como blancos terapéuticos utiles para la prevencion de los
sintomas tempranos de la enfermedad, como lo son el dafo sinaptico y la formacion
inicial de las placas seniles, destacando que los anticuerpos recombinantes de este
trabajo reconocen el péptido AR N-truncado.

El campo de la generacion de fragmentos de anticuerpo ha progresado rapidamente
en los ultimos afos, debido al interés en su uso terapéutico. El descubrimiento de que
los camélidos tienen anticuerpos funcionales que carecen de la cadena ligera, permite
que se haga investigaciéon de fragmentos de anticuerpos con un dominio sencillo
(VHHs o nanobodies), aislar el dominio VH de los anticuerpos por su unién a un gran
numero de antigenos de interés (De Genst et al., 2006). Los dominios VH han sido
empleados para el estudio de la etiologia de varias enfermedades como el cancer y un
gran numero de infecciones, inflamacion y otras enfermedades (Harmsen et al, 2007).
Estos estudios sustentan las propiedades de reconocimiento al antigeno que tienen
estos dominios (Cai et al, 1995, 1996, 1997; Fang et al, 1995; Reiter et al, 1999; Bond
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et al, 2003; Saerens et al, 2005). Cai 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. Las ventajas de los anticuerpos con el dominio VH son su alta estabilidad y
solubilidad, la penetracidon rapida al tejido y el reconocimiento de sitios antigénicos
escondidos, asi como su produccion a bajo costo en microorganismos (Brekke al.,
2003). Tres anticuepos de dominio VH seleccionados en este estudio pueden tener
potencial interés para la terapia de la EA que se basa en anticuerpos.

La capacidad neuroprotectora de las cinco clonas seleccionadas en mi estudio contra
los ADDLs en las células SH-SY5Y tiene relevancia para la inmunoterapia de la EA, ya
que actualmente se sabe que el dano cognitivo y la disfuncion sinaptica es provocada
principalmente por los ADDLs (Cleary, 2005; Kokubo et al, 2005). Se ha demostrado
que los oligbmeros de bajo peso molecular provocan dafio en la memoria de forma
temprana en modelos murinos de la EA. De esta manera, anticuerpos dirigidos a estas
especies pueden ayudar a recuperar las 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 aplicacion en el diagnodstico de la EA, debido a que se ha encontrado
que los oligdmeros presentes en el liquido cefalorraquideo pueden ser evaluados
como biomarcadores para el diagnostico de la EA (Klein, 2006).

Otra aplicacion interesante de los VH y scFv seleccionados, puede ser su expresion
como anticuerpos intracelulares (intrabodies), que permite dirigirlos al pool intracelular
del péptido AB (Gouras et al, 2005; LaFerla et al, 2007). Un numero de anticuerpos
recombinantes intracelular, que se unen a microtubulos asociados a la proteina tau,
agregados intracelulares de la huntingtina y proteinas pro-apoptéticas como Bax,
fueron aislados y caracterizados a partir de bibliotecas de anticuerpos sintéticas y
naive (Lecerf et al, 2001; Visintin et al, 2002; Gueorguieva et al, 2006). Fukuchi y
colaboradores (2006) demostraron que estos anticuerpos recombinantes fueron
expresados de manera estable en células de mamifero como intrabodies y se observo
gue no son toxicos para la célula. Ademas, se logré una mejora en el aprendizaje y
memoria de los ratones Tg2576, con la expresion intracelular de un scFv anti-AB, via
adenovirus, (Fukuchi et al, 2006). Mas recientemente, fueron seleccionados scFv anti-
AB, dirigidos a oligbmeros del péptido AR intracelulares que reconocen tanto la region
N-terminal como la C-terminal del péptido AR (Meli et al, 2009). Ademas, algunos de
estos scFv reconocen los depodsitos del péptido AR en secciones de cerebros de
pacientes con EA y presentan propiedades de neutralizacién de la toxicidad mediada
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por los oligdbmeros del péptido AB, asi como la unidn de éstos en las sinapsis en
cultivos neuronales. Por lo tanto, la seleccién de anticuerpos recombinantes anti-AB
intracelulares puede representar un nuevo acercamiento de interés para desarrollar
estrategias terapéuticas para la EA.

Finalmente, todos los scFv y VH solubles seleccionados en este estudio, muestran
una inmunoreactividad especifica en secciones de cerebros de ratones transgénicos,
ademas de la reactividad especifica del péptido AB sintético. En contraste con la
mayoria de anticuerpos anti-AB en uso, los seleccionados en este estudio, muestran
patrones de inmunoreactividad no dirigidos al centro de las placas, lo que los convierte
en moléculas prometedoras dirigidas a oligdmeros del péptido AB en el cerebro
humano. Recientemente, O’Callaghan y colaboradores observaron un patrén de
tincion de cerebros de ratones Tg2576 similar, empleando un anticuerpo monoclonal
de ratéon anti-AB42 (6E10) (O’Callaghan et al, 2008). La unién de fragmentos de
anticuerpos seleccionados a agregados naturales del péptido AR es importante, pues
se pueden considerar moléculas que podrian ayudar a identificar depésitos amiloides
en el cerebro de humanos.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se construyd una biblioteca de scFv y VH, murina, inmune (anti-Ap) y
expresada en la proteina p3 y p8 del fago M13 respectivamente, con el objeto de
identificar y caracterizar scFv's y VH's que se unan al péptido AB. Ademas se
seleccionaron scFv’'s de una biblioteca de humano no inmune expresada en la
proteina p3 del fago M13 para identificar anticuerpos recombinantes anti-Af.
Posteriormente estos fragmentos podran ser evaluados como moléculas
inmunoterapeuticas para la prevencion y/o tratamiento de la EA. Con la biblioteca de
VH murina inmune (anti-AB) se encontraron tres clonas anti-Ap: C 1.28, C 1.27 y C
2.8. A partir de la biblioteca de scFv humana no inmune se encontraron dos clonas
anti-AB: scFv 3.20 y scFv 4.8.

Mediante el mapeo de las cinco clonas (de VH y scFv), usando fragmentos del péptido
AB42 y se encontrd que no estan dirigidas al extremo inmunodominante amino-terminal
del péptido AB. Con la secuencia de DNA de cada clona se encontr6 que son
diferentes entre si y tienen el inserto de VH o scFv completo en su genoma.

Ademas, en ensayos in vitro, se observo que estas cinco clonas protegen a las células
de neuroblastoma humano, SH-SY5Y, de los efectos téxicos de los ADDLSs.

