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En esta tesis seo reporta la caracterizacién del antlcuerpo monoclional’
BCF2-y la clonacién y expresién de la regién variable del mismo. El -~ —
anticuerpo BCF2 es capaz de reconocer y neutralizar la toxina 2 del
" veneno del-alacrdn Centruroides noxius. En este trabajo se reporta la™~=".
preparacidon de el anticuerpo completo y de los fragmentos Fab, para su
utilizacion en experimentos de neutralizacion en ratones de la cepa CD1
utilizando la toxina Cn2 y el veneno completo. El anticuerpo monocional
BCF2 es capaz de neutralizar 28 DLsg por mg de anticuerpo, mientras que
el fragmento Fab neutraliza 43 DLso por mg de fragmento. Se realizaron
ensayos de neutralizaciéon con el antisuero comercial, y para neutralizar- - -- -
28 o 43 DLsg, se necesita nueve veces mas de proteina, esto en términas

malares.

Utilizando 1 gr de células productoras del anticuerpo BCF2, se realizé un

.banco de ADNc, del cual se aislaron los genes cadificantes para la _cadena
pesada y ligera del anticuerpo monocional, se obtuvo ila secuerncia de

nuctedtidos -de la regidn variable de ambas cadenas y se dedujo la -
secuencia de “anmmnmoacidos. Utilizamdo esta informracion. se reatizg la
cormrstruccidnr de- urr gen codificante de una oproteina del tivo scFv. la cual

.inicia_con la .regidn variahle. de .la cadena pesada, péptido de union y..
ragi@n variable de la cadena ligera. Esto se cloné en un vectar. de
expresion y se transformo en varias cepas de £. coli, lagrandose- inducir

la produccion de la proteina de interés y su purificacion en una columna

de afinidad.
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RESUMEN

la caracterizacion del anticuerpo monoclonal
mismo. EI

En esta tesis se reporta

BCF2 y la clonacién y expresién de la regién variable del
anticuerpo BCF2 es capaz de reconocer y neutralizar la toxina 2 del
veneno del alacran Centruroides noxius. En este trabajo se reporta la
preparaciéon de el anticuerpo completo y de los fragmentos Fab, para su
utilizacién en experimentos de neutralizacién en ratones de la cepa CD1
utilizando la toxina Cn2 y el veneno completo. E! anticuerpo monocional
BCF2 es capaz de neutralizar 28 DLso por mg de anticuerpo, mientras que
el fragmento Fab neutraliza 43 DLsg por mg de fragmento. Se realizaron
ensayos de neutralizacién con el antisuero comercial, y para neutralizar
28 o0 43 DLsg, se necesita nueve veces mas de proteina, esto en términos

molares.
Utilizando 1 gr de células productoras del anticuerpo BCF2, se realizé un
banco de ADNc, del cual se aislaron los genes codificantes para la cadena
pesada y ligera del anticuerpo monocional, se obtuvo la secuencia de
nucledétidos de la regién variable de ambas cadenas y se dedujo la
secuencia de aminoacidos. Utilizando esta informacién, se realizd la
construccion de un gen codificante de una proteina del tipo scFv, la cual
inicia con la regién variable de la cadena pesada, péptido de unién y
regién variable de la cadena ligera. Esto se clond en un vector de
lograndose inducir

expresiéon y se transformd en varias cepas de E. coli,
la produccién de la proteina de interés y su purificacion en una columna

de afinidad.



SUNMARY

The characterization of BCF2 (a hybridoma cell line that
produces a monoclonal antibody) is reported in this thesis,
including the cloning and expression of the variable region of

BCF2. This monoclonal antibody recognizes and neutralizes toxin 2
(Cn 2) from the venom of the Mexican scorpion Centruroides noxius.
In this work, the preparation of the complete antibody molecule and
its Fab fragments are reported. The use of both products for
neutralization of the purified Cn 2 toxin and the whole soluble
venom, in mice of the strain CDl1l, was investigated. The complete
BCF2 molecule is capable of neutralizing 28 LD;; per mg of antibody,
whereas the Fab fragment neutralizes 43 LD;, per mg of fragment.
Comparatively, neutralization experiments were performed with

polyclonal horse antiserum commercially available. For
values, respectively, when

neutralization of 20 or 43 mice DIy,

using the commercial antiserum, it was needed about nine times more
protein (on molar amounts) than when the BCF2 antibody or its Fab
fragment were used.

From 1 gram of BCF2 cultured cells, a cDNA bank was prepared.
The genes encoding the heavy and light chains of this monoclonal
antibody were cloned and sequenced. The nucleotide seguences of
both the heavy and light chain variable regions were determined and
the corresponding amino acid sequences were deduced. Based on this
information, a new gene coding for a protein containing only the
scFV region of the antibody molecule was prepared. It begins with
the variable region of the heavy chain, has an additional 1linker
peptide and finishes with the variable region of the light chain.
This construct was cloned in an expression vector and wvarious
strains of E. coli were transformed with this new gene. The single-
chain protein, containing the scFV part of BCF2, was finally
expressed and purified by affinity column.
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Introduccién

INTRODUCCION
Cuando una molécula extrafia entra a un organismo vertebrado, se
desencadenan una serie de reacciones para eliminar esta molécuia o
bien, para nevutralizaria. Estos mecanismos de defensa estan
clasificados en dos tipos: respuesta de tipo celular y respuesta de tipo

humoral. La respuesta de tipo celular conprende a los linfocitos T y Ia
los linfocitos B con la

respuesta de tipo humoral comprende a
subsecuente produccion de anticuerpos o inmunoglobulinas (Abbas,

1991).
la estructura de las inmunoglobulinas, asi
acido desoxirribonucléico (ADN)

En esta tesis se describira
las porciones mas

como las metodologias de
recombinante mediante las cuales se manipulan

relevantes de los anticuerpos.

ESTRUCTURA DE LAS INMUNOGLOBULINAS

1.-
Una inmunoglobulina (lg) monomérica (Fig. 1), esta conpuesta por
cuatro cadenas polipeptidicas; dos cadenas pesadas idénticas (H, de su
sigla en inglés heavy) y dos cadenas ligeras idénticas (L, de su sigla en
inglés light). Ambas cadenas (L y H) se encuentran unidas entre si por
medio de enlaces disulfuro (Gally, 1973) y estan organizadas en

dominios, cada uno de ellos contiene una longitud aproximada de 110

aminoacidos (Edelman, 1970).
El dominio que se encuentra en la regiéon amino terminal, tanto de la

cadena H como de la cadena L, se denomina regidén variable (V), el cual
1) (Tonegawa,

tiene aproximadamente de 107 a 118 aminoacidos (Fig.

1983). Dentro del dominio V, se encuentran tres areas de alta
variabilidad (regiones hipervariables), las cuales estan separadas entre
si por secuencias de aminoacidos relativamente constantes, llamadas

tambien regiones marco (FR) (Fig. 2) (Kabat, 1991). El conjunto de las
el sitio de unidn al

regiones hipervariables de la cadena H y L, forman
les conoce tambien como

antigeno. A las regiones hipervariables se
regién determinante de la complementariedad (CDR, de sus siglas en

inglés complementarity-determining regions) (Kabat, 1982).
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Fig.1.- Inmunogliobulina del Tipo I1gG.- En la figura se aprecia una
representacién esquematica de una inmunoglobulina monomérica del tipo I1gG, se
muestran los dominios y subdominios mas representativos.
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La ubicacion de los CDRs no es continua si se analiza desde el punto
de vista de secuencia lineal, pero cuando se analiza la secuencia
tridemensional de un anticuerpo, los CDRs forman asas que
sobresalen sobre la estructura de los residuos mas conservados
(FR). Estos residuos conservados constituyen el 75% de toda la
regién V tanto en la cadena ligera, como en la cadena pesada
(Chothia, 1989).

El sitio formado por la proyeccidn de las asas de los CDRs es el que
se encuentra en contacto directo con el antigeno. Estas asas varian
en tamafo y en forma entre anticuerpo y anticuerpo. Se conoce que la
contribucién de los residuos de los CDRs de la cadena pesada es
fundamental para la union del antigeno. Sin embargo, no se excluye la
importancia de los CDRs de la cadena ligera en la unién entre
antigeno y anticuerpo. Se ha demostrado que algunos residuos de las
regiones marco son importantes para una adecuada proyeccion de las
asas, e incluso pueden interactuar directamente con el antigeno.

Los dominios restantes, no incluidos en la regién V, tanto de Ila
cadena H como de la cadena L, son relativamente conservados, por lo
cual se les denomina regiones constantes (Fig 1). Sin embargo,
existen varios tipos de regiones constantes, o bien, varios isotipos.
Estos fueron clasificados originalmente de acuerdo a la reactividad
que mostraban ante antisueros especificos (Kabat, 1991). Por
ejemplo, en el ratén los distintos isotipos gque se encuentran son:
IgM, IgD, IgG,, 19G.., 19G2s, 19G;, IQE e IgA, y estos estan determinados
por la regién constante de la cadena H. Para la cadena L existen solo
dos isotipos, kappa (k) y lambda (1) (Gally,1873).

\\\

NESN ‘\\

Fig 2.- Subdivisiones de la Regién Variable.- En esta figura se pueden
apreciar las tres areas hipervariables (CDR1, 2 y 3), las cuales se encuentran dentro
de los dominios variables tanto de la cadena pesada como de la cadena ligera. Estas areas
de alta variabilidad, se encuentran flanqueadas por regiones relativamente constantes
(FR1, 2, 3 y 4).




Introduccién

Los dominios constantes 1 y 2 de la cadena pesada (CH1 y CH2) estan
unidos entre si por una secuencia de aminodacidos l!lamada regién
“bisagra”, esta comprende una secuencia rica en prolinas y tiene una
longitud entre 10 y 60 aminoacidos. Es también dentro de esta
regién, donde se encuentran las cisteinas que dan lugar a ios enlaces
disulfuro para unir las dos cadenas pesadas entre si (Fig. 1).

Las Iinmunoglobulinas son moléculas glicosiladas, con los
carbohidratos afiadidos, generalmente, en el segundo dominio de la
regién constante (Fig. 1). Esta unién se forma generalmente en el
grupo NH2 de la aspargina y la N-acetilglucosamina. La glicosilacion
parece jugar un papel importante en la secrecién de las
inmunogliobulinas, y en el control de su catabolismo. No ha sido
demostrado que la glicosiiacion sea importante para el
reconocimiento del antigeno, aun cuando en muy pocas ocaciones
esta se encuentre en el dominio CH1 de la regidn constante. El hecho
de la no colaboracion de el azucar en el reconocimiento antigeno-
anticuerpo, brinda la posibilidad de expresar fragmentos de
anticuerpos en bacterias como Escherichia coli (Pluckthum, 19892).

La region comprendida entre los dominios CH2 y CH3 de las dos
cadenas H, se denomina Fc o regién cristalizable, a su vez, la region

comprendida por los dominios V de ambas cadenas (H y L) se llama Fv
(Fig 1 y 3).

Mediante hidrolisis proteolitica de los anticuerpos se pueden obtener
varios fragmentos dependiendo de donde es que actue la enzima. Si la
enzima hidroliza sobre el amino de la regidn bisagra (papaina), se
obtienen dos fragmentos Fab y un fragmento Fc. El fragmento Fab
comprende el Fv y los dos dominios constantes CL y CH1 (Fig. 3). Sin
embargo, si la enzima actua sobre el extremo carboxilo de la regién

bisagra (pepsina), se puede obtener un fragmento F(ab)', y un
fragmento Fc (Fig. 3) .

Los fragmentos Fab son facilmente cristalizables, y son de gran
utilidad en aquellas aplicaciones donde no se requiere de las
funciones efectoras de los dominios constantes de los anticuerpos.
Su menor talla favorece su manipulacidén y en el caso de usos
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Fig. 3.- Hidrolisis de Anticuerpos.- Como se observa en la figura, dependiendo del
sitio de corte de la enzima, seran los productos obtenidos. Si la enzima corta por el
extremo amino de la regiéon bisagra, se obtienen dos Fab y un Fc. En cambio, si el corte se

produce por el extremo carboxilo de la regién bisagra, se obtiene un F'(ab)z y el Fc se
degrada.
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terapelticos su biodistribucién, efectividad y depuraciéon se ven
incrementadas (Wright, 1992).

La obtencidn de los fragmentos Fab de un anticuerpo por digestidn
enzimatica, se ve afectada por problemas de rendimiento,
reproducibilidad y de la calidad que se requiere para su empleo de
terapia en humanos, sin mencionar el elevado costo que representa su
obtencién (Adair, 1992).

No obstante todas las limitaciones, las perspectivas de aplicacion de
los fragmentos en lugar de la molécula completa son amplias. A
continuacién se enumeran algunas de las caracteristicas que muestran
estos fragmentos comparados con el anticuerpo completo.

- Los fragmentos presentan idéntica especificidad y afinidad por el
antigeno.

- Su avidez puede ser idéntica si se trata de un fragmento divalente.
- Al tener menor tamano, poseen mayor poder de penetracion en tejido.

- En casos de uso en terapia para detoxificacién, son depurados del
organismo mucho mas rapido que el anticuerpo completo.

- Su manipulacidn genética permite sistemas de expresién como
bacterias y levaduras, los cuales ofrecen grandes ventajas sobre la
expresion en células linfoides.

Algunas de las aplicaciones que se le pueden dar a estos fragmentos
son:

Inmunodiagndstico.
- Inmunoradioterapia.
- Terapia mediante inmunotoxinas y conjugados.

- Neutralizacidn de toxinas.
- Detoxificacion de farmacos.
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- Catalisis de procesos bioquimicos.

- Inmunopurificacién.

H.-CLONACION DE LOS GENES VARIABLES

Son varios los fragmentos de anticuerpos que se han clonado y son
varias las modalidades que se han utilizado. Los primeros trabajos de
clonacidn de genes de inmunoglobulinas que se realizaron provenian de
bibliotecas de ADN gendmico de varios linajes celulares. Estos podian
ser hibridomas, linfocitos B o algunas Ilineas de tumores.
Fundamentalmente se utilizaba el fago A (Shin, 1992).

Este procedimiento era largo y tedioso, ya que era necesario identificar
aquellas clonas portadoras de fragmentos con alelos arreglados, y
luego, discriminar las construcciones que contenian genes funcionales
completos. Por otra parte, la presencia de intrones y exones en las
secuencias a clonar, dificultaba mas la metodologia.

