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Resumen

1. Resumen.

Estudio molecular de los anticuerpos anti-fosfolipidos/cofactores de un paciente con
sindrome de anti-fosfolipidos primario, mediante la presentacion de los re-arreglos
VuDJ1y y V., en fagos filamentosos.

Introduccion: El sindrome de anti-fosfolipidos primario (SaFP) se caracteriza por
manifestaciones trombdticas y hemocitopénicas en pacientes con titulos altos de auto-
anticuerpos dirigidos contra fosfolipidos (aFL). El estudio molecular de los aFL se ha realizado a
partir de anticuerpos monoclonales, los cuales no representan realmente el repertorio
autoinmune. Por medio de expresién en fagos filamentos 6 phage display se pueden estudiar los
re-arreglos V,(D)), ¥ V), de anticuerpos que reconocen antigenos especificos. Objetivo:
Estudiar el repertorio de genes V que codifican las regiones variables V,(D)J,, y VJ, de los
anticuerpos que reconocen fosfolipidos en pacientes con SaFP. Material y métodos: A partir
de RNA de células mononucleares de sangre periférica de un paciente con SaFP, el cual
presenté titulos altos de anticuerpos apB,GP-I, se sintetizo el DNA complementario (cCDNA) y se
amplificaron los re-arreglos VyDly y ViJ. (k ¥ A). Los fragmentos de cadena pesada y ligera se
unieron para formar los re-arreglos lineales VuDJu-conector-Vide y VyDJy-conector-VyJ,
obteniéndose dos anticuerpos en formato variable de cadena sencilla (scFv). Los scFv fueron
digeridos con las enzimas de restriccion Sf7 I'y Not Iy ligados al vector pSyn2 para transformar
E. coli XL1-Blue. Los cultivos se co-infectaron con el fago M13/KO7 para rescatar los
anticuerpos en formato de fago/anticuerpo. A los fago/anticuerpo se les realizé cuatro rondas de
tamizado contra los antigenos B,GP-I y Protrombina (Pt). La diversidad de las bibliotecas se
determiné amplificando los scFvs de varias clonas seleccionadas al azar y digiriéndolos con la
enzima de restriccion de corte frecuente BstV I Para determinar la especificidad de los fago-
anticuerpos obtenidos de la 4° ronda de seleccidn se hicieron ensayos inmunoenzimaticos. Las
clonas positivas fueron secuenciadas en un equipo ABI Prism de Applied Biosystems y analizadas
con los programas ABI Prism Sequencing Andlisis, V Base y DNASTAR. Resultados: Se
obtuvieron dos clonas positivas contra B,GP-I (Betal y Beta2). Los genes Vy de ambas clonas
pertenecen a la familia Vi4. El re-arreglo de Betal tiene un 96.7 % de homologia con el gen
VHSP/VH4.22, no se detectd gen D y porta el producto del gen J45 con una homologia del 98.03
%. L2 cadena ligera esta compuesta del gen 1b.366F5/DPLS5, el cual pertenece a la familia VA1,
con un 99.4 % de homologia, no se identificé gen J.. La clona Beta2 tiene un 98.97% de
homologia con el gen VIV-4/4.35+, no se detectd gen D y porta el producto del gen J,4b con
una homologia del 81.25 %. La cadena ligera esta formada por el producto del gen V2-14+ de
la familia VA3 con 88.88% de homologia y el gen J 3b. Obtuvimos una tercera clona (Protl) la
cual fue recuperada por su reactividad contra protrombina. Porta el producto del gen DP-47/V3-
23...+ que pertenece a la familia V43 con una homologia del 98.6%, no se identifico gen D y el
gen J4 fue el Jy4b con una homologia del 87.5%. La cadena ligera esta formada por el gen
1b.366F5/DPLS...+ el cual pertenece a la familia VA1 con una homologia de 93.6% y el gen J;3b
con una homologia del 89.47%. La reactividad de las clonas Betal y Beta2 fue especifica contra
B,GP-I. Protl mostré reactividad contra B,GP-I y Pt. y ninguna mostrd reactividad contra
proteinas irrelevantes (neuroaminidasa, colagenaza, ribonucleasa A y RNAsa). Conclusiones:
Por el nimero de mutaciones somaticas se infiere que los re-arreglos son el producto de clonas
estimuladas por antigeno. Los scFv parecen ser representativos de los anticuerpos patogénicos
presentes en pacientes con SaF. Las tres clonas fueron oligo-reactivas. El papel patogénico de
los anticuerpos esta en estudio.