También se encontrd que los scFv solubles presentan reactividad especifica al péptido
AB natural, que se encuentra en secciones de cerebros del modelo murino de la EA
(Tg2576). Esta inmunoreactividad esta dirigida hacia la periferia de las placas
neuriticas, lo que sugiere una mayor reaccion hacia los oligémeros del péptido AB y no
a las fibrillas densas del centro de las placas neuriticas.

Las cinco clonas seleccionadas son de gran importancia debido a que no reconocen el
extremo inmunodominante amino-terminal del péptido AB. La region 17-42 del péptido
es considerada la mas citotéxica y es una de las formas mas predominantes de los
depdsitos difusos. Por lo tanto, se puede considerar el gran potencial de anticuerpos
recombinantes o de sus fragmentos para la inmunoterapia para la EA. Los VH y scFv
seleccionados en este estudio, podrian ser de interés como componentes de terapias
futuras basadas en anticuerpos para la EA, asi como para otras enfermedades
neurodegenerativas.
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PERSPECTIVAS

La inmunoterapia basada en la utilizacién de anticuerpos anti-AB para la prevencién y/o
tratamiento de la EA, es de gran interés e importancia y requiere de investigaciones amplias
y profundas, con el fin de desarrollar y estudiar nuevas moléculas protectoras sin efectos
secundarios. Debido a ello, se puede considerar el gran potencial de los anticuerpos
recombinantes o de sus fragmentos para la inmunoterapia para la EA. Los VH y scFv
seleccionados en este estudio, podrian ser utilizados en terapias futuras basadas en
anticuerpos para la EA.
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Anti-amyloid immunotherapy has been proposed as an appropriate therapeutic approach for Alzheimer's 24
disease (AD). Significant elforts have been made towards the generation and assessment of antibody-hased 25
reagents capable of preventing and clearing amyloid aggregates as well as preventing their synaptotoxic 6
effects. In this study, we selected a novel set of human anti-amyloid-beta peptide 1-42 (AR1-42) 27
recombinant monoclonal antibodies in a single chain fragment variable (scFv) and nj_lngle domain (VH) 28
format, We demonstrated that these antibody fragments recognize in a specific manner gmyloid-beta 24
deposits in APP/Tg mouse brains, inhibit toxicity of oligomeric AR1-42 in neuroblastoma cell cultures in a 30
concentration-dependent, manner and reduced amyloid deposits in APP/Tg2576 mice after intracranial 31
administration. These antibody fragments recognize epitopes in the middle/C-terminus region of AB, which 32

makes them strong therapeutic candidates due to the fact that most of the AR species found in the brains of 33
AD patients display extensive N-terminus truncations/madifications. 34

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved. 35
a8

1. Introduction

The accumulation of extracellular and intracellular amyloid-beta
(AP} peptide aggrezates in the human brain has been hypothesized to
play a central role in the neuropathology of Alzheimer's disease (AD)}
{Haass and Selkoe, 2007; La Ferla et al., 2007; Walsh and Selkoe, 2007).
Anti-Ap immunotherapy has been shown. to distupt AP aggregates,
block aggregation, attenuate toxicity, as well as promote the clearance of
the peptide in the central nervous system (CNS) in animal models.
Immunotherapy approaches, both active immunization with AP peptide
and passive transfer of anti-Ap antibodies, have shown therapeutic
efficacy in several amyloid precursor protein transgenic (APP/Tg)
mouse models, which develop AD-like amyloid plaque pathology
(Schenk et al, 1999; Bard et-al, 2000; Janus et al., 2000; Hartman
et al, 2005; Morgan, 2006; Brody and Holtzman, 2008}, as well as_iLn
canine and primate models of amyloidosis (Lemere et al, 2004, Head
el al, 2008}, However, active immunization in human clinical trials
resulted in the development of brain inflammation in some patients
(Munch and Robinson, 2002; Gilman et al, 2005; Holmes et al,, 2008 ).

* Corresponding author. Tel: +1 525556223151, fax: +1 525556223365,
E-mail address: gokar@servidorunam.mx (G. Gevorkian).

0165-5728/8 - see front matter & 2010 Elsevier BV, All rights reserved.
doi: 1010165 jnenroim. 2010.03.023

The hypothesis that passive antibody immunotherapy could be more 58
appropriate as a therapeutic approach for AD promoted efforts towards 58
the generation and application of antibody-based reagents capable of &0
preventing and clearing amyloid deposits as well as preventing their &1
synaptotoxic effects and increasing structural plasticity of dendritic 2
spines (Bard et al,, 2000; Kotilinek et al,, 2002; lombardo-et-al-—2003: 63
Fuluchi et al, 2006; Levites et al, 2006; Wilcock and Colton, 2008; 64
‘Wisniewski and Konietzko, 2008, Spires-Jones et al,, 2009}, A phase Ila &5
study of passive immunization in patients with mild to moderate AD a6
using an antibody binding to a central region of AB1-42 peptide and &7
named LY2062430 started in May 2006 and Eli Lilly announced thatthey &2
initiated a LIS, phase 3 clinical mial in 2009. Another monoclonal &%
antibody AAB-001 directed against an amino-terminal part of AR1-42 70
peptide is being used for passive immunotherapy by Elan/Wyeth in a n1
phase 3 clinical trial. However, there are reports that passive 72
immunization also may show adverse side effects, such as, vasogenic 72
edema, microhemorrhages and increased vascular amyloid angiopathy 74
observed after administration of mouse monoclonal anti-Ap antibodies 75
in transgenic mice (Pfeifer et al., 2002; Wileack-etal—2004, Lee et al., 7
2005). Efforts have been made to generate antibodies recognizing other 77
linear or conformational epitopes within APp1-42 that may be 7&
biologically functional without being associated with the development 78
of adverse events. This could be achieved, for example, by using ph:lge_tt‘D
displayed recombinant antibody (Ab} fragment libraries that results in 51
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the generation of a panel of specific antibodies quickly, easily and cost-
effectively in vitro. The antibody fragments, such as single chain Fv
(scFv), Fab and domain or single-domain Abs (dAbs or sdAbs) are now
considered, along with conventional intact Abs, as powerful therapeutic
and diagnostic agents, particularly for targeting cancer, inflammatory,
autoimmune and infectipus diseases (Holliger and Hudson, 2005).
Several Ab fragments are currently in clinical trials including late stages
of clinical development {Holt et al. 2003; Demarest and Glaser, 2008;
Weisser and Hall, 2009; Wilcock et al, 2009). However, despite the
general acceptance of the utility of Abs targeting AR as promising
therapeutics for AD and a number of reports on AR-specific recombinant
antibody fragments (scFvs and Fabs), these molecules are not progres-
sing currently to late-phase clinical trials (Frenkel et al., 2000; Tammer
&r al, 2002, Manoutcharian et al., 2003; Manoutcharian et al,, 2004;
Leviley 2006; Lichtlen and Mohajeri, 2008; Zameer et al,, 2008 ).