Con la introduccién de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, de
sus siglas en inglés polymerase chain reaction), se facilité la
manipulacién de los genes variables de las inmunoglobulinas, lo cual a
su vez, contribuydé al desarrollo de la ingenieria genética de

anticuerpos.

El PCR puede ser utilizado para aislar genes individuales o familias
completas de inmunoglobulinas. El Unico requisito es conocer
previamente las secuencias que las flanquean. En los ultimos afos, se
ha recopilado una gran cantidad de informacién respecto a estas
secuencias, tal es asi que existen varias bases de datos de secuencias
de proteinas de interes inmunoldgico de varias especies. Por ejemplo,
la base de datos mas conocida y empleada en esta area, es la de Kabat
(Kabat,1991), la cual contiene informacién de secuencias para nueve
especies diferentes, entre las cuales se encuentran de humano, ratén,
rata y conejo. Esto por supuesto ha facilitado el disefio de

7
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oligonuciedtidos universales que amplifican regiones variables uUnicas
o de familias de genes (Huse, 1989).

Las secuencias mas utilizadas para amplificar las regiones variables
son las que hibridizan en la regién FR1 o en el péptido senal, esto para
la regién 5’, y para el extremo 3' del gen se utilizan la secuencias del
FR4 o los primeros nucledtidos de la regidon constante, de CH1 para la
cadena pesada y de kappa o lambda para la cadena ligera.

El PCR también ha sido utilizado para la construccién de fragmentos
variables de una sola cadena (scFv, de sus siglas en inglés single chain
Fv) (Fig.4) y de algunos complejos de scFv y otras proteinas de fusién.
La primera aplicaciéon consistidé en |a obtencién de genes de
inmunotoxinas (Buchner, 1992), donde los oligonucledtidos empleados
para la amplificacion de las regiones variables, ademas de la
informacién de hibridizacidn de las regiones variables, contenian parte
de la secuencia del péptido de unién y sitios de restriccion apropiados
para el ligamiento de los dominios amplificados.

Con la utilizacién de la ingenieria genética de anticuerpos, se pueden
aislar anticuerpos que no podrian obtenerse por medios convencionales.
Como por ejemplo, anticuerpos dirigidos contra antigenos propios
(Weissenhorn, 1992); anticuerpos en cantidades suficientes para su
estudio, como son IigD e IgE (Shin, 1992); anticuerpos quimeéricos
(Dibel, 1995; Lilley, 1994; Knappik, 1994; Neri, 1995), se puede
“camellizar” la regién variable de la cadena pesada para expresarla
como minimo dominio de anticuerpo capaz de reconocer un antigeno
(Davies, 1995) y se pueden obtener bancos de anticuerpos para
“transformar” un anticuerpo murino en anticuerpo humano (Jespers,
1984). Estas son algunas de las muchas ventajas que ofrese la
ingenieria genética de anticuerpos sobre la forma tradicional de
obtencion de anticuerpos.

En la fig. 5 se muestran las dos formas mas utilizadas para construir
un scFv. En la primera de ellas, el oligonucledtido que hibridiza con la
regién 3' de la regién variable de la cadena pesada, contiene la mitad
del gen codificante para el péptido de unidn, tambien contiene un sitio
de reconocimiento para una enzima de restriccion (Asc /). Por otro lado,
e! ologonucledtido que se une a la parte 5 de la cadena ligera, contiene

8
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la otra mitad codificante del péptido senal y el mismo sitio de
reconocimiento enzimatico. Una vez amplificadas las regiones
variables por separado, se digiere con la enzima de restriccidn
adecuada y se realiza una reaccion de ligacién. La otra metodologia
frecuentemente utilizada, es la de disefiar un oligonucledtido que
contenga toda la secuencia codificante del péptido de unidén, y que
ademds contenga una regién de hibridizacién para el extremo 3' de la
cadena pesada y para el extremo 5 de la cadena ligera, esto siempre y
cuando la construccién lleve el orden “pesada-péptido de unidn-ligera”.

Péptido de
unién

Fig. 4.- Representacién de un scFv.- Esta protelna estd formada por las dos regiones
variables de la cadena pesada y de la cadena ligera, se encuentran unidas entre si por un péptido de
uniodn de generalmente 15 amincécidos. En el esquema, se encuentra unido el extremo carboxilo de
la cadena pesada con el exiremo amino terminal de la cadena ligera. Puede realizarse una
construccion similar, solo que colocando la cadena ligera como primer dominio.

Debido a que la glicosilacién de los fragmentos de anticuerpos para el
reconocimiento del antigeno no es necesaria (Pluockthum, 1982), y
teniendo en cuenta el establecimiento de los sistemas para la
expresion de proteinas heterélogas en Escherichia coli, fué posible
expresar los fragmentos de anticuerpo en esta célula hospedera. Esta
concepcién se extendid rapidamente hacia la manipulacidn en levadura,
debido a su alto potencial secretor y a la posibilidad de que los
fragmentos de anticuerpos, e incluso los anticuerpos completos se



Introduccién

produjeran con un plegamiento correcto y por consecuencia fueran
activos (Wright, 1992). Tambien se han expresado exitosamente
anticuerpos en células de insecto (Carayannopoulos, 1994)

Muy pronto se demostré que en una bacteria como E. col/i la expresidn
de los fragmentos podia tomar dos caminos: La expresion intracelular
(Duefias, 1994) y la expresion periplasmica (Skerra, 1988). Para la
primera de estas vertientes, se obtenian altos niveles de produccién de
proteina inactiva o no plegada correctamente, a la cual se le debia de
realizar un proceso de plegamiento in vitro. Para la segunda vertiente,
se debian de utilizar construcciones genéticas que contuvieran
secuencias codificantes para péptidos sefales bacterianos, y donde, si
bien los niveles de produccidn son bajos respecto a la produccién
citoplasmatica, el producto se exporta a periplasma, de donde es
recuperado el fragmento de anticuerpo en forma activa (Duefnas, 1994;
Pérez-Pérez, 1994).

En este trabajo de tesis, se describe la clonacién de los segmentos Fv
correspondientes a la cadena pesada y ligera de un anticuerpo murino
neutralizante. Este anticuerpo reconoce la toxina 2 del alacran
Centruroides noxius Hoffmann. Este anticuerpo se obtuvo a partir de un
hibridoma denominado BCF2. La validacion del proyecto se haya en el
hecho de que los fragmentos Fab del hibridoma son capaces de
neutralizar el efecto de la toxina Cn2.

El trabajo bioquimico de separaciéon de las regiones Fc y Fab, asi como
los ensayos de proteccidn en ratones, forma parte de un articulo
publicado como primer autor que se anexa como resultados publicados
de esta tesis. La parte de biologia molecular comprende la clonacién de
los segmentos mencionados y la construcciéon de un gen que codifica
para la molécula de scFv, esto forma parte de una patente, cuya
solicitud esta en registro y constituye parte de los resultados no
publicados de esta tesis.
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5.- Construccidén de un scFv.- Las dos formas mas utilizadas para realizar un
scFv son: A) Integrar la secuencia del péplido de unién en dos oligonucledtidos y unirio
mediante digestidn/ligacion. 8) Utilizar un oligonucledtido que contenga la secuencia del
péptido de unidn y que contenga secuencias que hibridicen con la cadena pesada y ligera.

Fig.

11



Antecedentes

ANTECEDENTES

El alacranismo es un problema endémico de salud publica en México
(Dehesa-Davila, 1989), también ocurre en algunos estados del sur de
Estados Unidos de Norteamérica (Gateau, 1992).

De las 231 especies diferentes de alacranes mexicanos, solamente seis
son, peligrosas para el hombre (Stockwell, 1992). El veneno mas
potente es el del alacran de Nayarit, Centruroides noxius , para e! cua!
se determind la dosis letal media, que es de 5 png/20 g de peso corporai
de ratéon (Dent, 1980).

Se ha demostrado la existencia de al menos cuatro familias distintas
de péptidos en el veneno de los alacranes (Possani, 1992), cuyo blanco
de accion son canales idnicos de membranas excitables, estos canales
ionicos pueden ser: canales de sodio (Catterrall, 1976, Rochat, 1979;
Possani, 1977), canales de potasio (Carbone, 1982), canales de calcio
(Valdivia, 1992) y canales de cloro (DeBin, 1993). De estas familias de
péptidos los mas importantes en términos de cantidad presente en el
veneno y en términos del efecto letal a mamiferos son los péptidos
bloqueadores de canales de sodio (Possani, 1984). Por esta razdén,
nuestro grupo enfocd su interés en los péptidos bloqueadores de
canales de sodio, particularmente en los del alacran C. noxius, ya que
este es el alacran mas peligroso de México (Possani, 1884).

En el afo de 1991, se obtuvieron varios hibridomas productores de
anticuerpos en contra de la toxina mas abundante del veneno de C
noxius (Toxina 2). De los seis monoclonales producidos, el que
demostré mayor capacidad neutralizante /n vivo, fué el denominado
BCF2 (Zamudio, 1992). Ademas, dichos anticuerpos producidos en
contra del veneno del alacran C. noxius , o de sus componentes, fueron
capaces de producir reaccidn cruzada con el veneno y toxinas de otros
alacranes peligrosos de Meéxico (Z2amudio, 1992; Calderdn-Aranda,
1983), pero no asi, en contra del veneno de alacranes norteafricanos.
Esta capacidad de reaccionar con otras toxinas sugiere una reactividad
polivalente, la cual, puede ser utilizada para el tratamiento de
picaduras de varios alacranes mexicanos.

12
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En la fig. 6 se muestra la secuencia de aminoacidos de !a toxina 2 de
C. noxius, recientemente determinada (Vazquez, 1995).

Cn2
1 10 20 30 40 50
KEGYLVDKNTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFACWCTHLYEQA

60 66
IVWPLPNKRCS-amida

Fig. 6.- Secuencia de aminoacidos de la toxina 2.- El cddigo de una letra fué
utilizado para la representacién de la estructura primaria de la toxina 2 (Cn2) del
alacran C. noxius.

Como se menciond anteriormente, se cuenta con un anticuerpo
monoclonal antitoxina 2, el cual es capaz de neutralizar 7.5 dosis
letales medias en una relacién molar de 1:10 de toxina-anticuerpo
(Zamudio, 1992). Este podria ser utilizado eficientemente en Ila
terapia contra picaduras de alacran. Sin embargo, presenta varias
limitantes si se desea que se utilice como herramienta terapéutica
en humanos.

La primera desventaja es que este anticuerpo es una proteina de
origen animal (ratdon), y por lo tanto puede desencadenar respuesta
inmunoldgica al ser administrado en humanos (Scroff, 1985). Esto es
debido a que las inmunoglobulinas son glicoproteinas de aito peso
molecular (aproximadamente 150 KDa), y contienen una relacién de
82-96% de polipéptido y de un 4-18% de carbohidratos. Los
carbohidratos, como se menciond en la introduccién, se encuentran
en la regién constante del anticuerpo (Fc), siendo este uno de las
dominios mas inmunogénicas de la molécula. Si este anticuerpo se
administrara en mas de una ocasién a una persona, esta podria sufrir
de enfermedad de! suero y/o originar un choque anafilactico (al ser
administrada en mas de una ocasién).

13
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tiempo que se encuentra en el organismo se localiza en torrente
sanguineo. No siendo este el caso de las toxinas de alacran, que al tener

un peso molecular pequefio (entre 6 y 12 KDa) tienen un gran poder de
penetracién en tejido, y esto las pone fuera del alcance del anticuerpo

neutralizante.

La tercer desventaja se presenta debido a que las moléculas de alto
peso molecular, administradas en torrente sanguineo, tienen un tiempo
de .wvida media mucho mas elevado que las proteinas de bajo peso
molecular (Haber, 1992). Es decir, una vez que la inmunoglobulina
reacciona con el antigeno y se forma el complejo antigeno-anticuerpo,
este podria permanecer en torrente sanguineo el tiempo suficiente para
que se disocie el complejo, de esta manera, la toxina quedaria libre
nuevamente para poder llegar a su sitio de accién (Haber, 1992). EIl
tiempo de vida media de las toxinas en el organismo es de

aproximadamente 14 h (Ismail, 1988)

Por otra parte, la produccién de anticuerpos monoclonales en bio-
respecto a la produccién de

reactores, tiene un precio muy elevado
fragmentos de anticuerpos en bacterias.
razones antes mencionadas, seria conveniente utilizar las

recombinante para obtener un fragmento del
y de esta manera se

Por las
metodologias de ADN
anticuerpo, el cual sea producido en £. coli
eliminarian las desventajas antes citadas, ya que un fragmento del tipo

scFv, podria reconocer a la toxina con la misma afinidad que el
anticuerpo completo (Skerra, 1988). Al ser una molécula pequena,
presentaria baja antigenicidad. Por la misma caracteristica del
tamanio, tendria gran poder de penetracion en tejidos, de esta manera
seria factible que penetrara al tejido donde se encuentra la toxina y la
alejaria de su sitio de accidén. Al tener bajo peso molecular, seria mas
rapidamente depurado del organismo el complejo antigeno-anticuerpo.
Un ejemplo de esto es el tratamiento de una intoxicaciéon con digoxina,
el complejo Fab-digoxina es depurado mas rapidamente por el higado
que el complejo con el anticuerpo completo (Smith, 1979), de la misma
manera, se espera que una molécula del tipo scFv sea depurada del
organismo mas rapidamente (Colcher, 1980).

Una ventaja adicional, es que al ser producido este fragmento en una
bacteria, los costos de produccién se verian disminuidos

14
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considerablemente. Este podria ser un producto biotecnolédgico de gran
impacto en el pais, ya qQue como se menciond anteriormente, existe una

gran incidencia de picaduras de alacran y se reqguiere un uso muy grande
de suero antialacran.

Este tipo de proteina presentaria varias ventajas sobre el suero
antialacran que se utiliza actualmente como terapia. La principal de
ellas es el tamafio, ya que el antisuero antialacran esta formado por
fragmentos F(ab)'z de inmunoglobulinas de caballo. Por todo lo
anteriormente mencionado, se puede inferir que la efectividad del
fragmento scFv del anticuerpo BCF2 podria ser mayor que la del
fragmento F(ab)'z comercial, esto siempre y cuando, las afinidades de
ambos fragmentos sean similares.