Resumen

1. Summary.

Molecular Study of the antiphospholipid antibodies/cofactors of a patient with
primary antiphospholipid sindrome, through the presentation of the rearrangements
VuDJ1y y V1, in filamentous phages.

Introduction: Anti-phospholipid syndrome (APS) is an autoimmune disease characterized by
thrombotic and hemocytopenic manifestations in patients with high titers of auto-antibodies
directed against phospholipids (aPL). Molecular studies of the aPL has been done on monoclonal
autoantibodies obtained from EBV transformed B cells, which do not represent the repertoire of
the autoimmune aPL. Using phage display technology is possible the study of a wide repertoire
of V,(D)J, and V], rearrangements that recognize specific antigens. Objective: To study the
repertoire of V genes that codify the variable regions of the antibodies that recognize
phospholipids in patients with APS. Material and methods: We studied a patient with Primary
APS that presented high titers of ap,GP-I antibodies. We synthesized cDND from RNA obtained
from peripheral blood mononuclear cells. The VyDJy and ViJ. (k y A) rearrangements were
amplified. Heavy and light chains fragments were linked to obtain single chain format variable
(scFv) fragments. The scFv were digested with Mot 7and Sf7 I restriction enzymes and ligated to
a pSyn2 vector. £. coli XL1-Blue were transformed with the products of the ligation. The cultures
were co-infected with the M13/KO7 phage to rescue the antibodies in the format
phage/antibody. Four rounds of selection were done against B,GP-I and Prothrombin (Pt). The
diversity of the libraries was determined by amplification of the scFvs clones randomly selected
and digested with the frequent-cutting enzyme BstV I The reactivity of the phage/antibodies
obtained was tested by ELISA against B,GP-I, neuroaminidase, colagenase, ribonuclease A y
RNAse. Positive clones were sequenced and analyzed with the V Base and DNASTAR software.
Results: Two positive clones that recognized B,GP-I (Betal and Beta2) were obtained. The Vy
genes of both clones belong to the Vy4 family. The Betal rearrangement has 96.7 % of
homology with the VHSP/VH4.22 gene, no gene D was identified and the ], gene used was the
product of the J45 gene with 98.03 of homology. The light chain is composed by the product of
the 1b.366F5/DPL5 gene that belongs to the VAl family, with an homology of 99.4 %, no ],
gene was identified. The Beta2 clone has an homology of 98.97% with the VIV-4/4.35+ gene,
no gen D was identified and it is arranged with the product of the J,4b gene with an homology
of 81.25 %. The light chain used the product of the gene V2-14+ which belong to the VA3
family with an homology of 88.88% and it is arranged with the product of the J,3b gene. The
third clone obtained (Protl) recognized human prothrombin. It carries the product of the DP-
47/V3-23...+ gene that belongs to the Vx3 family with an homology of 98.6%, no D gene was
identified and the ], gene identified was the product of the Jy4b with an homology of 87.5%.
The light chain the product of the 1b.366F5/DPLS...+ gene, that belongs to the VAL family with
93.6 % of homology it was re-arranged with the product of the 1,3b gene, and shows an
homology of 89.47%. The reactivity of the Betal and Beta2 clones was specific against B,GP-I.
Protl showed reactivity against B,GP-I and Pt and none showed reactivity against irrelevant
proteins (neuroaminidase, colagenase, ribonuclease A y RNAse). Conclusions: The number of
somatic mutations found in the three clones, suggest that the rearrangements are the product
of antigen driven clones. Immunological and molecular characteristics of the scFv antibodies
obtained from a patient with PAPS represent the pathogenic antibodies detected in patients with
APS. All three clones generated were oligo-reactives. Further studies are necessaries to identify
the pathogenic capacity of the scFv antibodies reported here.