The dAbs, bearing lg heavy (VH ) or light chain (VL) variable d omains,
are Ab-derived recognition units of 1115 kDa and have been shown to
possess unigue and superior properties for a range of diagnostic and
therapeutic applications (Holliger and Hudson, 2005). Interest to these
types of molecules was recently revived after the discovery that
camelids and cartilaginous fish naturally produce heavy chain, Abs
{with VH domains called VHH and V-NAR, respectively) that are devoid
of light chains. Several YH, VHH and VL dAbs against various antigen
targets were isolated from camel, shark, mouse and human phage
display antibody libraries and evaluated in vive (Holt et al,, 2003;
Holliger and Hudson, 2005; De Bemardis et al., 2007; Harmsen and De
Haard, 2007). Recently, a conformational antibody domain that
prevented mature amyloid fibril formation by stabilizing Af protofibrils
was selected from a fully synthetic library of camelid \-"HH_Ldnmains
(Habicht et al, 2007}, Also, two VHH antibodies, binding to low-
molecular weight AP oligomers were obtained from an immunized
alpaca phage display library (Lafaye et al., 2008),

In the present study, we developed a novel strategy for the

generation of dAbs consisting in expression of Ig VH repertoire, fused

to M13 bacteriophage cpVIIL at high copy numbers on the phage surface,
We used this approach to construct a phage display VH domain library
[rom mice immunized with AR1-42_ This immune mouse library as well
as a non-immune human scfv antibody library was used for the
selection of recombinant antibody fragments recognizing AR1-42
peptide. Five Af-specific antibody fragments were selected and
shown to neutralize the toxicity of oligpmerc APR42 tested in vitro in
differentiated SH-5YSY and IMR-32 cell cultures: In addition, these
antibodies bound specifically to amyloid-beta deposits present in
transgenic mouse brain. Finally, we showed thal one uf'th_e tested VH
antibody fragments reduced amyloid load alter intracranial delivery
into the Tg2576 mouse. These antibody fragments may be considered as
potential therapeutic candidates for passive AD immunotherapy.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Chemicals were obtained from Sigma-Aldrich (5t. Louis, MO, USA ),
Synthetic human AR1-42; AP1-16, AR8-42, AB12-28, AP17-42 and
AE35-25, as well as N-pyroglutamate modified peptides ABN3(pE)
and AN11{pE), were purchased from Ana Spec (San Jose, CA, USA). A
non-related peptide used as a negative control (NRP; amino acid
sequence: AALSPGSSAYPSATVLA) was synthesized in our laboratory.
1.1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propancl (HFIP), Thioflavin T, all-trans refi-
noic acid and dibutyryl cAMP were from Sigma. HRP-conjugated anti-
mouse IgG, IgG1 and 1gG2b and HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG
were from Zymed (San Francisco, CA, UJSA). Super Signal West Dura
Extended Duration Substrate kit was (rom Pierce, Rockford, 1L USA.
Cell culture media {DMEM/F12, 1:1} were from GIBCO (Grand Island,
NY, USA).

2.2. Construction of phage displayed VH library fram mouse immunized
with AB1-42,

Construction of VH library was carried out essentially as described
in our previous study (Manoutcharian et al, 2003). All molecular
biology procedures were carried our using standard protocols or as
recommended by manulacturers. Restriction enzymes, DNA isolation/
purification kits, mRNA extraction and cDNA synthesis kits, DNA
polymerase, T4 DNA ligase and helper phage were obtained from
Amersham Biosciences (Piscataway, NJ, USA), Invitrogen (Carlsbad,
CA, USA) or New England Biolabs (MA, USA). The oligonucleotides
were synthesized at Invitrogen. The phagemid vector pGBSAET
allowing the expression of foreign polypeptides as fusions with the
major coat protein (cpVIIl} on M13 phage and described previously in
our studies was used Hvanostehara-et—ab—20052 To allow the
cloning of cDNA coding for VH domains, new restriction sites Xha I,
Hind lll and Not I were introduced by cloping a DNA fragment into the
PGBSAET vector at Neo | and Bam Hi sites. This DNA was generated by
combining a pair of complementary oligonucleotides 5MP: CATGC
L'ATCGTCTCG}\CMGLTI'GCGCCCGCTC_GT(_.}C{ZCCGC'I'{;L‘(.‘ETA’['CL‘(.’.
GACCCACTGGAACCGCGTGCCTAGG and 3ANMP: GGTACCA
GAGCTCTTCGAACGLOGLEGACCACLOGGUCACGLEATAGGLCTGGGT
GACCTTGLUGCACGGATCCCTAG in an annealing reaction creating Neo
I and Bam HI restriction sites at 5' and 3' ends of the DNA fragment,
respectively. About ) pg of this DNA was ligated using T4 DNA ligase to
approximately 0.5 pg of Neo 1/Bam HI digested and gel-purified
pGBSAET vector BNA. The ligatdon mixture was used to transform
chemically competent Escherichia coli TG1 bacteria and transformed
cells were plated on"LB-Amp plares. The correct cloning was
confitmed by DNA sequencing of several clones. The plasmid DNA
of modified pGESAET vector was isolated and used for the cloning of
VH library. The cDNA fragments coding for Ig VH domains were
generated as described previously (Manoutcharian et al, 2003).
Briefly, the mRNA was extracted [rom the splenocytes of mice
immunized with Ap peptide using QuickPrep mRNA Purification Kit
(Amersham) and first strand cDNA was synthesized from mRNA using
random pd(N); primers according to RPAS Mouse scFv Module
{Amersham). The VH domain genes were amplified by PCR using
specific primers from the same kit and the obtained DNA, after gel
purification, using Concert Rapid Gel Extraction System (Marligen
Biosciences, MD, USA), was used as template in a second PCR. Two
primers carrying restriction sites Neo I and Hind [l {underlined) were
used for PCR reamplification of VH genes, SPCANT: ATATTGCATGCTC-
GAGACGCGTATCCATGLTAGTTGTTCCTTTCTATGUGGLCCAGLLGLLC
and 3LINK: TTCTTAGATCGTCGAC AAGCTTCGATCCGCCACCGCCA-