Por otro lado, la metodologia de obtencién de fragmentos F(ab)'2
utilizada actualmente, produce muchos fragmentos de anticuerpos
totalmente irrelevantes para la neutralizacion del veneno de alacran, y
todos estos fragmentos irrelevantes son administrados al organismo,
incrementandose de esta manera la probabilidad de sufrir choque
anafilactico al recibir mas de una dosis de la preparacion. Esta gran
cantidad de proteinas irrelevantes para la neutralizacion se obtienen
por la forma de preparar el antisuero. Actualmente, se inmuniza un
caballo con un macerado de telson de alacran y se aplica la porcién
soluble de acuerdo al protocolo de inmunizacién utilizado. Al tener un
elevado titulo de anticuerpos se realiza una purificacién de anticuerpos
totales del caballo y a estos se les realiza una digestién enzimatica. Es

por esto que se obtienen muchos F(ab)'z que no reconocen a los péptidos
tédxicos.

Al producir un fragmento de anticuerpo del tipo scFv, se trabaja con
una sola proteina, la cual debe de estar totalmente purificada. De esta
manera se resuelven muchas de las desventajas que podrian
presentarse al utilizar un anticuerpo completo, un fragmento del tipo
F(ab’)2, o incluso un fragmento del tipo Fab.

Sin embargo, como el anticuerpo BCF2 es un anticuerpo monocional,
todavia era necesario probar si este anticuerpo ( o sus fragmentos
variables) eran capaces de neutralizar la accién del veneno completo,
el cual posee muchas toxinas diferentes a la Cn2. Este punto fué
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resuelto, como se indica en la publicacidn anexa. El Fab es capaz de
neutralizar el veneno completo.

Para iniciar con este trabajo, se me proporciond un banco de ADN
complementario (ADNc), el cual provenia del hibridoma productor del
anticuerpo monocional BCF2, este banco fué producido a partir de un
gramo de células del hibridoma cultivado por la Dra. Ema Calderdn. EIl
banco fué elaborado por el Dr. Baltzar Becerril y el Ing. Renaud Condé. E!
tamano del banco era de 108 unidades formadoras de placas (UFP).

Este reporte de tesis, se divide principalmente en una seccién de
resuitados publicados, una seccidén de resultados no publicados, el
depdsito de una solicitud de patente y anexos de publicaciones no
relacionadas con el tema pero realizadas durante el periodo de mi
formacion.
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- Objetivos
OBJETIVO GENERAL
Clonar, expresar y caracterizar la porcién Fv del anticuerpo

neutralizante BCF2 en Escherichia coli, dirigido contra la toxina 2 del
alacran mexicano Centruroides noxius .

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Comprobar que el fragmento Fab del anticuerpo monoclonal BCF2 es
capaz de neutralizar la toxina 2 del alacran Centruroides noxius
Hoffman.

2.- Comprobar que el fragmento Fab del anticuerpo monocional BCF2 es
capaz de neutralizar la porcion soluble del veneno total del alacran
Centruroides noxius Hoffmann.

3.- Disefiar oligonucledtidos para la blusqueda de clonas en un banco de
ADNCc correspondientes a la cadena pesada y ligera del anticuerpo BCF2.

4.- Seleccionar las clonas del banco de ADNc del hibridoma BCF2.
5.- Caracterizar las clonas de ADNc seleccionadas.

6.- Disefar oligonucledtidos para amplificar porciones de las cadenas
por medio de PCR.

7.- Subclonar en E. coli los fragmentos amplificados.
8.- Inducir la produccién del fragmento variable.

9.- Caracterizar el fragmento variable
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(Received F Jantary 1996 accepred 29 February 1996) -

A. F. Licea. B, Becerril and L. D. Possani. Fab fragments of the monocional
antibody BCF2 are capable of neutralizing the whole soluble venom from the
1 scorpion Ceniruroides noxius Hoffmann. Foxicen 33, §43-847, 1996.—BCF2 is
a murine hybridoma cell line that produces a neutralizing antibody against
toxin 2 (Cnd) from the scorpion Ceniruroides noxius Hoffmann of Mexico. In
' .- this communication we report the preparation and use of the BCF2 antibody
i and its antigen binding fragments (Fab) in experiments aiming at obiaining

' protection of experimental albino mice (strain CD]) challenged with purified
toxin Cn2. as well as. with whole soluble venom from C. noxius. The
monocional antibody BCF2 in amounts of 1 mg neutralizes 28 LD of
soluble venom of C. noxius. whereas the Fab fragmenis of BCF2 (1 mg) are
capable of neutralizing 33 LD.. dose of the same venom. To reach the same Jevel
of neutralization. with the commercially available horse antiserum [F(ab":).

=

we need 10 use aboul ninefold more maiterial. Copyright & 1996 Elsevier
Science L1d

Since scorpion envenomation is a real health problem in Nexico. with = 200.000
accidents per year (Dehesa-Davila and Possani. 1994: Dechesa-Davila er a/.. 1995) our
laboratory has been inierested in obiaining a vaccine against scorpion 1oxins. and in
improving pre-existing antisera. This has been approached either through glutaraidehyde
modification of venoms (Possani er al.. 1981) or by chemical synthesis of peptides
corresponding to the primary structure of scorpion toxins (Calderon-Aranda ez al.. 1995).
Studies on serotherapy were perforined with polyclonal antibodies (Calderon-Aranda
er al.. 1993) as well as with monoclonal aniibodies (Zamudio er a/.. 1992). The most
dangerous scorpion in the country in terms of venom poiency is Ceniruroides noxius. which
has a LDy of 5 g venom per 20 g mouse wt (Dent e7 a/.. 1980). This value was determined
de noro for albino mice of the strain CDJ1. used in this paper. and was shown to be 3.8 ug

*Author 1o whom correspondence should be addressed.
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for 20 g mouse wi. The various fraciions obtained by gel filiration on Sephadex G-50
of 1the venom from C. noxius were assayed in murine animals (mice and rats) as
antigens. in order to generaie protective eflfects. Fraction 11, which contains the
Na~-channel specific toxins is the only one absoluilely required for production of
newralizing antibodies (Calderon-%randa et al.. 1993). Also. in this venom the most

. important 1oxic component is 1oxin 2. previously called component 11.9.2.2 (Possani er al.,
1981). which makes about 6.8%% of the whole venom (Zamudio er al.. 1992: Valdivia er a/..
1993) and has an estimaited LDy value of 0.25 ug per 20 g mouse wt of the sirain CD1
(this communication). Fortunately. a monoclonal antibedy producing cell line. named
BCF2. was prepared succsssfully against the action of toxin €Cn2 (Zamudio er a/., 1992).
This same monoclonal antibody has cross-reacting properties against venom from other
dangerous <pe¢1es of scorpions (Zamudio er a/., 1992). Thus. we decided xo \er)f\‘ 1hree
important questions:

1. 1o evaluate the proteciive effect of the intact BCF2 anubodv acamst whole soluble
venom: :

2. 1o verify if the Fab fragmenis of BCF2 are capable of recoamzmc punﬁed toxin |
Cn2; and

3. to verify how lmponam was the neutralizing capacxt\' of these Fab fragmems af:amst
experimental envenomation of mice with the whole solubie venom of C. noxius.

To our knowledge this is the first report in the literature, where both the monoclonal
antibody and the corresponding Fab fragmenis. obiained by enzymatic digesiion, are
shown 10 protect not only against the specific 1oxin. but also 1o produce a protecting effect
against the whole soluble venom.

The series of experiments reported here staried by the determination of the exact class
and sub-class of immunoglobulin (Ig) to which BCF2 clone belongs. This was relevant
because in the original publication by Zamudio er al. (1992). this BCF2 cell line was
described 10 produce 12G. sub-class antibody. which has a high-affinity for recepiors of
the macrophage and or reticulo-sndothelial systems. and for this reason was expected to
facilitaie the removal of the complax toxin-antibody from the circulation (Zamudio er al..
1992). Using an enzyme immuncesorbent assay (ELISA) from the commercially available
kit (Mouse 1yper. BioRad Lab.. Richmond. CA. U.S.A.) the immunoglobulin class of
monoclonal antibody BCFZ was definitively shown 1o be 12G, for heavy chain and kappa
for light chain. Thus. the suggesied mechanism previously described (Zamudio er al.. 1992)
could not explain entirely the neutralizing capacity of BCF2, and the study of the putative
protecting effect of the antigen binding fragments alone (Fab fragments) of BCF2 was then
interesting 10 be assayed. It was also relevant 1o find out if the effect of the whole venom
could be neutralized by the use of this monoclonal antibody.

For these experiments. monoclonal anitibodies produced in the abdominal cavity of
BALB c mice. as ascites liquid. were obtained and purified as described (Harlow and Lane,
1988). Digestion of aniibody (papain) and separation in an affinity column (protein A)
were also performed as described by Harlow and Lane (1988). Purified BCF2 whole-
antibody was mixed with purified toxin Cn2 [Fig. 1(A)) or whole soluble venom [Fig. 1(B)]
for neutralization experiments. injecting six mice (20 g body w1t cach) per dose. All mixtures
used for obtaining the daia of Fig. 1 were incubated at 37°C for 30 min before injection
into mice of strain CDJ1. One milligram of BCF2 antibody was capable of neutralizing the
effect of 32 LDy values of purified toxin Cn2 [Fig. 1(A)), whereas the same amount of
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Fig. 1.

Neutralization experiments with BCFZ and its Fab fragments. From this graphic
Tepresentation the PDy values (proteclive dose 50%). defined as the amount of monoclonal
antibody necessary 1e protect $0°% of the mice exposed 10 the indicaled doses of toxin or whole
venom. were calculated. Six female mice (20 g wi) were used for each of ithe points of the
neuvtralization curves. (A) Increasing amounts of toxin Cn2 and monocional antibody (BCF2) were
mixed in order 10 determine the PDy, for each point. (B} Same as (A) but using whole venom instead

of toxin. (C) Increasing amounts of whole venom and the fraction Fab from BCF2 were mixed
10 obtain the corresponding PDu- (D) Overlapping of panels (B) and (C). Continucus lines refers
10 experimental resulis. broken lines show the lincar regression calculated for each curve,

1 mg could neutralize 28 1D, of whole soluble venom [Fig. 1(B)). This last data were not
quite expected. since the soluble venom of C. noxius contains a mixture of many different
toxins (Possani er al.. 1981: Valdivia er al.. 1994;: Vdzquez er al.. 1995), I1 was then of
utmost imporiance to know if the Fab fragmenis were also capable of neutralizing the
whole soluble venom. Figure 1(C) shows that, indeed, the Fab fragments obtained from
BCF2 are capable of neuiralizing the whole soluble venom. The values obtained in
Fig. 1(C) indicate that 1 mg of Fab fragments can neutralize 42 1D, dose of venom. These
values were obtained from the graphic calculaiion applying the equation Cricket graph
1.3.1 (from Cricket Software, Malvern. PA. U.S.A.). Briefly. the constanis for the
straight-line equation are given by the experimental plois (see the insets of Fig. 1). where
x is the amount in ug of antibody or Fab fragments for that particular case. e is the
exponential ( x 10), and » is the amount of Cn2 or venom given in ug. Since the value
in pug of one LDy is known (0.25 ug 'mouse of 20 ¢ body w1 for toxin Cn2, and 3.8 ug
for soluble venom) it is easy 10 deduce the number of 1Dy for each case. Figure 1(D)
compares, in the same plot, the data obtained for whole soluble venom neutralized with
Fab fragmenis with that of whole BCF2 aniibody. It is also important 10 note that the

Fab fragments were shown to be competent for recognizing pure toxin Cn2, as
demonstrated by an ELISA assay (daia not shown). o
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We have also correlated. in terms of molar ratio. the amount of protein (BCF2 I1gG or
Fab fragmenis) needed for the neutralization of a given amount of venom. In order to
neutralize 1 mg of whole soluble venom it is necessary 10 use 123 umoles of Fab fragments.
whereas only 64 umoles of BCF2 1gG are required. Considering that the intact 1gG is
bivalent (64 x 2 = 128). this means that the molar ratio of Fab and 1gG needed for the
neurtralization of the same amount of venom is practically the same.

Another relevant point was 1o verify the performance of this proiecting monoclonal
antibody BCF2 compared with that of commercially available horse antiserum (National
Institute of Hygiene from the Ministry of Health. baich of serum number SAO46-9. valid
uritil February 1999. Mexico City. Nexico). The neutralization experiments with this horse
antiserum were performed using 2. 3 and 5 LDy values of whole soluble venom from
C. noxius. incubated 30 min. a1 37°C. with increasing quantities of serum (by a factor of
three each time) and injecting mice of the same CD1 strain. used for the BCFZ monoclonal
antibody. Five mice were used for each experiment. The amount of horse antiserum
required 10 neuiralize the various LDy values of venom assayed was always in the range
of ninefold more than the Fab fragments from our monoclonal antibody. This value was
also calculated in terms of molar ratio. assuming a molecular mass of about 50.000 for
our Fab fragmenis and 100.000 for the F(ab')2 fragmenis. from the horse antiserum.

The results we are reporiing here. in our opinion. are very imporiant for antivenom
serotherapy in humans. This is even more relevant since the experimental vaccine obtained
with soluble venom after polymerization with glutaraldehyde (Possani ez al.. 1981) is not
convenient for two main reasons. First it is difficult (if not impossible) 10 obtain enough
venom for preparing the 13 million doses of vaccine required in the country
(Dehesa-Davila e7 al.. 199%): and second. the control of biological material (modified
venom) for vaccination is extremely difficult to obtain in a reproducible manner. according
to the good manufacturing quality required for human usage. This discouraging situation
is worsened by the fact that synthetically prepared peptides. although producing a
neutralizing effect in naive animals. do produce a sensitization phenomenon in
pre-immunized mice (Calderon-Aranda e; a/.. 1995). Thus. until the adeguaie peptides are
found. for synthesis and production of a real vaccine. the only way left for protection
against scorpion stings in Mexico. is to keap using the existing horse antisera. or to develop
a new antiserum based on the purified Fab fragments described here. which could
eventually be produced by genetic engineering. One advaniage of this protecting
monoclonal aniibody is the relatively low amount required for proteciion of mice.
compared 10 commercially available horse antiserum. The amount of 1otal foreign proiein
(immunogiobulin fragments) 10 be injected in 1he patients would be about 1enfold less than
the amount required now. B
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MATERIALES Y METODOS

1.- Busqueda en el Banco de ADNc
a) Crecimiento e infeccién de la cepa E. coli Y1090 con

el Bacteréofago igtil1

Se realiza un crecimiento bacteriano de la cepa en medio Luria liquido
durante toda la noche (O.N.), e! medio va suplementado con ampicilina
(60jkg/mL) y maltosa (2 mg/mL). Pasado este tiempo, se realiza un
cultivo fresco de tres mL tomando 100 pL del O.N. y agregandolo a
medio fresco suplementado. Se deja tres horas a 370C con agitacién
vigorosa.