Abreviaturas

2. Abreviaturas.

aa  Amino acido

aCL  Anticuerpos anti-cardiolipina.
AcMo Anticuerpos monoclonales.
ADP  Difosfato de adenosina

AL  Anticoagulante Idpico.

aFL  Anticuerpos anti-fosfolipidos.
amp Ampicilina

B,GP-I Beta2glicoproteina I.
aB2GpI Anticuerpos anti- B,GP-I

CDR’s Regiones determinantes de complementariedad.

DNA Acido desoxirribonucleico.

DNAcs Acido desoxirribonucleico de cadena sencilla.

DO  Densidad dptica.

ELISA E nsayo inmunoenzimatico.
(Enzyme linked immuno-sorvent assay)

FL  Fosfolipidos.
FR Forma replicativa del DNA.

FTC Fosfatidilcolina.

IG  Region intergénica de un vector.

IgG  Inmunogiobulina G.

NEG New England BioLabs.
ng nanogramos.

OriM130Origen de replicacién del fago M13.

Pb Pares de bases.

PCR  Reaccién en cadena de la
polimerasa.

PEG Polietilenglicol.

PM  Peso molecular.

pmol Picomoles.

pIl  Proteina II del fago

filamentoso.

plII  Proteina III del fago

filamentoso.

pvV  Proteina V del fago

filamentoso.

pVl  Protefna VI del fago

filamentoso.

pVII  Proteina VII del fago

filamentoso.

pVIII Proteina VIII del fago

filamentoso.

pX  Proteina pX del fago

filamentoso.

pXI  Proteina pXI del fago

filamentoso.

RNA  Acido ribonucleico.

rpm  Revoluciones por minuto.

SaF  Sindrome de anti-fosfolipidos.

SaFP Sindrome de anti-fosfolipidos

primario.

ScFv  Fragmento variable de cadena



Abreviaturas

IgM
KD
LEG

MHC

mL

HL
mM

Nm

Inmunoglobulina M.

Kilodaltones.

Lupus eritematoso generalizado.
Complejo principal de histocompatibilidad.

Molaridad.
Mililitros
Microlitros.
Milimoles.
Normalidad.
Nanomoles.

sencilla.

TTP  Tiempo de tromboplastina
Parcial activada.

UFC  Unidades formadoras de
colonias.

VK  Regibn variable de la cadena
ligera kappa del anticuerpo.

Vi Regidn variable de la cadena
ligera lambda del anticuerpo.

Vi Regién variable de la cadena
pesada del anticuerpo.
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Introduccion

4, Introduccién.

Las enfermedades autoinmunes son de gran interés en México, ya que se cuenta con muy
poca informacion acerca de su etiologia; esto se debe basicamente a que son enfermedades
cuyo origen esta relacionado principalmente con genes del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC). Se sabe que los padecimientos autoinmunes comprenden un
grupo heterogéneo y complejo de trastornos cuya cascada de sucesos inmunoldgicos se
inicia y es perpetuada por diversos factores que traen como consecuencia la pérdida de la
tolerancia. Se caracterizan por presentar titulos elevados de anticuerpos dirigidos contra
diversos auto antigenos y se presentan generalmente entre la 2da y 3ra década de la vida,
afectando preferentemente a mujeres. Las enfermedades autoinmunes se pueden dividir en
dos grupos: 1) enfermedades autoinmunes érgano especificas en las cuales las alteraciones
estan confinadas a un dérgano en particular y 2) enfermedades érgano inespecificas en donde
las lesiones afectan varios tejidos. El prototipo de éste tltimo grupo es el Lupus Eritematoso
Generalizado (LEG) cuyas manifestaciones clinicas son muy diversas. El LEG es una
enfermedad donde se ven afectados los sistemas musculo-esquelético, cutdneo, renal,
hematoldgico y neuroldgico y se caracteriza por la presencia de auto-anticuerpos que
reconocen componentes del citoplasma y nicleo, ademas algunas de las manifestaciones
clinicas del LEG, se han asociado a la presencia de anticuerpos anti-fosfolipidos (aFL).