with Neo | and Hind 1l column purified and ligated with similarly
digested DNA of modified pGBSAET vector as described above. The
ligated DNA was column purified and introduced into £ coli TG1 cells
by electroporation using Gene Pulser Il System (Bio'fkad Laborato-
ries}. Ten electroporations were performed, and the transformed TG1
cells were plated on IB-Amp plates to determine the diversity of the
library. Ten individual bacterial colonies were used to analyze the
quality of the library by PCR. The resultant phagemid library was
rescued/amplified using M13K07 helper phage (Invitrogen}, purified
by double PEG/NaCl (206 w/v polyethylene glycol-8000; 2.5 M NaCl}
precipitation and resuspended in Tris-buffered saline (TBS). The
typical phage yields were 10'-10" colony-forming units (cfu) per
milliliter of culture medium.

2.3. Peptide preparation and LLER

AR1-42 was dissolved in HFIP to allow a conversion to the monomer
and, after evaporation of solvent, was stored in aliquots at —20°C.
Oligomeric AR1-42, ARN3(pE) and ARN11(pE) were prepared from
manomers essentially as described previously (Klein, 2002).
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Oligomerization was performed at 4 °C or at 37 °C for 72 . AR1-16,
ARB-42, AR12-28, AR17-42, AR35-25 and a non-related peptide (NRP,
amino acid sequence: AALSPGSSAYPSATVIA} were dissolved in water at
a concentration of 1 mg per ml All oligomeric AB1-42 preparations
were separated by electrophoresis on 4-12% polyacrilamide precast
NUPAGE Bis-Tris gels (Invitrogen) at 100V for 1h 45 min_After
electrophoresis, the peptides were transferred onto a PYDF membrane
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) using a semi dry blot system (Bio-Rad) at
25V for 50 min. Then the membranes were blocked in PBS/2% non-fat
dry milk/0.2% Triton X-100 overnight at 4 “C. Incubation with primary
antibodies — 4G8 (1:2000), a monoclonal anti-p-amyloid antibody
(Sigma) —was carried out overnight at4 °C Aller washing with PBS/0.2%
Tween, the membranes were incubated with HRP-conjugated anti-
mouse IgG2b, 1:2500, for 2 h at RT. Immunoreactive bands were
detected by chemiluminescence using SuperSignal West Dura Extended
Duration Substrate kit (Pierce).

24, Selection of AP-specific VH and scFv antibodies by biopanning
aguinst ABI-42 peptide

Selection and amplification procedures for the immune mouse VH
library and a non-immune human scFv library were carried out
essentially as described (Manoutcharian et al., 2003; Manoutcharian
et al.,, 2004}, Three rounds of biopanning were performed. In each
round, we rescued phagemid library using helper phage M13K07.
After each round, 20 to 40 clones were isolated and their DINA inserts
were analyzed by FCR. Phage dones carrying full-length DNA inserts wene
further evaluated in ELISA as described previously (Manoutchanan et al,,
2003, Manoutcharian et al, 2004). Expression in pSynl wvector and
purification of soluble antibody fragments were performed essentially as
described in our previous reports (Riafio-Umbarila et al, 2005}, All soluble
amino-terminal Hiss-tagged VHs were produced using the baculovius
expression system. Briefly, the corresponding VH region (VH1.27, 2.8 or
1.28) was amplified by PCR using the primers VH1.27 (5'-alcagatet-
gaaatgcageagtca-3' and 5'-agagtcgactggagacggtgaccgtgat-3'), VH2R(5-
atcagatcicaggtcaaactgeaggagggag-3' and 5-atcgtegactggagacggtgaccgt-
3'), and VH1.28 (5'-atcagatcicaagigeaggagicteg-3' and 5'-atcglrgactgga
gacggtgaccg-3') containing the restrictions sites Bglll and Sall {under-
lined). After amplification, gel purified and digested [ragments were
ligated into pRlueHis2B (Invirogen, Carlsbad, CA} using the same
restriction sites. The resulting plasmids were designed pBlueHis-
VH1.27, pBlueHis-VH2.8 and pBlueHis-VH1,28. The recombinant
baculoviruses were subsequently generated using. t'Iié'B’a.F—N—Blue
system (Invitrogen, Carlsbad, CA) as previpusly reported and
designed BacHis-VH1.27, BacHis-VH2.8 and BacHis-VH1.28, respec-
tively. The recombinant virus selection and amplification were
performed as previously described (Luz-Madrigal et al,, 2007}, For
large-scale production of Hise-tagged VHs, separately 1 'lus
(210%ml} S/ (Spodoptera frigiperda) cells were infected af a
mulfiplicity of infection (MOI} of 5 and Were collected after 72 h by
centrifugation ar 1000 ~g during 10 min at 4 "C. Cells were treated
with insect lysis hu[TerT1 0'mM Tris C1, pH7.5, 130 mM NaCl, 1% (v/v)
Triton X-100, 10 mMNaF, 10 mM S6dium phosphate, pH7.5, 10 mM
sodium pyrophosphate] containing complete protease inhih&mr4
cocktail (Roche, biochemicals) and incubated during 45 min on ice
The lysate was clarified by centrifugation at 40,000 < g during 30 min
at 4 "C. The scFvs and Hisg-tagged VHs were purified by Ni*T-NTA
affinity chromatography (Qiagen, Hilden, Germany), and eluted with
1 ml of 250 mM imidazole.