En un tubo "eppendorf” se colocan 300 ulL de una solucidn de Ca, Mg y se
anaden 300 plL de células, a esto se agregan de 1 a 10 ulL del fago
(dependiendo del titulo del fago). Se incuban a 370C durante 20 minutos
sin agitacién. Pasado este tiempo, se agregan 7.5 mL de medio de
cultivo Luria-agarosa a una temperatura de 45-50 oC, se mezcla y se
agrega sobre una placa grande de Luria sdélido suplementado con
ampicilina. Se Deja solidificar y se incuba a 370C durante 12-16 h

b) Levantamiento y Tratamiento de las Placas de Lisis

Una vez que se observan claramente las placas de lisis, se procede a su
levantamiento siguiendo estos pasos:

- Se coloca un filtro de “nylon” sobre la caja Petri tratando de que no
se forme ninguna burbuja de aire. Auxiliado con una aguja, se marca de
dos a tres puntos de referencia utilizando tinta china.

- Una vez realizado el paso anterior,se deja un minuto sobre las placas
y se levanta con cuidado de que no se pliege el “nylon” sobre si mismo

- Se coloca el “nylon” sobre una solucion desnaturalizante por un
minuto, la cual contiene NaOH 0.5M y NaCl 1.5M

- Se enjuaga con Tris.HC! 1M, pH 7.5
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- Posteriormente, se coloca un minuto en una solucidn neutralizante,
cuya composicién es Tris.HCI 0.5M y NaCl 1.5M

- Se enjuaga con una solucidn de citrato de sodio (90 mM) y NaCl (0.9
M). A esta solucién tambien se le llama SSC 6X

El “nylon” debe de permanecer con la cara que tocd las placas hacia
arriba todo el tiempo. Una vez que se ha pasado por todas las
soluciones, se fija el ADN con luz ultravioleta al “nylon”. Una vez
fijado se realiza una prehibridizacién y posteriormente se hibridiza
con una sonda marcada radioactivamente.

¢c) Prehibridacion
Se coloca el “nylon” dentro de una bolsa de plastico y agregar la
solucién de prehibridacién para oligonucledédtidos. Sellar la bolsa y
colocarla a 370C durante cuatro horas minimo.

Solucién de Prehibridacion:

Volumen “Stock”
SSCeX 4.95 mL 20X
Denhardts 5X 1.50 mL 50X
Pirofosfato de Sodio 1.50 mL 0.5%
SDS 0.75 mL 10%
ADN timo ternera 0.15 ml 10mg/mL
Agua 6.15 mL

d) Hibridacion
Una vez que transcurrio el tiempo de la reaccién de prehibridacién, se
elimina y se agrega la solucién de hibridacién, se coloca a 420C por un
tiempo de 16-20 h.

Solucién de Hibridacion:

Volumen “Stock”
SSC 6X 4.95 mL 20X
Denhardts 5X 0.30 mL 50X
Pirofosfato de Sodio 1.50 mL 0.5%
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Volumen “Stock”
SDS 0.15 mL 10%
ADN timo ternera 0.15 mi 10mg/mL
Agua 6.15 mL
Oligonucleétido marcado 100-500uL

Una vez pasado el tiempo de incubacién, se lava el “nylon” con SSC
6X .a 550C, esto con el fin de eliminar el pegado inespecifico.
Posteriormente, se coloca una pelicula sensible y se deja exponer
por 12 h. Pasado este tiempo, se revela la pelicula y se identifican
las placas de lisis positivas.

2.- Reaccién en Cadena de Jla Polimerasa
La reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR, de sus siglas en inglés

Polimerase Chain Reaction) que se realizd durante toda la
investigacion, fué utilizando el siguiente programa:

950C 2 min.

950C 30 seg.

550C 30 seg. 25 ciclos
720C 30 seg.

720C 10 min.

Todos los PCR's se elaboraron con la enzima termoestable “Vent”, se
utilizé su amortiguador segun las indicaciones de la casa comercial
“New England Biolabs”. Los deoxinucléotidos utilizados son de
“Boheringer Mannheim” y se emplearon a una concentracion final de
200uM. Los oligonucledtidos se emplearon a una concentracién final
de 2uM.
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3.- Transformacion de la cepa de E. coli DHSa con el
plésmido pKs

Se toman 200ulL de células competentes y se colocan en un tubo de
plastico, a estas células se les agrega el plasmido (generalmente
con 1ul es suficiente) y se coloca el tubo en bafio de hielo durante 30
minutos.

Posteriormente se da un choque térmico colocando el tubo a 420C
durante 30 segundos, y se pasa nuevamente a hielo. Se agregan 800
pnl de medio SOC y se dejan recuperar las células durante 1 h a 370C.
La composiciéon del medio SOC es la siguiente:

Triptona 2.0%
Extracto de Levadura 0.5%
NacCl . 10mM
KCI 2.5mM
MgCl 20mM
Glucosa 20mM

Nota: La glucosa y el MgCl deben de esterilizarse por separado y ser
agregados al momento de utilizar el medio.

Transcurrida la hora de incubacién se colocan 200ul - del cultivo
como maximo en una caja Petri, la cual contiene medio Luria sdélido
suplementado con 100 upl/caja de Xgal (20 mg/mL en
dimetilfformamida) y 30 ul/caja de IPTG ( 200 mg/mL). Se coloca de

12 a 16 h a 370C, se separan las colonias positivas (Blancas) de las
negativas (Azules).

4.- Puriticacion de Plasmidos

Los plasmidos se purificaron utilizando el método de lisis alcalina,
el cual se describe a continuacién:

Se coloca un cultivo celular en medio Luria, suplementado con
ampicilina, el tiempo de incubacién es de 12-16 h
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Una vez transcurrido este tiempo, se toma 1.5 mL y se coloca en un
tubo “eppendorf’, se centrifuga a 12 000 RPM durante cinco minutos.

Se elimina el sobrenadante y el sedimento se resuspende en 1mL de
SET (Sacarosa 20%, EDTA 50mM y Tris.HCI 50 mM pH 7.5), se vuleve a
centrifugar en las mismas condiciones y se elimina el sobrenadante.

Se resuspende en 150 ul de SET y se agregan 5 ul de la enzima
ARNasa, se deja incubando cinco minutos a 370C. Pasado e! periodo
de incubacién, se agregan 350 pl de mezcla litica (SDS 1% y NaOH
0.2M), una vez agregado esto, se mezcla por inversién varias veces y
se deja 10 min. en hielo.

Se le afnade 250 plL de acetato de sodio (3M'pH 4.8), se mezcla por

inversiéon y se incuba en hielo durante 30 min. Posteriormente se
centrifuga durante 10 min a 12 000 RPM.

Se toma el sobrenadante pasandolo a un tubo “eppendorf’ nuevo, a
este se le agrega un volumen igual de isopropanol (700 ulL). Se
mezcla por inversion y se centrifuga 10 min a 12 000 RPM.

Se elimina el sobrenadante y el precipitado se lava con etanol
frio (-200C) al 70%, esto se repite en dos ocasiones. Se deja secar y

se puede resuspender en 30 plL de agua, siempre y cuando se vaya a
utilizar en ese momento el plasmido, de no ser asi, se guarda seco a

-200C.
5.- Secuenciacion de ADN de Doble Cadena
a) Desnaturalizacién del ADN

Para desnaturalizar el ADN, se requiere tener alrededor de 3-5 ng de
ADN de plasmido por reaccidon de secuencia, esto en no mas de 150 ;_LL

de agua.

A esto se agrega 1/4 de volumen de solucidn de desnaturalizacidn
(NaOH 2M y EDTA 2mM), y se incuba de 15-20 min. a 37¢C.
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Pasado el tiempo de incubacién, se agrega un volumen de acetato de
amonio 5M. Posteriormente se afaden tres volumenes de etanol
absoluto frio.

Se precipita el ADN colocando la reaccién 15 min. a -700C, se
centrifuga a 40C durante 30 min. a 12 000 RPM. Una vez precipitado,
se lava con etanol frio al 70%. Por Uultimo se guarda a -20°0C hasta
utilizarlo.

b) Hibridacién del Oligonucledétido con el ADN del
Plasmido

Se mezclan en un tubo “eppendorf' 6 pbL de agua, 2 ulL del
amortiguador adecuado (Kit de secuencia Amersham) y 10 ng del
oligonucledtido. Se agrega esta mezcla al tubo que contiene el ADN
del plasmido seco y se incuba de 15 a 30 minutos a 37°C,
posteriormente se pasa a hielo.

c¢) Reaccién de Secuencia (Extension)

En un tubo “eppendorf’” se prepara la siguiente mezcla de
premarcaje:

DTT (C.1M) 1.0 uL

Agua 1.6 uL

Lab. Mix 0.4 nuL

[35S]dATP 0.5 uL

Secuenasa 0.25 uL

Amortiguador 1.75 pL
Todo esto se mezcla sin hacer burbujas, se agregan 5.5 pl de esta

mezcla de premarcaje a los tubos con la mezcla de hibridizacion. Se
incuba de 4 a 5 minutos a temperatura ambiente y se pasa a hielo.
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d) Terminacién

tubos con 2.5 ulL de lIos cuatro

Se ponen a precalentar los
cuando

dideoxinucléotidos (un tubo por cada dideoxinucléotido),
menos un minuto a 370C.

les agregan 3.5 ul de la

A los tubos previamente calentados, se
rapidamente se

mezcla de extension. Se centrifuga brevemente y
pasa a 370C, incubando por un lapso de 3 a 5 minutos.

Para detener la reaccién se agregan 4 uL de mezcla de detencion
(especial para parar la reaccion). Se calienta la muestra 3 minutos a
una temperatura de 75-900C, y se aplican 5 plL en un gel de

secuencia.

6.- Western Blot

Para los ensayos de Western Blot se corre previamente un gel de
acrilamida al 15% en condiciones desnaturalizantes y reductoras. Ei
gel se corre a 20 mA hasta que el frente del colorante haya salido.

Se calcula el area del gel y se recortan seis fragmentos de papel
Whatman 3MM y un fragmento de nitrocelulosa de las mismas

dimensiones que el gel.

Se sumerje el gel, los papeles Whatman y la nitrocelulosa en el
amortiguador de transferrencia por [0 menos cinco minutos. El
amortiguador utilizado para transferir esta compuesto por glicina
0.192M, Trisma base 0.025M y Metanol 20%; el pH de la solucion es

de 8.4-8.6

Se coloca en e! centro de la lamina metadlica que actia como &anodo
de! sistema de transferencia, y en este orden, tres papeles Whatman,
la nitrocelulosa, el gel y los tres papeles Whatman restantes. Se
coloca la tapa del equipo que contiene el catodo.
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La corriente se fija dependiendo de las dimensiones del gel, y se
utiliza en general 0.8 mA/cm2 del gel. La transferencia se realiza
durante media hora.

Se sumerge !a nitrocelulosa en BSA 3% para bloquear la membrana,
se agita durante una hora a temperatura ambiente y se lava con PBS
tres veces, cada lavado de dos a tres minutos.

Se agrega el antisuero de conejo anti-Fab de BCF2 en BSA 3%, esto
se realiza durante dos horas a temperatura ambiente y se repiten los
lavados.

Se afade el anticuerpo conjugado de cabra anti-conejo diluido en PBS
(1:3000), se incuba durante una hora a temperatura ambiente.
Despues se lava de 5-6 veces. Finalmente se realiza un ultimo lavado
de cinco minutos.

Se afiade la solucion de revelado. Para eso se disuelven 5mg de
diamino-benzidina en 10 mL de PBS, se agregan 5 ul de HzO2 al 30%,
esto se mezcla antes de agregarselo a la nitrocelulosa, hay que
esperar a que el color se desarrolle. Para detener la reaccién se
decanta la solucion y se lava 5-6 veces con PBS.

7.~ ELISA

Se disuelve la toxina Cn2 en NaHCO3; 20mM, pH 9.5. la concentracion
final es de 3pg/mL, se agregan 100 pL de esta solucidn a los pozos
de la placa de poliestireno y se incuba 2 h a 370C o toda la noche a
40C.

Se elimina la solucion de la toxina y se bloquea con BSA 1%; se
aplican 100 pbL por pozo y se incuba durante 1 h a 370C.

Se lava con PBS/Twen 20 (0.05%) de 4-5 veces. Se agrega la muetra
a analizar, !la cual puede ser la fraccidén periplasmica o la fraccidn
citoplasmica provenientes de un choque osmdético. Tambien puede ser
la fraccidon soluble o insoluble de un producto de un sonicado de
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células. Se afiaden 100 ulL por pozo de estas muestras y se deja tres
horas a temperatura ambiente.

Se lava nuevamente y se agregan 100 ulL de un anticuerpo de conejo
anti-Fab de BCF2. Se incuba 1 h a 370C y se lava nuevamente.

Se agrega el anticuerpo de cabra anti-conejo conjugado a peroxidasa
en una dilucidn de 1:3000 en PBS. Se colocan 100 ul/pozo y se incuba
a 370C durante una hora.

Pasado este tiempo, se lava y se revela agregando 100 pl/pozo de
una soluciéon de O-fenildiamida (0.4 mg/mL) y H202 (0.4 uL/mL) en un
amortiguador de fosfatos 100 mM pH 5. Se agrega la mezcla y se
protege de la |luz hasta observar color. Se para la reaccién agregando
50 uL de HCI 6 M.

8.- Plasmidos de Expresion Utilizados.