En la década de los 60°s se describieron 4 casos de pacientes con LEG, en los que la
presencia de anticuerpos anti-cardiolipina y anticoagulante Iipico (AL) se asocié con ciertas
manifestaciones clinicas como trombosis arterial y/o venosa, pérdida fetal recurrente,
desordenes neuroldgicos y trombocitopenia. La nocion de que las diversas manifestaciones
clinicas y pruebas de laboratorio podrian estar relacionadas dio origen al llamado sindrome
de anticuerpos anti-fosfolipidos (SaF). Actualmente el SaF se define como una enfermedad
autoinmune de caracter multifactorial, que se caracteriza por la presencia de anticuerpos aFL
como causantes da dafio a diferentes componentes del organismo. El SaF puede presentarse
solo denominandose primario o asociado a alguna otra enfermedad autoinmune,
principaimente el LEG. Los anticuerpos aFL son inmunoglobulinas que reconocen fosfolipidos
y/o proteinas plasmaticas unidoras de FL. Los anticuerpos que se unen directamente a FL
pueden subdividirse en aquellos que se unen a FL de carga y neutra y los que se unen a FL
de carga negativa. Los anticuerpos aFL que no estdn dirigidos contra el FL propiamente
dicho, reconocen complejos formados por proteinas plasmaticas (también llamadas
cofactores), las cuales sufren cambios conformacionales que les permite exponer epitopes
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que pueden ser reconocidos por los aFL. Estas proteinas plasmaéticas incluyen a la proteina
C, proteina S, protrombina y B,GP-I entre otras, esta Ultima ha sido la més estudiada. La
presencia de los anticuerpos aFL no solamente se ha encontrado en pacientes con
enfermedades autoinmunes, también se han encontrado en individuos sanos, pacientes con
enfermedades infecciosas o malignas. En estas condiciones los anticuerpos aFL no se
asocian con el desarrollo de las manifestaciones clinicas del SaF y son conocidos como aFL
no-patogénicos difiriendo de aquellos encontrados en los pacientes con SaF. Los anticuerpos
aFL no patogénicos son generalmente de isotipo IgM, no reconocen a la B,GP-I (ya sea sola
0 en combinacién con los FL) y se unen a FL de carga negativa o neutra con baja afinidad. A
diferencia de los anticuerpos aFL de isotipo IgG, los cuales se asocian con diversas
manifestaciones clinicas del SaF, reaccionan contra FL de carga negativa unidos a la B,GP-I (
u otros cofactores) y se les conoce como anticuerpos aFL patogénicos.