2.5. ELISA binding of pesitive VH- or scPv-bearing phage clones to full-length
AB1-42 and _,rrcrgmenm_L

ELISA analysis was carried oul using MaxiSorp microtiter plates
(Nunc, Roskilde, Denmarlk) coated overnight with a synthetic peptide at
a concentration of 2 ug/ml in carbonate buffer (pH 9.6). After washing

with phosphate buffer containing 0.2% Tween-20 (PBS-Tween), plates
were blocked with PBS/non-fat milk (2%) for 1 h at room temperature
(RT}. Plates were washed, then phage previously incubated for 30 pnin
at KT with PBS/non-fat milk (2%}/triton X-100 {0.2%}, yas added ata
concentration of 10'" per ml, and after incubation for 2 Jrat RT, plates
were washed with PES-Tween. HRP/anti-M13 monoclonal conjugate
(Amersham} diluted in PBS/milk/triton was added, and plates were
incubated for 1 hat RT. Monoclonal anti-p-amyloid antibodies BAMS0.1
and 4G8, used as a positive control to test the peptide binding to well
surface, were from Sigma. Polyclonal mouse anti-human AR1-42 and
AP8-42 antibodies as well as rabbit anti-APN3(pE} and APN11({pE}
antibodies, also used as positive controls, were produced previously in
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ourlaboratory {(Manoutcharian etal, 2003; Acero et al, 2009). HRP-goat 281

anti-mouse IgG (H+ L} conjugate (for mouse sera analysis), HRP- 2

conjugated rabbit anti-mouse lgG1 (for BAM90.1} and HRP-conjugated

rabbit anti-mouse IgG2b (for 4G8) diluted in PBS/milk triton were used 2

as recommended by the manufacturer, Plates were washed and 2,2/
azino-his-{ 3-ethyl-benzthiazoline-G-sulphonic acid} (ABTS) single

solution (Zymed} was added. The OD reading at 405 nm was 2
registered using Opsys MRMieroplate Reader (DYNEX Technologies, +

Chantilly, VA, USA).
26. DNA sequencing,

The DNA sequences of the inserts of phage clones were determined
on automated ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,

CA, USA) using miniprep-purified double-stranded DNA and pG8SAET =

vector-based 5.and 3; primers. The DNA and deduced amino acid
sequences were analyzed by compurter search with ExPASy Molecular
Biology server, BLAST and IMGT (International ImMunoGeneTics

System) databases.

2.7 Inhibition of AB1-42 toxicity in vitro by selected VH and scFvs in SH-
SY5Y and IMR-32 cell cultures

Human neuroblastoma SH-5Y5Y and IMR-32 cells obtained from :

the American Type Culture Collection (ATCC, VA, USA} were

maintained in DMEM/F12 (1:1) supplemented with 10% heat-
inactivated fetal bovine serum (GIBCO} and penicillin-strepromycin 2
(GIBCO} and differentiated for 8-10 days in the presence of 10 uM all-

(rans retinoic acid (SH-SY5Y) urA] mM dibutyryl cAMP (IMR-32 cells).
To test the inhibitory effects of compounds on the neuronal toxicity

induced by AR1-42, cells were plated at a density of 1107 cells/ 2

200 W per well in 96-well tissue culture plates (Corning, NY, USA}. For
all assays, AP1-42 peptide preparations were mixed to a final
concentration of 20 pmol/ml in OFT-MEM serum [ree medium
containing 200 U/ml penicillin and 200 pg/ml streptomycin. Synthetic
AR35-25 was used as a negative control. Phage bearing VH antibody
(eel2?, cel28 and ccd8) or scFv antibody (3.20, 44, 4.8) and
control phage diluted in TBS were mixed with Af31-42 peptide to a
final concentration from 10'° to 10" cfu/ml and incubated overnight
at 4 °C. Before treatment of cells, the old medium was removed and
the peptide preparation (with or without phage) was added to each
well and incubated for 24 h, Cell viability was assessed using an XTT
cytotoxicity assay (sodium 3’ {1-] phenylaminocarbonyl|-3-4 tetrazo-
lium}-bis {4-methoxy-6-nitro) benzene sulfonic acid hydrate) (Roche,

IN, USA} according to the manufacturer’s instructions, Fifty microliters

of XTT was added to each plate and incubated for 4 i at 37 *C and 5%

202

i
255

207

298
298

322

CO5. The OD reading at 500 nm was registered ﬁs‘ing Opsys MR 222

Microplate Reader (DYNEX Technologies).
2.8, Immunchistochemical analysis
Antibody fragments were also used Lo assay if they recognized dense

core plagues on brain sections from APP Tg2576 mice (Hsiao et al,
1996}, Briefly, 18-month-old APP/Tg mice and wild type mice were
o . .
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overdosed with 100 mg/kg Nembutal and intracardially perfused with
ice-cold PBS, pH 7.4, and their brains were collected and fixed ovemight
in 4% paraformaldehyde. Coronal sections 40 pm thick were mounted
on glass slides and air-dried. Alter antigen petrieval in 90% formic aad for
5 min, and autofluorescence quenching by incubating in TBS containing
10% methanol and 3% H.0O, for 30 min at room temperature, schv
antibody fragments were diluted 1:100 and added to the slides. Alter
overnight incubation at 4 °C, slides were washed and mouse anti-myc
antibodies (Zymed) were added, followed by goat anti-mouse Alexa-
Fluor 488 (Invitrogen). Slides were then incubated with rabbit anti-
Aj31-42 antibodies (established in the Lab) at 1:1000 followed by goat
anti-rabbit Alexa-Fluor 594 (Invitrogen) at 1:1000. After extensive
washing, slides were coverslipped with Fluoromunt-G {Southern
Biotech, Birmingham, AL) (Petrushina er al, 2007). In the case of VH
fragments, rabbit polyclonal anti-histidine (His-probe H-15, Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) antibodies were used followed by goat anti-
rabbit Alexa-Fluor 594 (Invitrogen). Then slides were incubared with
Thioflavin T (0.5% in 50% ethanol), and after extensive washing, were
coverslipped as desaibed above,

Confocal images {size 1024 » 1024 pixel or 800 » 800 pixel) were
collected sequentially at RT on an FV1000 confocal laser scanning
microscope (Olympus, Tokyo, Japan) using a 60 or 407 objective
lens (UPLSAPO NA= 1.35 and UPLFLN NA = 1.30, respectively}. FITC
or Thioflavin T fluorescence was obtained after exciting the samples
with a wavelength ol 488 nm and reading the (luorescence at 519 nm.
For the detection of rhodamine the excitation wavelength was
543 nm and emission was gollected at 578 nm. The fluorescence
intensity was set optimally for control slides (scFv untreated slides)
and this expasure was retained for slides treated with a negative scFv
and those treated with scFv (3.20, 4.4 and 4.8) and VH (1.27, 2.8 and
1.28), Image reconstruction was achieved by performing optical slices
of hippocampus of mouse brain taken 0.3-0.45 um apart in stacks
about 20-25 images. All images were oblained from a minimum of

8 slices and at least 5 different plagues. From these image stacks,

three-dimensional (3D) digital models of plagues were reconstructed
by image thresholding and surface rendering employing Imaris5.0.3
software (Ritplane AG, Zurich, Switzerland} and CorelDRAW X3,
Images from controls and treated cells were processed under similar
conditions.