Los plasmidcs de expresidn que se emplearon fueron construidos por
el Dr. Jorge Gavilondo en el Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia de La Habana, Cuba.

a) Plasmido pPACIB.3 (2.8 Kb)

E! vector para E. col/i pPACIB.3 fué disenado para la clonacién de
productos de PCR, dirigiendo la proteina producida hacia periplasma
por medio de la secuencia sefal de omp A. El producto queda
fusionado a una secuencia de seis histidinas en el extremo carboxilo
terminal. Posee un promotor de triptéfano y !a secuencia de
terminacién del fago T4. Los sitios de restriccion enzimatica
utilizados para la clonacidn de fragmentos son EcoRl, EcoRV y Sall,
las histidinas pueden ser utilizadas para purificacion por una
columna de iones metalicos (Ni). El marcador de seleccién con que
cuenta es el antibidtico ampiciiina. Ei plasmido pPACIB.3 es un
derivado del plasmido pBR322.
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En la figura 7 se muestra un esquema de la regién del plasmido donde
se encuentran los sitios de clonaje, asi como el promotor y el
terminador.

b) Plasmido pPACIB.7 (2.8 Kb)

El plasmido pPACIB.7 proviene tambien del plasmido pBR322, al igual
que el vector pPACIB.3 tiene el promotor de triptéfano y el
terminador del fago T4. Este vector fué disefiado para la expresion
exclusiva de fragmentos de anticuerpos del tipo scFv, ya que poseé
la secuencia de un péptido de unidn entre las dos regiones variables
de las inmunoglobulinas. Este péptido tiene la secuencia Glu-Gli-Lis-
Ser-Ser-Gli-Ser-Gli-Ser-Glu-Ser-Lis-Val-Asp. La expresién va
orientada hacia periplasma por la secuencia del péptido senal de
ompA. En la figura 8 se muestra un esquema de como es que se
encuentran los sitios de restriccién para la clonacién de las dos
regiones variables por separado.
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EcoRV,
Sall

-21
Met Lis Lis Tre Ala lle Ala Ille Ala Val Ala Leu Ala Gli Fen Ala Tre
ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATTGCA GTG GCA CTG GCT GGTTrC GCT ACC

Sitio de corte de Peptidasa

-1/
Val Ala Gin Ala/Ser Ser Gli Gli His His His
GTA GCG CAG GCC_TCG AGC GAATTIC GATATC GICGAC GGG GGG CAC CAC CAC
Xhol EcoRli EcoRV Sall

His His His
CAC CAC CAC IAA TAG
Parada BamHi

FIG. 7.- Plismido pPACIB.3.- En la figura se muestran algunas secuencias de! plasmido
pPACIB.3, donde se pueden observar los sitios de clonaje, la secuencia del péptido sefial ompA, las
histidinas y los codones de terminacién. £l fragmento puede ser clonado utilizando los sitios EcoRI-
EcoRV, o bien, EcoRi-Sall para darle direccionalidad al fragmento. E! fragmento puede ser disefado

como VH-unién-VL, o VL-unién-VH.
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Pvull

[Ecor]] [Ecorv [sall ] [Bani

Apal

-21
Met Lis Lis Tre Ala lle Ala lle Ala Val Ala Leu Ala Gli Fen Ala Tre

ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATTGCA GTG GCA CTG GCT GGTTTC GCT ACC

Sitio de corte de Peptidasa
-1 7/
Val Ala GlIn Ala/Ser Ser His His His His His His Gli Gli
GTA GCG CAG GCC TG AGC CAC CAC CAC CAC CAC CAC GGG GGGAATIC
EcoRli

Xhol
--------------- Peéptido de UNION  -mee-meemvmccannn
Glu Gli Lis Ser Ser Gli Ser Gli Ser Giu Ser Lis ValAsp
GATATC GAG GGT AAATCC TCA GGA TCA GGCTCC GAA TCC AAA GTCGAC AGATCT
Sall Bgll

EcoRV

SGCLCC TAATAG CGGATCC
Apal Parada BamHl

Fig. 8 Plismido pPACIB.7.- El plasmido pPACIB.7 esta disefado para clonar por separado la
regién variable de la cadena pesada y ligera, ya que como se aprecia, posee la secuencia codificante
para el péptido de unién. La estrategia de cionado puede ser cadena Pesada-Péptido-Ligera, o bien,
cadena Ligera-Péptido-Pesada. EI primer fragmento se clona con los sitios EcoRI-EcoRV y el

segundo con los sitiocs Sall-Bglll 6 Sall-Apal.
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9.- Oligonucledétidos Utilizados.

Fueron varios los oligonucledtidos que se utilizaron durante el
proyecto, algunos de ellos se emplearon para realizar Ia
identificacion de las clonas en el banco de ADNc, otros para realizar
PCRs y otros para obtener l|la secuencia de nucledtidos. A
continuacién se muestra la secuencia de cada uno de elios.

Secuencia Clave

ACT GGA TGG TGG GAA GAT GGA ratén-CK

GGC CAG TGG ATA GAC AGA TGG ratéon-CH1
GAG CTT ACACGT TCG GAG GGG mCDR3-K-ABE
GGT GGC GAC GAC TCC TGG AGC CCG 1218

TTG ACACCA GAC CAA CTG GTA ATG 1222

TTC ACGGGC AAGGCCACATT Ext-H

AGC GAATTC GAC ATT GTG TTG ACC CAATCT CCA NHKB.3
CGAGGCGCG CCCTCCCGATCCTCCTCCTCCTTIT

CAG CTC CAGGTTGGT CCC AGC COOHK
GGG CGC GCC TCG GGA GGAGGAGGATCG GTACCA

TGG CTG CAA CAG TCT GGT NHCH

GAC GTC GAC TGA GGA GAC GGT GAC TGA GGT FR4H B.3
TCCTGGTTTCTGTTG GTA CCA Ext. K

TCC ATGGCTCTG CTT CAC CCA Ext-linker
TCC CCC GGG TGA GGA GAC GGT GAC TGA GG FR4Sma3

TCC CCC GGG CTA TTA TGA GGA GAC GGT GAC TGAGG FR4Smat
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Secuencia
ATC ATC GAA CTA GTT AA
GGT CAT TCA AAA GGTCATCCAC

GGG AAT TCT (GC)A(AG) GTG (CA)TA)G CT(CG)
(CG)(AT)(AG) (CG)A(AG) (CT)C(CG) GG

ATGGG CCC TTT (TC)A(TG) (TC)TC CAG CTT GGT

CGTCGAAC GAC ATT GTG (CA)TG (AT)C(AC) CAG
TCT CC

AAC CTG GAG CTG AAA GGA GGA GGA GGA TCG
GCGA GGA GGA GGA TCG GGA GGA GGA GGA TCG
GTA CCATGG CTG CAA
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RESULTADOS NO PUBLICADOS

1.- Busqueda en el banco de ADNc

Se utilizaron los oligonucledtidos ratén-CK y raton-CH1 para aislar las
clonas de fagos que contenian la secuencia codificante de la cadena
ligera y de la cadena pesada. El oligonucledtido ratén-CK hibridiza en la
regién constante de la cadena K, mientras que el oligonucledtido raton-
CH1, hibridiza en la regién codificante para el primer dominio constante
de la cadena pesada (CH1). Se fueron realizando enriquecimiento de
dichas placas hasta que todas las placas eran positivas. Esto se realizé

para las dos cadenas por separado.

las placas, se realizéd una

Antes de tener totalmente enriquecidas
hibridiza en el

hibridacién con el oligonucledtido mCDR3-K-ABE, el cual
CDR3 de la cadena aberrante kappa. Dicha cadena proviene del mieloma
con el cual se realizd la fusién para la inmortalizacién de la clona. Por
lo cual, el hibridoma produce dos ARNM codificantes para cadenas
ligeras de inmunoglobulinas, uno de la cadena aberrante (Carrol 1988) y
el otro de la inmunoglobulina de interés. De esta manera, se elimina la
posibilidad de trabajar con la secuencia equivocada. Esta cadena
aberrante se presenta en todos los hibridomas derivados del mieloma

MOPC-21 (Carrol 1988).

Después de cuatro ciclos de enriquecimiento, se logrd tener totalmente
aisladas las dos clonas, la de la cadena pesada y la de la cadena ligera

de interés.

2.- Amplificacién de las regiones variables

ratén-CK, asi como la

Se utilizaron los oligonucledtidos 1222 y
la regiéon variable de la

combinacién 1218 y ratén-CK para amplificar
cadena ligera. De la misma manera fueron utilizados Ilos

oligonucledtidos 1218 y 1222 en combinacién con el oligonucledtido
ratén-CH1 para amplificar la regidn variable de la cadena pesada. El
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sitio de unidén del oligonucledtido 1218 se encuentra en el extremo &’
del sitio de clonacién; mientra que el sitio de unién para el
oligonucledtido 1222, se encuentra en el extremo 3' del sitio de
clonacién. Es por este motivo que al querer amplificar las regiones
variables de la inmunoglobulina, se debe de utilizar la combinacién
1218 y raton-CK. Asi como la combinacién 1222 y ratédn-CK. Solo una de
estas reacciones nos dara el gen de interes, y serda aquella que contenga
los oligonucledétidos en sentido opuesto. La misma estrategia se utiliza
para la amplificacién de la cadena variable pesada, solo que se utiliza
el oligonucleétido raton-CH. En la figura 9 se observa la amplificacién
de la regiones variables de la cadena pesada y ligera.

3.- Secuenciacién de las regiones variables

Una vez amplificadas las regiones variables de ambas cadenas, se
preocediéd a su clonacion en el vector comercial pKs (Stratagene), el
cual da una pigmentacion azul a las colonias que no tienen un fragmento
de ADN clonado, sin embargo, cuando el plasmido contiene algun gen
clonado en la regidon de complementacién de la B-galactosidasa, este da
colonias blancas al ser transformado.

Se realizé una purificacién de plasmido de las colonias blancas y se
realizé un analisis de restriccién con las enzimas Hind/ll y BamHI!, los
cuales son sitios de restriccidon que se encuentran flanqueando el sitio
de clonacién (EcoRV ). Posteriormente al analisis de restriccion se
procedid a realizar la secuencia de las regiones variables de ambas
cadenas. Para realizar las reacciones de secuenciacién del gen de la
cadena ligera, se utilizaron los siguientes oligonucledtidos: ratén-CK,
1218 y Ext. K. Para las reacciones de secuenciacidon de la cadena pesada,
se utilizaron los oligonucleétidos: ratén-CH1, 1222 y Ext-H. Se
utilizaron estos oligonucledtidos debido a que hibridizan dentro de
estas secuencias a analizar. A continuacién se muestra la secuencia de
nucledtidos obtenida para cada una de las secuencias, asi como la
secuencia de aminoacidos deducida para cada una de ellas.
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Fig.9.- Amplificacion de las regiones variables de !a cadena pesada y ligera. Enla
figura se observa la amplificacién por medio de PCR de ambas cadenas. En el primer carril se
observa el marcador de peso molecular, en el segundo carril se encuentra el gen codificante para la
regién variable de la cadena pesada, en el tercer carril se observa el gen codificante para la regién
variable de la cadena ligera. Los productos de PCR sesefalan con una flecha. Los marcadores
moleculares estan expresados en pares de bases.
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a) Secuencia de nucledtidos de la regiéon variable pesada.

5*
GTA CCA TGG CTG CAA CAG TCT GGT CCT GAG CTG GTG AAG CCT GGA
GCT TCA ATG AAG ATA TCC TGC AAG GTT TCT GGT TAC TCA TTC ACT
GAC CAC ACC ATG AAC TGG GTG AAG CAG AGC CAT GGA AAG AACCTT
GAG TTG ATT GGA CTT ATT AAT CCT TTC AAT GGT GAT GCT ACC TAC
AAA CAG AAG TTC ACG GGC AAG GCC ACA TTA ACT GTA GAC AGG TCA
TCC AGC ACA GCC TTC ATG GAG CTC CTC AGT CTG ACA TCT GAG GAC
TCT GCA GTC TAT TAC TGT GCA AGA TAT GGT AAC TAC GCT ATG GAC
TACTGG GGT CAA GGA ACCTCAGTC ACC GTC TCC TCA 3’

b) Secuencia deducida de aminoacidos de |[|a cadena
pesada.

1 10

Val Pro Trp Leu Gin Gin Ser Gli Pro Glu Leuy Val Lis Pro Gli Ala Ser Met
20 30

Lis lle Ser Cis Lis Val Ser Gli_Tir Ser Een Tre Asp His Tre Met Asn TIrp_

40 50 52 A
Val Lis Gln Ser His Gli Gli Asn Ley Gly Leu lle Gli Leu lle Asn Pro Fen

60 70
Asn Gli Asp Ala Tre Tir Lis GIn Lis Een Tre Gli Lis _Ala Tre Lue Tre Val
80 82 A B C
Asp Arg Ser Ser Ser Tre Ala Fen Met Glu Leu Leu Ser Leu Tre Ser Glu_Asp
8o 1600
Ser Ala Val Tir Tir Cig Ala Arg Tir Gli Asn Tir Ala Met Asp Tir Irp_ Gli
110

Gin Gli Tre Ser Val Ire Val Ser Ser
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¢c) Secuencia de nucleétidos de la regién variable ligera.

5’

GACATTGTG TTGACCCAATCTCCAGTTTCTTTG GCTGTG TCT GTA GGG
CAA GGG GCC ACC ATC TCC TGT AAG GCC AGC CAA AGT GTT GATTTT
GAT GGT GAA ACT TAT ATG AAC TGG TAC CAA CAG AAA CCA GGA CAG
CCA CCC AAA CTC CTC ATT TAT GTT GTA TCC AAT CTA GAA TCT GGG
ATC CCA GCC AGG TTT AGT GGC AGT GGG TCT GGG ACA GAC TTC ACC
CTC AAC ATC CAT CCT GTG GAG GAG GAG GAT GCT GCA ACC TAT TAC
TGT CAG CAG AGT AAT GAG GATCCG CTC ACG TTC GGT GCT GGG ACC

AAC CTG GAG CTG AAA 3’
d) Secuencia deducida de aminodcidos de la cadena
ligera.

1 10
Asp lle Val Leu Tre Gin Ser Pro Val Ser Leu Ala Mal Ser val Gli Gin Gli
27 A B c ) 30

20
Ala Tre lle_Ser Cis Lis Ala Ser GIn Ser Val Asp Fen Asp Glii Glu Tre Tir
40 50
Met Asn Irp Tir Gin Gln Lis Prg Gli Gln Pro Pro Lis Leu Ley lle Tir Val
60
Val Ser Asn Leu Glu Ser _Gli lle Pro Ala Arg Fen Ser Gli Ser Gli Ser Gii |

70 80
Tre Asp EFen Tre Leu Asn lle His Pro Val Glu Giu Gly Asp Ala Ala Tre Tir

a0 100
Tir Cis GIn GIn Ser Asn Glu Asp Pro Leu Ire Fen Gli Ala Gli Tre Asn Leu

Gly Leu Lis

que se encuentran

Los aminocdcidos subrayados, son aquellos
conservados en mas de un 98% en las secuencias de regiones variables

reportadas (Kabat 1991). Aquellos aminoadcidos de la cadena pesada que
se encuentran con una letra sobre ellos (A, B, C), se debe a que son
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inserciones que se realizaron durante el arreglo genémico de la
inmunoglobulina. Los aminodcidos de la cadena ligera que se encuentran
con una letra sobre ellos (A, B, C, D), se debe a las distintas longitudes
que presentan las familias de las regiones variables (Kabat 1991).