Durante la dltima década los avances en el desarrollo de técnicas de Biologia Molecular han
permitido entender algunos trastornos genéticos, y han ayudado a explorar los mecanismos
patogénicos asociados a la enfermedad. Al inicio de los afios 80°s, en un intento de
identificar las caracteristicas que diferencian a los anticuerpos aFL patogénicos de aquellos
anticuerpos que se unen a FL, pero que no causan el SaF, se empiezan ha estudiar los genes
que codifican para los afL y se analizan las secuencias derivadas de varios anticuerpos aFL
monoclonales, encontrandose que algunos de los anticuerpos estaban dirigidos contra un
sinndmero de antigenos, desafortunadamente dichos anticuerpos derivaban de una amplia
variedad de sujetos, algunos con manifestaciones clinicas del SaF, otros con LEG pero sin
SaF y otros de individuos sanos. Esto ha dificultado su comparacién debido particularmente a
que los ensayos usados para definir las caracteristicas de unién no son homogéneos. En la
Ultima década del siglo pasado, una nueva técnica revoluciond la forma de obtener
anticuerpos, esta técnica conocdida como phage display o expresion en fagos filamentosos ha
permitido la obtencidn de anticuerpos contra practicamente cualquier antigeno, a partir de
fuentes diversas las cuales incluyen células humanas que son de gran potencial en las
aplicaciones terapéuticas. En el SaF, debido a las metodologias que se han empleado para el
estudio de los aFL en el humano, los reportes de los genes que codifican para dichos
anticuerpos parecen no representar a los aFL patogénicos, por lo que el propdsito de ésta
investigacion, fue encontrar que genes codifican las regiones variables V,(D)J, y V ], de los
anticuerpos que reconocen fosfolipidos en un paciente con SaF primario. Para cumplir con el
propdsito sefialado se utilizé la técnica de presentacién en fagos filamentosos que nos
permitid crear un gran repertorio de anticuerpos.
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5. Marco tedrico

5.1. Antecedentes histéricos del Sindrome de anti-fosfolipidos.

En 1948, Conley y cols publicaron por primera vez la presencia de anticuerpos
anticoagulantes circulantes con reactividad contra fosfolipido en un paciente con LEG con
prueba seroldgica para sifilis falsa/positiva. Este anticuerpo al que llamaron “Anticoagulante
Lipido” (AL), por tener la propiedad de interferir “in vitro” con las pruebas de coagulacién en
donde participan fosfolipidos, estaba relacionado con la formacién de trombos, en lugar de
producir sangrado como se esperaria por su efecto anti-coagulante. La primera evidencia de
que el AL tenia relevancia clinica se dio en 1963 cuando Bowie y cols, reportaron la
presencia de AL en 4 pacientes con LEG, que presentaron trombosis y prueba VDRL
falsa/positiva; condiciones que se asociaron a la presencia de anticuerpos anti-fosfolipidos
(aFL).

En contraste con este estudio varios afios después, en 1980 Soulier y Boffa describieron a 3
pacientes sin LEG, pero que presentaban eventos trombdticos, pérdida fetal recurrente y
anticoagulante circulante. En ese mismo afio otro grupo de investigadores encabezados por
el Dr. Harris, describieron una técnica sensible y especifica para detectar anticuerpos anti-
cardiolipina (aCL) en suero, esta prueba fue realizada a los 3 pacientes reportados por
Soulier y Boffa quienes resultaron ser positivos, por lo que las manifestaciones clinicas
descritas fueron asociadas una vez mas con los anticuerpos aFL. En 1983, Huhges y cols
estudiaron a un grupo de pacientes con LEG, los cuales presentaron un sindrome complejo
caracterizado por trombosis, pérdida fetal recurrente, trombocitopenia y presencia de
anticuerpos aCL. Debido a la asociacién de los anticuerpos aCL con las manifestaciones
dinicas, propusieron por primera vez llamarle Sindrome de anti-cardiolipina. Sin embargo 3
afios mas tarde, este mismo grupo encontré las mismas manifestaciones clinicas en
pacientes sin evidencias clinicas de LEG, el estudio del suero revelé que no sdlo existia la
presencia de aCL, sino también estaban presentes otros anticuerpos capaces de reaccionar
contra diferentes fosfolipidos de carga negativa. Este hallazgo determind que se cambiara el
nombre de Sindrome de anti-cardiolipina por el de Sindrome de anti-fosfolipidos (SaF).