2.9, Intracranial fnj(‘t!ions*

The 14-month-old Tg2576 mice {Hsiao el al, 1996} were used in
this study. Mice were anesthetized with Nembutal (50.mg/kg bady
weight) and placed in a stereotactic apparatus (MyNeéurolab, St. Louis,
MO} with a mouse adaptor as described previously (Vasilevko et al,
2007}, Briefly, experimental and control phage were diluted in PES
(10" pfu/ul), and anti-APp monoclonal 6E10 antibody {Covance
Research Products, Berkley, CAj at'a concentration of 1 mg/ml was
used as a positive control. Experimental and control agents were
injected into the left hippocampus through a 33 gauge injector
attached to a 10y Hamilton syringe (Hamilton, Reno, NV). The
coordinates, with respect te-bregma, were 2.7 mm posterior, 2.5 mm
lateral, and 3.0 mm ventral.to the skull. Two microliters of agents
were injected over the span of §.min, after which the cannula was lelt
in place for an additional 2 min to allow [or dilfusion. Animals were
placed on a warming. pad until they had fully recovered from
anesthesia and were kept in individual cages to prevent damage to
the sutures. Seven days later, mice were overdosed with 100 mg/kg
Nembutal and intracardially perfused with ice-cold PBS, pH 7.2, and
their brains were fixed In 4% paraformaldehyde overnight. For
immunostaining of AP deposits, sections were cut in the coronal
plane at 40 um using a vibratome, and after the antigen retrieval in
0% formic acid, were stained with rabbit polyclonal anti-A primary
antibodies followed by goat anti-rabbit biotinylated secondary
antibodies and ABC-HRP system from Vector Laboratories {Burlin-

game, CA). Primary antibodies were visualized with diaminobenzi-
dine solution (Vector Laboratories). At least five sections both
ancestral and posterior to the site of injection were stained for AR
load and analyzed using Image] soltware.

2.10. Statistical analysis

For multiple comparisons ANOVA and post-hoc Tukey lest were
used. SPSS Release 9.0.0 statistical soltware program was employved.

3. Results

3.1. Construction of phage displayed VH library and selection of Af-
specific VH and scFv antibodies by biopanning against AG,

For construction of phage displayed VH immune library, spleen
cells from mice immunized with AB1-42 peptide were used as a
source of Ig VH genes. The cDNAs coding for, VH domains were
amplified by PCR and cloned into the phagemid vector allowing lhe
expression of VH fused to a major.coat protein VII (cpVIll} of M13
phage al high copy numbers, The estimated number of cpVIll fusions
expressed on hybrid phage particles Is 300-800 copies per phage
Adillis-etal—19933 Antibody VH: smgl&domam phage display library
consisting of 8 /JD‘ independent clones was generated and, more
than 90% of clones:were shown to carry the inserts of correct size
(data not shown).

To select recombinant antibody fragments recognizing AR1-42, the
constructed VH mouse immune library as well as a scFv human naive
library, deseribed in our previous studies (Manoutcharian et al,
2004}, was screened against oligomeric Ap1-42. All oligomeric
preparations of AP1-42 contained two prominent bands
corresponding to trimers and tetramers as well as a monomer as
demonstrated (Fig. 1). Higher molecular weight bands corresponding
to 12- and 24-mers were also observed (Fig. 1). All bands were

~identified by 4G8 antibody known to bind to an internal epitope of AR

(aa17-24).

Alter the third round of panning against p-amyloid peptide, three
VIl domain-expressing phage clones {C 1.27, C 1.28 and C 28} and
twn scPv-expressing phage clones {(scFv 4.8 and scFv 3.20), with the
highest ELISA values, were selected for further studies. DNA
sequencing of positive VH domain-expressing phage clones revealed
three unigue sequences which were aligned according to IMGT
numbering for V-DOMAIN in the IMGT/DNA FLOT directory (Table 1}
Hafranepea—003+ As shown in Table 1, these \-"I-lilumaim: were

% —
|-
mn —
0
0 —
’_I
0 _
3 -
o -
ﬁ_'.-
0 -
”___
AB

Fig. 1. Biopanning of Ab Fragments was done agamst preferentially olignmeric A2 forms.
Oligomers were prepared and analyzed as described in Section 2. AR1 42 was incubazed
at 4 "C (A) and at 37 °C (B), Migration of the molecular mass standards is indicated.
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Table 1

Germline g and COR of VH domain antibodies isolated from immune library selected on B-amyloid peptide®
one Vi germline Dy germline Ju germline HCDEY HCDRZ HCDR3
C127 IGHVI-602(6)" IGHD2-14"01 IGH4" 01 (113" GYSITSGYY ISYDGSN CARDYRYDCGMDYC
C28 IGHV3- 1*02(14)" IGHD3-3"01 IGHJ "0 (113" GYSITSGYS MOYSGTT CARGDGAYW
CL28 IGHV3-2"02(4)" IGHD3-2"01 IGH)2"01 (5)° GYSITSDYA ISYSGST CARRGNYLDYW

* Mouse germline Vg, Dy and Jyy segments have heen assigned as detailed in the International ImMunoGeneTics Information System (IMGT). The amino acld sequences of CDRs

(according Lo IMGT nomenclature] are shown,
" Differences in nucleotides from Vi and Jy germline sequences.

originated from different germline genes/segments and carried
multiple mutations at both nucleotide and amino acid level. No
sequence homology was found between HCDR3 regions of the clones,

A

OAf 142 WAp1-16 WAp 1228
O AR 17-42 ©AB8-42 mNAP

mean OD 405 = SD

OAB1-42 WAD1-16 WAp 1228

0 AR 17-42 QAP B-42 mNRP
1_

b

mean OD 405 + SD

Fig. 2. Selected Ab fragments recognize epitopes in middle and/jor Cterminus of AR ]
42, ELISA analysis of binding of selected scFv- and VH- bearing phage clones to synthetic
A peptides. NEP — a nor-related control peptide. Data are means+SD of 2
independent experiments. Means denoted with different letters are statistically
different (P=0.05). In the same assay BAMSC bound to AR 12-28 (OD=1074
- 0.08), 4G bound to AR12-28 (0D =153 L 0.02) and AB17-42 (0D =1.1254-0.03),
Mouse anti-human AR1-42 pelyclonal antibodies bound W AR1-42 and API-16
OD= 198 +0.04 and OD = 1.99+ 0.05, respectively. Mouse ant-adjuvant serum was
used as a negative control and showed Obge<0.1.