Se realizd un analisis de alineamiento de ambas cadenas en el servidor
de kabat (http://immuno.bme.nwu.edu), y se encontré que la regién
variable de la cadena pesada pertenece a la familia V y al subgrupo lla
de las inmunoglobulinas. De la misma manera, la regién variable de la
cadena ligera, pertenece a la familia IX y al subgrupo Il de las
inmunoglobulinas.

4.- Construccién del gen scFv de BCF2

Para la construccién del gen del tipo scFv se emplearon tres
estrategias. En la primera de ellas, se amplificaron las regiones
variables por separado, introduciendo dos sitios de restriccion en cada
una de ellas. Se adiciond el sitio EcoR/y Asc | para la cadena ligera, y
los sitios Asc / y Sal /| para la cadena pesada. Cada una de las regiones
amplificadas poseia la mitad del péptido de unidén. Los oligonucledtidos
utilizados para la regién variable ligera fueron NHKB.3 y COOH K, estos
hibridizan en el extremo 5 y 3' respectivamente. Para la amplificacion
de la cadena pesada, se utilizaron los oligonucledtidos NHCH y FR4H B.3,
estos hibridizan en la regién 5 y 3' respectivamente de la regién
variable pesada. En la figura Sa se muestra un esquema con este tipo de
estrategia. ’

Sin embargo, por medio de este tipo de metodologia, no fué posible
.obtener la construccién del gen. Por lo tanto, se decidi®d emplear otro
tipo de estrategia, la cual consiste en realizar la sintesis de un
oligonucledtido que codifique para el péptido de unidén, este
oligonucledtido debe de poseer en sus extremos, secuencias que
hibridizen con parte de las regiones variable de la cadena ligera por un
extremo, y por el otro debe de hibridizar con la cadena pesada. Una vez
que se tiene sintetizado e! oligonucledtido (este oligonucledtido se
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denominé: “Linker”), se realiza un PCR recursivo, utilizando como ADN
de molde la secuencia variable de ambas cadenas. Asi en una sola
reaccién de PCR, se puede obtener el gen codificante para la proteina
scFv de BCF2. En la figura 5b se observa un esquema que ejemplifica
esta estrategia. En la figura 10 se observa un gel de agarosa 1% con el
gen sintetizado por esta estrategia.

La tercer metodologia empleada fué utilizando un vector de expresion
que’ ya poseia la secuencia codificante para el péptido de union, este
vector es el vecor pPACIB.7, el cual se muestra en la figura 8. Por
medio de estas dos ultimas metodologias, se obtuvo la construccién del
gen codificante para la proteina del scFv. A la primer construccién se le
denomind scFv.3, ya que se encuentra en el vector de expresién
pPACIB.3. De la misma manera, a la segunda construcciédn se le
denomind scFv.7 por encontrarse en el vector pPACIB.7.

El gen scFv.3 codifica para una proteina del tipo cadena ligera-unidn-~
pesada, mientras que el gen scFv.7 codifica para la expresion de una
proteina del tipo cadena pesada-unidn-ligera. Otra diferencia es Ila
secuencia de aminoacidos del péptido de unidn, mientras que en Ia
construccién scFv.3 se tiene la secuencia Gli-Gli-Gli-Gli-Ser-Gli-Gli-
Gli- Gli-Ser-Gli-Gli-Gli-Gli-Ser para establecer la unidn entre las dos
cadenas, en la scFv.7 se tiene Glu-Gli-Lis-Ser-Ser-Gli-Ser-Gli-Ser-
Glu- Ser-Lis-Val-Asp. La diferencia entre estas dos construcciones, se

analizara en la seccidn de discusiones.
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Fig. 10.- Construccién del gen scFv.- En esta figura se observa la banda que representa el
gen scFv, este gen fué obtenido por medio de PCR recursivo, los valores de el patrén de peso
molecular, estan dados en pares de bases. El patron de peso molecular se encuentra en el carril 1,
en el carril 2 se observa la banda de amplificacién sefalada por una flecha.

5.- Analisis de expresién en varias cepas de E. coli.

Una vez que se tiene la construccién del gen y éste se encuentra cionado
en un vector de expresién, es necesario realizar un analisis de
expresién en varias cepas de E. coli, ya que se puede dar el caso que una
misma proteina sea expresada en una cepa y en otra no (Duefas 1994).
Se probaron las cepas MM294, W3110, LE392, BMH71.18, TG1, C600 y
ColiB. Este analisis se realizd para las dos construcciones. Al realizar
el analisis para la construccion scFv.7, se observd que posteriormente a
la transformacion, las cepas LE392 y ColiB dejaban de crecer, es decir,
parece ser que se inhibia el crecimiento por la proteina expresada. En
las demas cepas se observd produccién del fragmento esperado, sin
embargo, aparentemente se produce una lisis de las bacterias despues
de cinco horas de induccion. Esto solo sucedid con las cepas W3110 y
BMH 71.18. Todas las demdas cepas crecieron y produjeron la proteina
sin ningun problema aparente. En la figura 11 se observa un analisis de
expresion de algunas de las cepas transformadas antes y despues de la
induccidén.
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Fig.11.- Andlisis de produccién en varias cepas de E. col/i. En la figura se aprecia la
induccién de la proteina scFv en varias cepas de &. co/i. Carril 1: marcador de peso molecular
expresado en KDa. Carril 2 y 3: Cepa W3110 transformada con el plasmido silvestre pACIB.7 antes
y despues de la induccién respectivamente. Carril 4 y 5: Cepa C600 transformada con el plasmido
scFV.7 antes y despues de la induccién respectivamente. Carril 6 y 7: Cepa TG1 transformada con
el plasmido scFv.7 antes y despues de !a induccidn respectivamente. Carril 8 y 9: Cepa W3110
transformada con el pldsmido scFv.7 antes y despues de la induccién respectivamente. La proteina

de interés, se muestra por medio de una flecha.

Para el caso de la construccidn scFv.3, se observd expresidn en todas
las cepas a excepcion de la cepa C600. Una vez que se realizaron estos
analisis, se selecciond la cepa TG1 para expresar la construccion scFv.7

En la figura 12 se muestra la expresién de la proteina scFv.7 y un
Western Blot del mismo. Solo se muestran los resultados de la
construccién scFv.7, debido a que la expresion de la construccién scFv.3
se perdio por completo. En la seccién de discuciones se analizara el por

qué de esta pérdida en la expresién.
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6.- Puriticacién por columna de metales

Se realizd la purificacion de la proteina por medio de una columna de
metal (Ni2+). Cuando se utilizd el protocolo para la purificacién de
proteinas en estado nativo, no se logré purificar Ila proteina
recombinante. Antes de realizar la purificaciéon, se verificaba por medio
de un ge! SDS-PAGE15% qQue se hubiera llevado a cabo la induccién de
forma satisfactoria.

Se decidid purificar la proteina recombinante utilizando el protocolo
para purificacidon en condiciones desnaturalizantes. Esta utiliza 8M de
Cloruro de Guanidinio. Mediante esta metodologia, se logré purificar la
banda correspondiente a la proteina recombinante como se puede
observar en la figura 12, asi como se puede confirmar por medio de un
analisis con anticuerpos por el método de Western Blot (Fig. 12 B)

Se realizé6 un ensayo de ELISA para observar si la construcciéon era
activa, por lo cual se lisaron las células una vez realizada la induccién.
Se utilizaron dos metodologias, choque osmdtico (Ch. Os) y ultrasonido
(US). Con el choque osmdtico se obtuvieron las fracciones periplasmicas
y citoplasmicas, mientras que con el ultrasonido se obtuvieron las
fracciones solubles e insolubles. Se probaron los cuatro extractos.
Como se observa en la figura 13, el control negativo de la fraccidn
soluble es muy similar a las muestras problemas. Mediante estas dos
metodologias se podria detectar si el anticuerpo es activo, ya que
deberia de estar en su forma nativa.
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Fig. 12.- Induccién y puriticacién del scFv. En el pane! A se muestra en un gel SDS-PAGE al
15%, en el cual se puede apreciar en el primer carril, el marcador de peso molecular; en el segundo
carril, la cepa TG1 sin transformar; en el tercer carril, la cepa TG1 transformada e inducida; en el
cuarto carril, el primer eluido de la columna de metales (pH 5.9) y en el quinto carril, el segundo
eluido de la columna (pH4.5). En el panel B se muestra el Western Blot de lo descrito en el panel A,
Los marcadores de peso molecular se encuentran indicados en el panel A. La flecha indica la
presencia de la proteina recombinante
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Fig.13.- ELISA de extrectos celulares que contienen el scFv. En la grafica se muestran

las barras representativas de la actividad de la fraccién scFv. La primer barra representa el
extracto periplasmico, la segunda representa el extracto citoplasmico celular, la tercera
representa la fraccién soluble celular obtenida por ultrasonido, la cuarta indica la fraccién soluble
obtenida por ultrasonido. Se pusieron dos controles negativos, uno de fraccién soluble y otro de
fraccién inscluble obtenidos por ultrasonido de células transformadas con el plasmido pACIB.7. El

control positivo esia representado por el anticuerpo BCF2 completo en una concentracién de 3
wg/mL.
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DISCUSION

Mediante los ensayos de neutralizaciéon in vivo pudo apreciarse algo que
era totalmete inesperado. Este hecho es que el anticuerpo BCF2 fuera
capaz de neutralizar la fraccidon soluble del veneno completo del alacran
Centruroides noxius Hofmann. Este es un dato no esperado, debido a que
el veneno completo del alacran es una mezcla de péptidos toxicos
(aproximadamente 100). Por este motivo, aunque el anticuerpo BFCF2 es
capaz de neutralizar el efecto de la toxina Cn2 (Zamudio 1992), no se
esperaba que neutralizara todo el veneno. La explicacion probable para
esto es que la toxina Cn2 es la toxina que se encuentra en mayor
proporcién dentro del veneno (7.5%) (Valdivia 1994) y es una de las mas
toxicas (DLsg de 0.25 ng/20 gr de peso de ratdn).

Por estos motivos, podria ser gque al neutralizar a la toxina Cn2 con el
anticuerpo BCF2, no se vea el efecto de las demas toxinas, ya que para
observario se necesitaria una mayor dosis de veneno administrado.
Tampoco puede descartarse la posibilidad de una neutralizacion por
reactividad cruzada con las otras toxinas, ya que el anticuerpo BCF2
puede reconocer otras toxinas (Zamudio 1992).

El hecho de que el Fab del anticuerpo BCF2 sea capaz de neutralizar el
veneno completo del alacran Centruroides noxius Hofmann, lo convierte
en una herramienta con muchas posibilidades para ser utilizado en el
tratamiento terapéutico de la picadura de alacran. Este ofreceria
ventajas sobre el suero hiper-inmune utilizado actualmente, ya que el
suero comercial necesita una dosis aproximada de 10 veces mayor que
el Fab de BCF2 para neutralizar la misma cantidad de veneno.

Basados en el tipo de ensayo que se realizd para determinar la
capacidad neutralizante tanto del anticuerpo completo, de! fragmento
Fab, como del suero comercial [F(ab’)z2], en la practica, el Fab puede
presentar una ventaja adicional sobre el suero comercial. Esta ventaja
se basa en el tamafno de la molécula (50 KDa para el Fab y 100 KDa para
el F(ab’)p). El Fab muestra una mayor capacidad de penetracion a tejidos
respecto a el antisuero comercial. Esta capacidad de penetracién es de
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suma importancia cuando se trata a un paciente que fué picado por un
alacran, ya que las toxinas una vez que son administradas pueden
penetrar en los tejidos y realizar su accién. De esta manera, si se aplica
una molécula neutralizante de gran tamano y sin poder de penetraciéon,
solo neutralizara las toxinas que se encuentren en su entorno (torrente
sanguineo), pero sin embargo, si se aplica una molécula neutralizante
con mayor poder de penetracion, esta podr& llegar al sitio de accién de
la toxina y lograr una mejor depuracién (Smith 1979, Colcher 19890,

Haber 1992).

Sin embargo, la produccidon de Fab de BCF2 por hidrélisis proteica para
ser utilizado como terapia, representa altos costos, ya que se tiene que
realizar por medio del cultivo de el hibridoma productor del anticuerpo
BCF2, realizar la purificacién del anticuerpo y hacer la digestién con
papaina. Una vez hecho esto se procede a la purificacion del Fab. Este es
un proceso laborioso y que lleva varias semanas para realizarlo.

Tomando en cuenta ésto y analizando las ventajas que podria ofrecer
una molécula mas pequena, fué que se decidid realizar la clonacién de
los genes que codifican para las regiones varibles del anticuerpo

neutralizante BCF2.

l.a primer construccién realizada, tiene el péptido de unién de la
secuencia (Glis-Ser)a. Se selecciond esta secuencia debido a que no se
ha reportado que sea inmunogénico, tiene flexibilidad debido al alto
nimero de glicinas que posée en su secuencia y no se ha reportado que
este péptido de unidén interfiera con la estructuracién de las regiones
varibles. Sin embargo, la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera,
posée una region rica en glicinas y serinas, esta regién se encuentra en
el FR3 de la cadena ligera, y son los aminoacidos 63 al 67 (Ver
secuencia en resultados). Cuando se tiene esta regién de serinas-
glicinas, no es recomendable utilizar este péptido de unién, ya que se
corre el riesgo de que exista recombinacién entre la secuencia de ADN
que codifica para el péptido de unién y la que codifica para la regiéon del
FR3 de la cadena ligera (aminoacidos 63-67), si se Illega a dar el caso,
se pueden perder aproximadamente 120 pares de bases. Este fué el caso
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con el cual nos enfrentamos, ya que en un principio teniamos produccién
del fragmento scFv en el plasmido pPACIB.3, sin embargo, al ocurrir la
recombinacion se perdid la expresién. Esto lo comprobamos por medio de
una reaccién de PCR, la banda obtenida tenia 100 pares de bases menos
de lo que tenia originalmente.