En 1989, Alarcén-Segovia y Sanchez-Guerrero propusieron los criterios clinicos de
dasificacion para pacientes sin evidencia de presentar LEG, pero con manifestaciones del
Sindrome, denominando a esta entidad clinica Sindrome de anti-fosfolipidos primario (SaFP)
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para diferenciarlo del Sindrome de anti-fosfolipidos secundario o asociado que se presenta
en otras enfermedades del tejido conjuntivo principalmente LEG.

5.2. Manifestaciones clinicas asociadas al Sindrome de anti-fosfolipidos
primario (SaFP).

El Sindrome de anti-fosfolipidos (SaF) es una enfermedad autoinmune de caracter
multifactorial en la que intervienen elementos genéticos, inmuno-rreguladores y ambientales
que pueden interaccionar entre si y producir un estado patoldgico. Dentro de las
manifestaciones clinicas que se han correlacionado con la presencia de los anticuerpos aFL
en el suero de pacientes con SaF se encuentran: trombosis venosa yfo arterial,
trombocitopenia, pérdida fetal recurrente, anemia hemolitica, entre otras. Para definir mejor
las diferentes manifestaciones clinicas Alarcén-Segovia y cols, en 1989, estudiaron los aCL
en 500 pacientes con LEG. Los autores usaron dos estrategias, una de ellas fue el estudio de
un namero grande de pacientes con manifestaciones clinicas asociadas al SaF (fuera del
grupo de los 500 pacientes) y la otra fue investigar la presencia de las manifestaciones en
pacientes con LEG. Algunas manifestaciones clinicas como trombosis venosa, pérdida fetal
recurrente, y trombocitopenia se asociaron preferentemente con los anticuerpos aFL de
isotipo IgG, mientras que los anticuerpos de isotipo IgM se asociaron con anemia hemolitica
y mielitis transversa,

Otro trabajo donde se estudiaron las manifestaciones clinicas y serolégicas del SaF fue el
realizado por Cervera y cols, quienes detectaron la presencia de anticuerpos aCL de isotipo
1gG e IgM en presencia de B,GP-I por medio ELISA, y la actividad AL por ensayos de
coagulacién, en un grupo de 1000 pacientes europeos. El trabajo mostréd que 87.9% de
pacientes presentaban anticuerpos aClL y 53.6% AL, las manifestaciones clinicas que se
asociaron con mayor fuerza a la presencia de dichos anticuerpos fueron: trombosis venosa
profunda, trombocitopenia, livedo reticularis, accidente cerebral vascular, trombofiebitis
superficial, embolismo pulmonar, pérdida fetal, ataque isquémico transitorio y anemia
hemolitica.

5.3. Epidemologia del SaF.

A pesar de los numerosos estudios que se tienen sobre el SaF, no se conoce la prevalencia
de la enfermedad. Esto se debe basicamente a que en distintos estudios se reportan datos
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muchas veces discordantes, probablemente debido a diversas causas como son: diferencias
entre los métodos de laboratorio utilizados y la sensibilidad de cada método, diferencia entre
los valores considerados como positivos o negativos, diferencia en los criterios de
diagndsticos, asi como también estudios influenciados por la produccién transitoria de
anticuerpos anti-fosfolipidos (Gharavi AE, 1987 y Hughes G, 1996). Teniendo en cuenta
estas variaciones, la prevalencia de anticuerpos anti-fosfolipidos en personas normales, no
embarazadas y menores de 60 afios es de aproximadamente 2-5%, incrementandose entre
12-50% en personas mayores de 60 afos de edad. (Galli M, 1996; Muir K, 1994 y Brey R,
1993). Asi mismo se ha visto cierta asociacion con el Complejo principal de
Histocompatibilidad principalmente con el alelo DR 7 (Alarcén-Segovia y cols., 1994;
Asherson y cols., 1992).