and only VH framework region 3 (FR3}-derived sequences had high 425
homology between the clones, 436

1.2, VH- or scFv-bearing phage clones do not bind to an epitope within 437
the immunodominant N-terminal region of A31-42, da8

To define more precisely the binding epitope of selected antibody 120
fragments, FLISAs were performed using full-length AR1-42 and four 440
short [ragments (Fig. 2 ). All recombinant antibodies bound to full-length 441
Ap1-42 and to N-truncated Ap8-42 as well as to N-pyroglutamate 442
modified peptides ABNI(pE) and ABN11(pE) (Fig. 3). Also, four of five 443
antibodies bound moderately to AP17-42 (Fig. 2). These resulls indicate 444
that epitope recognized by selected recombinant antibody fragments is 445
located in the central/C-terminal part of the full-length ART-42. In all 44
experiments monoclonal anti-f-amyloid antibodies BAM30.1 and 4G8, 447
as well as polyclonal mouse anti-human Ap1-42 and AB8-42 antibodies 448
produced. previously in our laboratory (Manoutcharian et al, 2003}, 14
were used 45 positive controls to test the peplide binding to well surface. 450

3.3 Inhibition of AR1-42 toxicity in vitro by selected VHs and scFvs in am
differentiated neuroblastoma cells 452

We assessed the ability of selected VHs and scFvs to inhibit AB1- 452
42«induced cytotoxicity in SH-SY5Y and IMR-32 differentiated 154
neuroblastoma cells using an XTT assay. Overnight preincubation of 485
APB1-42 with VHs and scFvs prior to addition to cells resulted in a 45
dose-dependent inhibition of the reduction in mitochondrial activity 4s7
compared with a control phage (Figs. 4 and 5}, A control phage 458
expressing a non-related antibody fragment did not show any 450

inhibition activity. 460
O ARNS(pE)
B ABNT1(pE)
mNRP
14
0.8
g 0.6
o
0.4
0.2
|

3.5 320 cag

Fig. 3. Selected Ab fr bound to N-truncated/; lutamate modified peptides
ARNI(pE) and ABNT1(pE). ELISA analysis of binding of selected clones tw synthetic AR

1-42, ASN3(pE) and AENT1(pE) Data are means £ 5D of 2 mdependent experiments,
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Fig. 4. Selected scFv-bearing phage clones from human phage library inhibie AP42
induced peurotoxicity in human neuroblastoma SH-S¥5Y cell cultures, Cell wiability
was assessed using an XTT toxicity assay. Data presented are means £35E of thres
independent experiments.

34, Selected VHs and sefvs bind to amyloid deposits in e mouse brain
seclfum_L

In order to further characterize the binding properties of selected
antibody fragments, we tested whether soluble scFvs may detect
naturally occurring Ap deposits in Tg2576 mouse brain rissue. All
recombinant antibody fragments showed a specific binding on
transgenic mouse brain sections {Figs. § and 7). No binding to control
mouse brain was observed. Control non-related scFv or VH did not
bind to amyloid aggregates on fransgenic motise brain sections.

3.5 Ap-specific VH recombi loid
deposits after intracranial l?e!iﬂ.‘ta’n‘yA

mubu:fy Jragment clears amy

To demonstrate therapeutic efflicacy of the discovered antibody
fragments, we injected phage C1.27 bearing Af-specific VH antibody
fragment into the left hemisphere of 14-month-old APP/Tg 2576
mouse. As controls we used negalively selected phage 3.17 or Ap-
specilic mouse monoclonal antibody G6E10, which was eflective in our
previous studies. Seven days later mice were sacrificed and brain
sections were stained for amyloid deposit analysis (Fig. 8). Right
hemisphere of the mouse brain was used for the comparison of
amyloid load. In these experiments, phage 1.27 was almost as
effective as a control Ap-specific monoclonal antibody (GE10} in
amyloid clearance, while negative control phage did not reduce
amyloeid load (Fig. 8).
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Fig. 5. Selected VH-bearing phage clones from immune mouse phage display library
inhibit Ap42-induced neurotoxicity in human neuroblastoma SH-SYSY cell cultures.
Cell viability was assessed using an XTT toxicity assay, Data presented are means + SE of
3 independent experiments.
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4. Discussion

In this study, we selected a novel set of human anti-Ap1-42
recombinant monoclonal antibodies in a single chain fragment
variable (scFv) and a single-domain (VH) format from human and
mouse phage displai” antibody libraries, resp?ctivelfn We also
evaluated their binding characteristics as well as their capacity to
inhibit AR1-42 roxicity in vitro, using SH-SYSY and IMR-32 cell
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A anti-Af 1-42 scFv 3.20

‘scFv320 @

scFv
negative

Fig. 6. Purified solutle scPy antibodies from human non-immune phage display librany speafically remgnize AR deposits in the hippocampus of transgenic mice (Tg2576), Each panel shows,
from the left: the reactivizy of a rabbit anti-AR1-42 antibody (shown in red); the reactivity of sobuble scPy fragments (shown in green); and the merge between red and green channels. (A) Low
magnification provides an overview of the hippocampus in which amyloid deposits ane recognized by the soluble scfv fragment (scFu3.20). (B) High magnification provides a detailed view of
binding of scv 320 scy 44 and scPv 4.8 to amyloid depesits. Merged images illustrate clear colocalization of red and green fuorescence (in yellow | as well as only-green and only-red areas.
Only a background staining & observed with a control scPy antibody. (C) Three-dimensional reconstruction of sequential confocal sections (z-stacks, taken 0.3-0.45 pm apart in stacks) of an
amyloid deposit in yx and x planes. (For interpretation of the mien sion of this article
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DIC

Thioflavin T

VH 1.28 VH 1.27

VH 238

VH
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Fig. 7. Purified soluble VH antibodies from mouse immure phage display liorary specifically recognize AR déposits in the hippocampus of fransgenic mice (Tg2576). Each panel
shows, from the left: Thioflavin T stainmg (shown in green); the reactivity of soluble VH Iragments [Shown in red); and the merge between green and red channels. Merged images

illustrate clear calocalization of red and green fuorescence (in yellow). |For interpretation of thereferenoes t

this article, )

cultures. In addition, we demonstrated that these antibodies bound'to
A[31-42 present in transgenic mouse brains and clear amyloid deposits
after intracranial administration in APP/Tg mice.