Se realizé la construccién en el plasmido pPACIB.7, el cual tiene
integrada l!a secuencia codificante para el péptido de unién, esta
secuencia de aminoacidos es distinta a la de (Glis-Ser)s (Fig. 8).

Al realizar las inducciones para obtener la proteina se intentd realizar
una purificacién en condiciones nativas, sin embargo esto no fué
posible, la construccion no se adhirié a la resina de afinidad por
metales. Esto podria deberse a que las histidinas, que son Ilas que
interacttan con los iones de Ni2+, se encuentran insertadas en la
estructura terciaria de la proteina. Para resolver esto se realizé una
purificacién en condiciones desnaturalizantes. Los resultados pueden
observarse en la figura 10, donde empieza a aparecer la proteina de
interés en el amortiguador con pH 5.9, sin embargo, se obtiene la
mayoria de ella en pH 4.5. Basandonos en este resultado, podemos
inferir que efectivamente, Ilas histidinas se pueden encontrar
internalizadas en la estructura del scFv.

La desventaja de purificar en condiciones desnaturalizantes, es que se
tiene que realizar un replegamiento in vitro , y esto en ocasiones es
muy problematico. Lo ideal es obtener la proteina plegada en periplasma
y poder purificarla en estas condiciones para probar su actividad. Por
otra parte, al purificar la proteina en condiciones desnaturalizantes y
realizar posteriores renaturalizaciones in vitro, no asegura que las
histidinas no interactuen con la estructura terciaria de la proteina y
afecten su actividad, ya que se encuentran en el extremo amino terminal
de la proteina. Una probable solucién, es la de realizar una construccion
que codifique para las histidinas en el extremo carboxilo terminal de la

preoteina.
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- Discusidn

Con los resultados obtenidos en el ELISA para detectar la actividad de
la molécula expresada, no se puede concluir que el fragmento no esté
activo, debido a que la proteina no se encuentra purificada y ademas
pudiera estar muy diluida. Seria necesario purificar el fragmento por
alguna otra metodologia y obtenerlo plegado, para de esta manera poder
realizar los ensayos de reconocimiento del antigeno y posteriormente
de neutralizacién. En la figura 13 se observa la grafica indicando los
valores obtenidos en e! ELISA. Con este ELISA se esperaba encontrar
buena actividad en la fraccidn periplasmica y en la fraccién solublie, ya
que la construccidn esta disefiada para que el producto de expresién sea
dirigido a periplasma, y se esperaria que este producto se encontrara
soluble.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

- Se demostré que el fragmento Fab del anticuerpo BCF2, es capaz de
reconocer a la toxina Cn2.

- Se comprobd que el fragmento Fab del anticuerpo BCF2, es capaz de
neutralizar la fraccidn soluble del! veneno total del alacran Centruroides
noxius en ensayos realizados /n vivo en ratones de la cepa CD1.

- Se demostré que la capacidad de neutralizacién de! Fab no disminuyd
respecto a la de anticuerpo completo.

- Se observd que se requiere nueve veces mas del antisuero comercial
que del fragmento Fab del anticuerpo BCF2 para neutralizar la misma
cantidad de veneno, esto en términos molares.

- Se comprobd que la estrategia de construccién del gen codificante
para un scFv, del tipo PCR-Ligacién-PCR, no funciona para todos los
casos, como se pudo observar en el nuestro.

- Se concluyd que mientras exista la posibilidad de recombinacién, ya
sea por parte de una de las secuencias codificantes de la regién variable
con la secuencia codificante para el péptido de unién. O de una de las
secuencias codificantes de la regidén variable con el vector, se debe de
tratar de modificar alguna de ellas para evitar recombinacién y perder
de esta manera un fragmento del gen.

- Se demostré que la metodologia de PCR recursivo es eficaz para la
construccién del gen codificante para una proteina del tipo scFv.

- Se comprobd indirectamente, que la secuencia de seis histidinas se
encuentra interaccionando con la proteina scFv.
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Perspectivas

PERSPECTIVAS

Entre las perspectivas de este trabajo se preveen:

- La purificacion del fragmento scFv por medio de una columna de
afinidad.

- La purificacion del fragmento por una columna de unién a metales y
realizar una renaturalizacién in vitro.

- La demostracién de que el fragmento scFv nativo, es capaz de
neutralizar la accién de la fraccidn soluble del veneno total del alacran
Centruroides noxius.

- Si el fragmento scFv no resulta ser activo, realizar una construccidén
en la cual se encuentren las histidinas en el extremo carboxilo terminal
de la molécula y volver a probar si es neutralizante.

- Finalmente, se espera producir el anticuerpo por fermentacién,
optimizar el sistema y eventualmente poder comercializarlo.
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Vaea, L., A. Licea, and L. D. Possani. Modulation of cell
membrane potential in ecultured vascular endothelitm. Am.
J. Pkasiol. 270 (Cell Pkysiol. 39): C819-C824, 1296.—The
present study explo—es the role of different jonic conductances
© in the regulation of membrane po.eﬂua] under resting condi-

tions and after bradykinin (BR)or thapsigergin (TG) stimula-
tion of cultured bovine aortic endothelial cells. Under resting
conditions, the cell membrane potential observed was —62 =
5 mV. The main conduciance under these conditions is an
inwardly rectifying porassium (IRK) channel. Applica
50 nM BXK induced a i ient hyperpolarization to —§ 4
mV followed by a susiained depolarization to —33 = 5 mW.
The transient hyperpolarization was eliminated by 1 )\
noxiustoxin, a blocker of calciume.activated poz! as=~1.m chan-
nels (Kc,). The sustained depolarization induced by BK was
prevented by incubating the celle with the calcium channel
blocker lanthanum. TG evoked a similar response in mem-
brane potential. with the excepzion that the onset of the
h\'perpo]anzanon was slower compared with BK. The results
presented here indicate that the cell resting potential is
maintained at —62 = 2 =\ by the IRK channel. BK or TG
siimulation induces a transient hyperpolarization of approxi-
mately —20m\ produced by activation of a Kea. This hyperpo-
larization is followed by a sustained depolarization produced
by activation of a calcium-selective channel sensitive 0
lenthanum.

bradykinin

THIL

THE ROLE OF ENDO 1M in the regulation of vascular
smooth muscle tone is widely accepted (7). Several
agonists can modulate the activity of the endothelium
by binding to specific receptors in the plasma mem-
brane of these cells, resulting in the activation of
second messenger cascades (21). One of the final events
is the rise in the intracellular calcium concentration as
aresult of release of calcium from intracellular compart-
ments and calcium influx from the extracellular space
(20).

Bradykinin (BK) is a nonapeptide and is perhaps the
best known member of the kinin family that comprises
several mnaturally occurring peptides (89). BXK is an
agonist with activity in a wide variety of tissues (9). In
gastrointestinal smooth muscle, BK stimulates contrac-
tility (4). In epithelia, BK stimulates chloride secretion
(28). BK has been shown to play a role in inflammation
and pain (1). In vascular endothelium, BK stimulates
the secretion of potent vasocactive substances such as
prostaglandins and nitric oxide (15).

Agonists, such as BK, also induce complex changesin
the electrical properties of vascular endothelium (2, 3,

0363-6143/96 $5.00 CopyTight € 19
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12, 17, 26). These changes involve the activation of
several jonic conductances such as a calcium-activated

potassium channel (3, 26) and a calcium-selective chan-

nel (25). Activation of these conductances results in.
fluctuartions in the cell membrane potential. In guinea

Ppig coronary endothelial cells, BK induces a transient

hyperpolarization from the resting value of about —50

10 —SO mV followed by a depolarization 1o —40mV (17).

Similar results have been observed in porcine coronary

endothelial cells in response to substance P (23). In

endothelium from rat aor:a, acetylcholine stimulation

induces a transient hyperpolarization followed by oscil-

lations in the cell membrane potential (14). The mecha-

nisms underlying the different responses to agonists

remain unclear.

Changes in cell membrane potential play an impor-
tant role in the regulation of calcium homeostasis in
vascular endothelium (13, 22) and human melanoma
cells (18). Cell depolarization reduces calcium influx,
whereas cell hyperpolarization increases calcium influx
(16, 22). Changes in the endothelial cell membrane
potential can be transmitted to the underlying smooth
muscle through the myoendothelial gap junctions (2). It
has been previously shown that transient hyperpolar-
ization of the endothelium by kinins is iransmitted to
the smooth muscle layer (2). Thus changes in the
endothelial cell membrane potential may play an impor-
tant role in the vascular response to specific agonists.

The relative contribution of each one of the ionic
channels found in vascular endothelium to the ob-
served changes in membrane potential has not been
determined thus far. The present study takes advan-
tage of specific blockers for some ofthese channels in an
attempt to determine the relative contribution of each
jonic conductance to the fluctuations of membrane
potential observed after stimulation of single endothe-
lial cells with BK or thapsigargin (TG), a specific
inhibitor of the microsomal calcium-ATPase.

METHODS

Cell prepcration. Bovine aortic endothelial cells (BAEC)
were prepared according to methods previously published (6).
Cells were maintained in culture and used from passages 3 to
20. Cells were growm to conﬁuency and used immediately
after. Cells were cultured using Dulbecco's modified Eagle’s
medium (GIBCO) supplemented with 10% heat-inactivated
fetal bovine serum (HyClone, Logan, UT), 50 ug/m] strepiomy-

€ 3in, 50 ng/ml penicillin, 50 ug’/ml neomycin, and 2 mM
glutamine. The monolayer was mechanically dispersed with a2
plastic pipette, and sing]e cells were transporied 1o the
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patch-clamp dish, allowing cell reattachment to the dish for
~30 min at 37°C. In experiments with 1,2-bis{(2-amino-
Pphenoxylethane-N N, N’ N'-tetraacetic acid-acetoxymethy] es-
ter (BAPTA-ANM), cells were incubated in 20 1M BAPTA-AM
for 30 min at 37°C. Then the culturing medium was replaced
with the extracellular solution. Only single cells were utilized

-in the studies 10 be described.

Solutions. The intracellular (pipette) solution contained (in
mM) 145 potassium aspartate, 1 MgCla, 30 N-2-hydroxyethyl-
piperazine-N'-2-ethanesulfonic acid (HEPES), 5 NaCl, 2
CaCl,, and 2 ethylene glycol-bis(B-aminocethyl ether)-
NN N N".texraacetic acid (EGTA). The extracellular solu-
tion contained (in mM) 145 NaCl, 5 KCI1, 1 MgCla, 2 CaCla,
and 10 HEPES. For experirnents in low extracellular calcium,
the 2 mM calcium from the exiracellular solution was re-
placed with 2mM EGTA. The pH in all solutions was adjusted
1o 7.2 and the osmolarity 1o 290 mosM. A rapid perfusion

gystem was used 1o deliver the substances described in these
studies.

o

Reagernits. Al) salts used were analyical grade (Sigma). BK,
TG, EGTA. and BAPTA-AMN were purchased Som Celbiochem.
Noxiustoxin (NTX) was obtained as previously described (19),
with an additional separation through high-performance
liquid chromatography using a C18 reverse-phase column
dac, Hisperia, CAYin a Waters. model 600E, chiromatogra-
pher Qlillipore. Bedford, MA). Alinear gradient from solution
A [0.1% rifiuoroacetic acid (TFA) in water) 1o 60% solution B
(0.1% TFA in acetonitrile) was applied for 60 min.
Electrophysiology. Cell membrane porential was measured
in single endothelial cells using the patch-clamp technique in
current-clamp mmode (10). Glass elecirodes were obiained
after pulling and fire polishing no. 7032 glass (World Preci-
sion Insiruments). Elecirode resistances in the order of 24
M were used. The reference electrode was an Ag-AgCl plug
connected to the bath soluticr via a 150 mM KC) agar bridge.
Junction potentials were usually <2 mV and were mnot
correcied. The amplifier used was the Axopaich 200A (Axon
Insirumensts). Measurements were recorded on tape using a
PCM recorder (Vetter). Afier a gigaohm seal was obtained
with the amplifier in voltage-clammp mode, the membrane was
disrupted by suciion 0 gain elecirical access inio the cell
(whole cell configuration). Current-voliage relationships were
obzained in volitage-clamp mode. Afier this, the amplifier was
switched 0 curreni-clazmp mode 10 begin recordings of cell
membrane potential. Under these conditions, no current was

applied. All experiments were conducted at room tempera-
Ture.

RESULTS

Inward rectifier potassium channel controls mem-
brane potential in resting conditions. Under resting
conditions, the cell membrane potential observed in
90% of the cells explored was —62 = 5 mV (36/40); in
the remaining cells (4/40), the cell membrane potential
observed was more depolarized (—31 = 3 mV). Cells
with membrane potentials more depolarized than —50
mV were not used in the present study. In these
conditions, the main conductance detected in voliage-
clamyp experiments was the inward rectifier potassium
(IRK) channel, which was reversibly blocked by micro-
molar concentrations of extracellular barium (Fig. 1, A
and B). This result is in agreement with previously
published data on BAEC (3). Perfusion of single BAEC
with 100 pM barium blocked —809% of the current

C 0] Bd~ 100 uM
L
PR /___/_—f
z 4 : 7
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Fig. 1. Effect of Ba2~ on cell membrape potential (E,) under resting
conditions. A: example of current recorédings in voltage-clamp mode
in responte 10 volitage steps from —160 10 —60 mV in 20-m\' steps
with a duration of 400 ms. Holding potential was —60 mV. Left:
conirol; right: 1 min afier aédition of 100 M Bas~. Dortted line, zero
current level. B: current-voliage relationships obtained from experi-
mente like one shown in A, Bars on data points represent SD; where
oot thown, SD are smaller than symbol. C: effect of 100 M Ba?- on
Ex of a single cell under current clamp. Solié bar, time in which cell

was perfused with Ba®~. Substances were applied tocell using a rapid
perfusion system.

measured at rmore hyperpolarized potentials than —120
mV and resulted in a shift in the reversal potential
toward more positive values, as shown in the current-
voltage relationship curve in Fig. 18. The remaining
current after barium had a linear current-voltage rela-
tionship and a reversal potential of =15 = 5 mV [n (no.
of experiments) = 5]. Addition of barium in current-
clamp experiments produced depolarization of the cell
membrane potential from a control value of —61 = 3
t0o —10 = 3 mV (n = 5, Fig. 1C). Removing barium
slowly recovered the cell membrane potential, and,
after ~2 min, the cell hyperpolarized to control values
before the addition of barium (data not shown).