5.4. Heterogeneidad de los anticuerpos aFL.

En relacién con las manifestaciones clinicas asociadas a los isotipos de los anticuerpos; en
1986, Harris EN y cols publicaron que los anticuerpos aCL de isotipo IgG provenientes de
pacientes con LEG, se asociaban con trombosis arterial y/o venosa, pérdida fetal recurrente,
trombocitopenia y desordenes neuroldgicos. En un estudio realizado en 98 pacientes con
LEG, se observd una aita prevalencia de anticuerpos aFL de isotipo IgG, dirigidos no sélo
contra CL, sino también contra otros FL (fosfatidilserina, fosfatidilinositol y acido fosfatidico),
observandose que existia una fuerte correlacién de estos auto-anticuerpos con trombosis y
trombocitopenia.

En 1988, se reportd que los anticuerpos aCL de isotipo IgM se asociaban fuertemente con
anemia hemolitica (Deleze My cols., 1988). Un afio mas tarde, se realiz un estudio para ver
las manifestaciones clinicas mas fuertemente asociadas con la presencia de aCL en 500
pacientes con LEG, encontrdndose una fuerte asociacién de los anticuerpos aFL IgG con
trombosis venosa, trombocitopenia, pérdida fetal recurrente e IgM con anemia hemolitica,
livedo reticularis, Ulceras en piernas, oclusiones arteriales, hipertension pulmonar y mielitis
transversa (Alarcon-Segovia D, 1989). El mecanismo de accion de los anticuerpos aFL, es
alin desconocido, aunque se piensa que los aCL IgM reconocen la FTC que se expone en los
eritrocitos, al ser tratados con bromelina y en presencia de complemento se puede causar la
hemdlisis del eritrocito. (Cabral y cols., 1990). Ese mismo afio, se realizé un estudio para
ver la distribucién de los isotipos de los anticuerpos y la frecuencia de las cadenas ligeras
lambda y kappa de los anticuerpos aFL, en el suero de 20 pacientes con LEG y 16 pacientes
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con sifilis con titulos altos de anticuerpos aCL. Los anticuerpos IgG2 e IgG4 con uso
predominante de cadenas ligeras lambda fueron mas frecuentes en pacientes con LEG, en
tanto que los anticuerpos IgGl e IgG3 con uso predominante de cadenas ligeras Kappa
fueron mas frecuentes en pacientes con sifilis (Levy A y cols., 1990).

En 1990, se reportd que los anticuerpos aFL que reaccionaban con FL anidnicos requerian de
un cofactor, identificado como B,GP-I para su deteccidn in vitro y se vié que no todos los
anticuerpos requerian de la B,GP-I para su reactividad, con en el caso de los anticuerpos
encontrados en pacientes con Sifilis (Matsuura y cols. 1990), mientras que otros auto
anticuerpos reaccionaban con esta proteina, pero en ausencia de FL (Galli y cols., 1990 y
Cabiedes y cols., 1995)

5.5. Factores proteicos asociados a los aFL.

Los fosfolipidos son estructuras poco antigénicas y aunque tradicionalmente se considerd
que los fosfolipidos aniénicos eran los blancos de los aFL la situacién es mas compleja. El
paradigma actual es que los aFL pueden reaccionar contra una gran variedad de proteinas
plasméticas, las cuales sufren cambios conformacionales al unirse a estructuras con carga
negativa, formando un complejo fosfolipido/proteina. Dentro de las proteinas plasmaticas
reportadas se encuentran la protrombina, proteina C, proteina S, quinindgeno, anti-trombina
I1I y otras proteinas unidoras de fosfolipidos como la anexina V y la B,GP-I, hoy en dia se
ha visto que cada una de estas proteinas juega un papel importante en el SaF (Roubey,
1996).

B.glicoproteina I.