Immunotherapy approaches, both active immunization with AR
peptide, or passive transfer of anti-Ap antibodies, have shown
therapeutic efficacy in several APP/Tg mouse modefs, which develop
an AD-like amyloid plaque pathology ( Brody and Holtzman, 2008}, as
well as in canine and primate models of amyloidosis (Lémeére et al,
2004, Head et al, 2008}, However, in some cases inflammatory
complications and deleterious side effects such as increased hemor-
rhages were observed. Rapid microglial response around amyloid
pathology and interaction of microglia via Fc receptor with full-length
antibody-opsonized amyloid were shown to result in increased
inflammation {Lue and Walker,72002; Koenigsknecht-Talboo et al,
2008}, However, in an interesting study by Morgan and callaborators,
minimal vascular side effects were observed alter passive adminis-
tration of deglycosylated compared with intact anti-Ap antibodies
(Wileock et al, 2006). Beglycosylation of 126 molecule results in
defective binding to Fc receptor and complement Clg leading o
decreased activation of microglia. Moreover, it has been demonstrated
that the reduction in Af accumulation after AR 1-42 immunization of
FeR-y chain knock-out Tg2576 mice was equivalent to the reduction
in AP deposits seen in immunized age-matched FeR sufficient Tg2576
mice, suggesting that the Fc portion of the anti-Ap antibody required
for the interaction with FcR may not be necessary for AP immu-
notherapy to be effective (Das et al, 2003). Using antibody [ragments
lacking the functional Fc portion of the whole lg molecule may
represent an alternative approach in passive immunotherapy treat-
ment strategies against AD (Bacskai et al,, 2002).

Interestingly, antibody fragments selected in this study did not
bind to the amino-terminal part of AB1-42. These binding character-

rul, the reader s referred to the version of

istics of the selected antibody [ragments may be important consid-
ering that an increase in both the incidence and severity of cerebral
amyloid angiopathy-associated microhemorrhages after passive im-
munization with anti-amino-terminal antibody (3D6) was ohserved
in previous studies (Pfeifer etal., 2002; Racke et al., 2005). In addition,
anli—ﬂminn-mnﬂiml antibodies may interact also with APP at the cell
surface, potentially interfering with its [unction and processing.
Analyses of samples extracted from the brain of subjects with AD
revealed the presence of jow-molecular weight oligomers — dimers,

trimers and (elramers mr!.e;in et al, 1999; Cleary et"al, 2005, &

Shankar et al, 2008). Importantly, these low-n aggregates were
shown to exist in both intracellular and extracellular compartments,

impair synaptic plasticity and disrupt cognitive function (VWalsh-etat-

20083; Cleary et al, 2005; Kiyuhin et al., 2005; Townsend et al, 2006;

Shankar et al, 2008). Ajp1-42 preparations used in our study :

contained mainly low-n oligomers, and, importantly, antibody
fragments selected in this study neutralized the toxic effects of
these species.

Another important fact to consider [or immunotherapeutic

preparation for AD is the presence of N-truncated and N-modified

522

623

Bt

forms of AP pepride in diffuse and dense core plaques in AD and 54

Down's syndrome patients as well as in transgenic mouse models of

AD. However, the majority of antibodies used in previous studies s

recognized the N-terminal immunodominant epitope (EFRH) of the

full-length AP, which 15 absent in N-amino truncated pe-.plidesf.

Recombinant antibody fragments described in our study were
shown to bind to N-truncated AP peptides and, thus, would target a
broad range of toxic AP species.

The field of recombinant antibody fragments has rapidly pro-
gressed during the last several years because of the interest in their
therapeutic use. The discovery that camelids have f(unctional

Please cite this article as: Medecigo, M., et al, Novel amyloid-beta specific scFv and VH antibody fragments from human and mouse phage
display anribody libraries, |. Neuroimmunol. (2010}, doi:10.1016/.jneuroim.2010.03.023
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antibody-based AD

An additional i

4 rion of selected VHs and scFys, will
be their expremon as i

acellular Abs (intrabodies) to allow the
T Aj3 (Gouras et al., 2005; La Ferla et al,,

ar recombinant antibodies, binding to the
- in tau, intracellular aggregates of hunting-

tin and a pro-apoptotic protein Bax, were isolated and characterized
from both synthetic and naive antibody libraries (Lecerf et al, 2001,
Visintin et al, 2002; Gueorguieva et al, 2006). Importantly, these
recombinant Ab fragments were stably expressed in mammalian cells as
intrabodies and were shown to be nontoxic to the cells. In addition, the
elfectiveness inimproving learning and memory deficits in Tg2576 mice
of intracellular expression of anti-Ap scFv via adeno-associated virus
was demaonsirated recently byi’ulu.tcm et ak(zl]ﬂﬁ). Mare recently, a
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alter intracramial delivery. Purified phage C1.27 bearing anti-AR antibody fragment, as

intm the left hippocampus of 14-month-old Tg2376 mice. Seven days later, brain sections
nagnification was at 40-. AR load from the ¢

side was co d as 1005 Data are

panel of anti-Ap schys, largeting intracellular AR oligomers was selected 576
(Meli et al, 2008}, Thus, the selection of anti-Ap recombinant 577
intracellular antibodies may represent a new interesting approach for 572
the development of therapeutic strategies for AD. 570

Finally, all soluble VHs and scFv antibadies selected in this study 580
showed a specific reactivity on transgenic mouse brain sections. 581
Interestingly, contrary to results obtained with a rabbit anti-Ap1-42 ss2
antibodies, the immunoreactivity patterns with our antibody frag- ssa
ments showed no plague core staining. Recently, 2 similar staining 584
pattern in brain of Tg2576 mice was observed byb'Callaghan et al. 585
(2003} with a mouse monoclonal anti-AR1-42 antibody [Glilﬂ) The 586
bmdmg of selected antibody fragments to naturally uocumng AP sy
aggregates is important for considering them as promising molecules 588
targeting amyloid deposits in human brain. Indeed, we showed that s
one of the tested antibody fragments cleared amyloid deposits after 520
intracranial delivery into the Tg2576 mouse. 591

In conclusion, in the present study we described five recombinant se2
antibody fragments isolated from an anti-Ap mouse immune VI 588
domain antibody library and a naive human scFv library. Considering 5o
the great potential of antibodies or their recombinant fragments for 595
AD immunotherapy, VHs and scFvs may be of interest as components 5o
of future antibody-based therapeutics for AD as well as other sor

neurodegenerative diseases. LS
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