Fluctuations in membrane potential evcked by BK.
Stimulation of single BAEC with 50 n™M BK resulted in
6 biphasic response in cell membrane potential (Fig.
). Immediately after BK stimulation, the cell mem-
brane potential hyperpolarized from a control value
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of —64 = 2 to —87 = 4 mV followed by a sustained
depolarization to —35 = 5 mV (n = 5). The depolariza-
tion remained for —2 min and slowly returned to
control values, even in the continued presence of BK.
Repeated stimulation with BKin the same cell resulted
in multiple biphasic responses of the cell membrane
potential; however, the magnitude of the response
declined with each BK application (Fig. 2B8). In 809 of
the cells (4 of 5), no response was detected after the
fourth stimulation with BK. In 2 of 4 cells, the response
could be recovered by maintaining the cell in BK-free
solution for 10 min (data not shown). These results may
represent desensitization of the BK receptor, which has
been shown to be a relatively fast event (27).

Approximately 20% of all the cells tested did not
respond to BR stimulation. The lack of response may
indicate that those cells do not have funcrional BK
receptors or that one or several of the steps in the
inositol cascade system are impaired.

Role of calcium-activated potassium channel in the
hyperpolarization of membrane potential. Under rest-
ing conditions, addition of 1 1M NTX, a blocker of
calcium-activated potassium channels (XKq,), had no
effect on cell membrane potential (Fig. 3). This result
suggests that NTX has no effect on the IRK channel,
the main conductance observed in resting conditions
(Fig. 1). In cells preincubated with NTX, BK stimula-
tion produced a sustained depolarization from a control
value of —63 = 4 to —35 = 3 mV (n = 4). Under these
conditions, NTX prevented the BK-induced hyperpolar-
ization previously observed in cells not exposed to NTX
(compare Fig. 24 with Fig. 3). The cell membrane
potential slowly returned toward control values after 2
=in of BK exposure, even in the continued presence of
BX in the bathing solution (data not shown). We have
previously shown that NTX is a specific blocker of K¢,
in BAEC (24). This result strongly suggests that the
BK-induced hyperpolarization is mediated through ac-
tivation of Kc,.
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Fig. 2. Responses on cell £, evoked by bradykinin (BK). A: effect of
50 oM BK on E, of a single cell. B: effect of multiple, brief,
consecutive applications of 50 nM BK on a single cell under current
clamp. Solid bars, time of BK application. Substances were applied to
cell using a rapid perfusion system.
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Fig. 3. Effect of noxjustoxin (NTX) en response to BK. Effect of 1 p)

NTX on response in E to stimulation with 50 nM BK. Solid bars,

time of NTX and BK application. Substances were applied to cell
using a rapid perfusion system.

Lanthanurn prevents depolarization of membrane
potential evoked by BK. Under resting conditions, lan-
thanum had no effect on the cell membrane potential,
suggesting that, at the concentration of 50 nM, lantha-
num has no effect on the IRK channel (Fig. 4). At this
concentration, lanthanum had no effect on K¢, (data
not shown). However, in BK-stimulated cells, lantha-
num modified the BK response in two ways. First,
Janthanum reduced the BK-induced hyperpolarization.
In lanthanum-treated cells, the membrane poienzial
hyperpolarized from a control value of —61 = 3
to —74 = 5 mV (n = 4). This result contrasts with the
result obtained in the absence of lanthanum in which
the cells hyperpolarized to —87 = 4 mV (Fig. 2). Second,
in lanthanum-treated cells, no BK-induced depolariza-
tion was observed (Fig. 4). After the transient hyperpo-
larization, the cell membrane potential slowly returned
toward control values. We have previously shown that
in BAEC lanthanum is a potent blocker of the depletion-
activated calcium current (Jeac) (25). This result sug-
gests that the BK-induced depolarization is mediated
through the activation of I.... and confirms previous
reports indicating that activation of calcium influx
tends to depolarize the cell membrane porential (16,
22).

In cells treated with both lanthanum and NTX, no
change in membrane potential was observed after
stimulation with BK (Fig. 5). A second BXK stimulation
after lanthanum and NTX were removed from the bath
solution resulted in a biphasic response similar 10 the
response presented in Fig. 2 (data not shown). This
result demonstrates that the cells could produce a
typical membrane potential response evoked by BK but
such response was prevented by the treatment with
lanthanum and NTX (Fig. 5). This result indicates that

[ La™£0 uM
- -20-]
Z 205 BK 50 nM
T 60— —\
E _so —
-100—; .
o Time (min) 3

& &x. 4. Effect of La®" on response to BK. Effect of preincubating with

50 WM La®* on response in E, to stirmulation with 50 n™M BK Solid
bars, time of 1.a®~ and BX application. Substances were applied to
cell using a rapid perfusion system.
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Fig. 5. Effect of simuhaneous incubation with NTX and La3- on
response to BK. Effect of 1 M NTX and 50 1M La%~ on response in
Ex to stimulation with 50 nM BH. Solid bars, titwe of NTX, La¥~, and
BK application. Substances were applied 10 cel using a rapid

perfusion system.

the two main ronductances involved in the response in
membrane potential to BK stimulation are Kc, and Z.,..

Fluctuations in cell membrane potential evoked by
T'G. TG, a specific inhibitor of the microsomal cajcium-
ATPase, activates calcium influx in BAEC by depleting
the intracellular calcium stores, therefore activating
Ierpe (5). Stimulation of single BAEC with 200 nM TG
resulted in a slow hyperpolarization of the cell mem-
brane potential from a control value of —64 = 3
to —83 = 4 mV followed by a slow depolarization
toward control values (Fig. 6, n = 4). The onset of the
TG-evoked hyperpolarization was ~20-30 s and con-
trasts with the rapid hyperpolarization induced by BK
(compare Fig. 2 with Fig. 6). The changes in membrane
potential in response to TG presented here resemble
those previously reported for endothelium from rat
aorta (14).

Effect of calcium influx on cell membrane potential
Nuctuations evoked by BK and TG. To test the effect of
caleirvym influx in the fluctuations of membrane poten-
tial, a series of experiments was designed in which the
extracellular calcium concentration was rapidly changed
from 2 wm) 1o a solution containing 2 mM EGTA (no
added calcium) and back to 2 mM calcium using a rapid
perfusion system.

Removing the extracellular calcium during the peak
of the hyperpolarization induced by BK and TG re-
sulted in a rapid depolarization from —~83 = 4 to —56 =
3 mV for BK-treated cells (n = 4) and from —80 = 4
to —60 = 5 mV for TG-treated cells (n = 4) (Fig. 7,.4 and
B). Restoring the extracellular calcium concentration
to 2 mM resulted in further depolarization of the
membrane potential to —43 = 3 mV for BK-treated
cells and to ~46 = 4 mV for TG-treated cells (Fig. 7,4

and B).
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Fig. 7. Effect of changing extracellular calcium in E, response
evoked by TG and BK. Efect of changing extracellular solution from
one containing 2.5 mM calcium to one with 2 @M EGTA and no
calcium added on cell Ey,. A: effect of exiracellular calcium on Eg, of a
single cell stimmulated with 50 oM BX B: effect of extracellular
calciuzm on Eq. of a single cell stimulated with 200 nM TG. Solid bars,
timme of application of BK and TG and time in which extracellular
solution was replaced using a rapid perfusion system.

To evaluate the role of intracellular calcium in re-
sponse to BK and TG, a series of experiments was
performed in which the cells were incubated with 20
nM BAPTA-AM as indicated in METHODS. BAPTA-AM
incubation prevents changes in the intracellular cal-
cium concentration (25). To prevent the influx of cal-
cium from the extracellular space, the calcium from the
extracellular solution was replaced with 2 mM EGTA.
Under these conditions, the hyperpolarization evoked
by either BK or TG was either completely abolished or
greatly reduced, as shown in Fig. 8. The cell membrane

»
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Fig. 8. Eg, response evoked by TG and BK in 1,2-bis(2-aminophenoxy)-
ethane-N,N, V' N'-tetraacetic acid-acetoxymethy] ester (BAPTA-AM)-
Joaded cells. Fluctuations in cell E, in cells Joaded with 20 pM
B. TA-AN produced by TG and BK. A:responze in £, of a eingle cell

Ia

[

Time (min)

mmv) w

Fig. 6. Response in E, evoked by thapsigargin (TG). Efect of 200 nM AP
TG on Em of tingle current-clamped cells. Solid bars, time of TGS Gevoked by 50 nM BK. B: response in; E,, of a single cell evoked by 200
nM TG. Solid bars, timme of application of BK and T'G using a rapid

application. Substances were applied to cell using a rapid perfusion
eystem.

perfusion system.
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potential changed from —63 = 4 to —68 =3 m\'r for ce]]s=

treated with BK (n°= 4) and from,—62 = 2to —65 =3

mV for cells treated:with TG (n:=-4). Under’ the=e‘l

conditions, the depolarization evoked bv BKor TG was
not observed (F:g 8,4 e S

DISCUSSION S
Under resting conditions, the main conductance ob-
served in BAEC was the IRK channel, as we and others
have previously shown (3, 26). Under these conditions,
the cell membrane potential observed in current-clamp
mode was —62 = 5 mV. Similar values have been
previously reported for the same cell type (3).

When one considers that the main conductance un-
der resting conditions is the IRK channel, it is puzzling
that the cell membrane potential in resting conditions
is at least —20 mV depolarized from the expected
potassium equilibrium potential (Ey; Ref. 11). However,
BH stimulation moved the membrane potentia)l close to
the expected Eyi. This indicates that the cell can be
hyperpolarized to Ex but, under resting conditions,
something prevents the membrane potential from reach-
ing Ei. One possible explanation is that either an active
transport system or jonic conductance may drive the
membrane po’.entia] away from Ey. A smail nonselec-
tive cation current would be sufficient to depolarize the
membrane potential away from Ex. Such nonselective
current has been previously observed in mmany endothe-
lia (12). In experiments in which the IRK channel was
blocked with barium, a smaill linear conductance with a
reversal potential of ~13 = 3 mV remained. This small
linear conductance with reversal potential near 0 m\
may be responsible for preventing the membrane poten-
tizal from reaching Eyx. Thus it appears thai, under
resting conditions, a combination of IRK channel and
the linear nonselective conductance deterrmines the cell
membrane potential of —85 mV observed in this study.
This observation is consistent with previously pub-
lished data indicating that the current-voliage relation-
ship of an endothelial cell can be fitted with a sum of the
equation for the inward rectifier (8) and a linear
component with a reversal potential near O m\ (12).

Stimulation of single, current-clamped BAEC with
50 nM BEK resulted in a biphasic response in the cell
membrane potential. The first phase of the response
consisted of a rapid hyperpolarization followed by a
sustained depolarization that lasted several minutes
before returning slowly to resting values. The initial
Phase of the response was prevented by incubating the
cells in 1 nM NTX, a blocker of K,. The second phase of
the response was abolished with 50 p)M of the calcium
channel blocker, lanthanum, or by replacing the extra-
cellular calcium with 2 maM EGTA. A combination of
lanthanum and NTX prevented any change in the cell
membrane potential after stimulation with BK.

We have previously shown that depletion of the
intracellular calcium storage compartment with ago-
nists, such as BK, or inhibitors of the microsomal
calcium-ATPase, such as TG, activates a calcium-
selective current in BAEC (25). This current, which is
blocked with micromolar concentrations of lJanthanum,
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may be responsible for the BK- and TG-induc%ﬂ gggglar-
ization of the cell membrane potential; ho\\'~7e\-er, we
cannot discard the possibility that other conductances
may contribute to this depolarization. In fact, other
reports have shown agonist-activated nonselective cat-
ion channels in endothelial cells (12).

Similar biphasic responses in the cell membrane

potential have been reported for guinea pig coronary
endothelial cells after stimulation with BK (17) and in
porcine coronary artery endothelial cells stimulated
with substance P (23). In endothelial cells from rat
aorta, acetylcholine stimulation induced a biphasic
response similar to the response presented here, fol-
lowed by oscillations in the cell membrane potential
(14).
Repeated, brief stimulations with BK on the same
cell resulted in reduction in the magnitude of each
response so that, by the fourth application, no  response
in membrane potentxal was obtained in 80% of the cells
tested. This observation may reflect de:ennnzanon of
the BK receptor, which has been shown to occur rapidly
(27). The fact that maintaining the cells in BK-free
solution for several minutes recovered the response to
BHK further supports this possibility.

Calcium plays a major role in the finctuations of the
cell membrane potential evoked by BK and TG. This
conclusion is supported by experiments with BAPTA-
AM-loaded cells in which BK or TG stimulation evoked |
only a very small, transient hyperpolarization and no
depolarization was observed. BAPTA-AM is very effec-
tive in preventing changes in the intracellular calcium
concentration in BAEC (25).

Changes in the cell membrane potential play a
dynamic role in the regulation of calejum influx in a
variety of nonexcitable cells, such as endothelial cells
(13, ..-), mast cells (16), and human melanoma cells
(18). On the other hand, the influx of calcium has an
important depolarizing ‘effect on the cell membrane
potential, as indicated in the experiments in which
lanthanum was used to block J.,. and in the experi-
ments in which the extracellular calcium was replaced
with 2 mM EGTA. The depolarizing effect of calcium
influx is compensated by the activation of Kc,, which
would drive the membrane potential close to Ex. This
jdea is consistent with the biphasic response in mem-
brane potential observed after BK or TG stimulation.
Intracellular calcium concentration peaks a few sec-
onds after BK stimulation, which results in maximum
activation of K¢, (26). This result is consistent with the
rapid hyperpolarization observed in the present study.
After the initial peak, calcium declines slowly toward a
sustained plateau, which correlates with the sustained
depolarization observed in the results presented here
(26). Finally, after the plateau phase, the intracellular
calcium declines slowly toward baseline, which corre-
lates with the slow decline of membrane potential
toward resting values.

Changes in membrane potential may not only contrib-
@:7e to the modulation of calcium influx but may also
affect the underlying muscle through the myoendothe-
lial gap junctions (2). A bidirectional electrical commu-
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nication between the smooth muscle and the endothe-
lium has been reported for pig coronary arteries (2). In
these studies, BK induced a biphasic response in
membrane potential similar to the response presented
here.
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