La B,GP-I es una proteina sérica que se encuentra presente en todas los individuos sanos,
interviene en algunos procesos de coagulacion/anticoagulacion. El estudio de esta proteina
en la patogenia del SaF despert6 gran interés en 1990, cuando tres grupos de investigadores
de manera independiente y practicamente simultdnea reportaron, que los anticuerpos aFL
requerian de una protefna con afinidad por estructuras aniénicas para su deteccién Jn vitro,
la proteina fue identificada como B,-glicoproteina-I (B,GP-I). La identificacién se basé en la
observacién de que al purificar los anticuerpos aFL (mediante cromatografia de intercambio
idnico o de afinidad a fosfolipidos), estos no se unian a los fosfolipidos a menos que
adicionara plasma, suero humano o suero bovino (Galli M y cols., McNeil HP y cols. y
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Matsuura E y cols.,1990). Actualmente es el cofactor de los aFL mas estudiado. Uno de los
fosfolipidos con el que la B,GP-I forma complejos es la cardiolipina (CL). En un estudio en el
que se determino la estructura de la B,GP-I, en presencia de diferentes FL por medio de
dicroismo circuiar se observd que fa molécuia se modificd cuando interacciond con CL 6
fosfatidilserina, también se demostr6 que ésta interaccion produce cambios
conformacionales importantes en ambas moléculas (Subang R y cols. 2000). Hoy en dia se
piensa que la unién de los anticuerpos aCL a la B,GP-1, ocurre a través de epitopes
conformacionales que se exponen en esta molécula cuando se une a fosfolipidos anidnicos o
a superficies oxidadas 6 que reaccionan directamente con la molécula nativa de B,GP-I, en
cuyo caso necesita estar en altas concentraciones debido a la baja afinidad de los
anticuerpos ap,GP-1. (Matsuura E y cols., 1994 y Tincani A y cols., 1996).

En 1992, se observd que los aFL asociados a infecciones (sifilis, malaria, hepatitis A y
tuberculosis, etc.) no requieren la presencia de la p,GP-I para unirse a los FLs de carga
negativa, como los encontrados en pacientes con LEG y SaF, lo que generé mucho interés ya
que estos (itimos son los que se han relacionado con los fendémenos tromboembélicos (Hunt
JE y cols., 1992). Ese mismo afio, la capacidad inmunogénica y patogénica de la B,GP-I se
vid sustentada por los estudios de Gharavi en modelos animales, en los que se demostro que
la inmunizacion de ratones NZW/NZBF1 con B,GP-I indujo no sélo la produccion de
anticuerpos anti-B,GP-1 sino también de anticuerpos aCL y que estos ratones presentaron
ademés prolongacién del TTP, trombosis y resorcion fetal.

La B,GP-I humana fue identificada en 1961. Es una proteina de 50 kD, estd altamente
glicosilada y tiene un alto contenido de prolina (Sheng Y y cols., 1998), también se le conoce
como apolipoproteina H pues activa la lipasa de la lipoproteina /n vitro. Su concentracién en
plasma es de 200 ug/mL y en un 40% se encuentra asociada con lipoproteinas. En el
humano el gene que codifica para la B,;GP-I se localiza en el cromosoma 17 (Haagerup A y
cols., 1991). La proteina esta formada por 326 aminoécidos (aa) precedida de una secuencia
“lider” de 19 aa. La secuencia de aa es compartida en un 84% entre humanos y otras
especies de mamiferos (murinos y bovinos). Su estructura se parece a la superfamilia de
proteinas de control del complemento, posee cinco dominios repetidos homdlogos conocidos
como segmentos cortos repetidos (SCRs, del inglés short consensus repeats), cada uno tiene
aproximadamente 60 aminodcidos con puentes disulfuro inter e intra-regiones, el 5° dominio
tiene una region carboxiterminal aberrante y es altamente catiénico por su gran contenido
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de lisina y arginina (Medhi H y cols., Steinkasserer A y cols. y Kato H y cols., 1991; Bendixen
E y cols., 1992). La sustitucidn de los residuos de cisteina o del quinto dominio anula la
union de la B,GP-I a los fosfolipidos anidnicos. En este dominio se encuentra el sitio de unién
a los fosfolipidos y cuando menos un epitope reconccido por los aCl (Reid KBM y Day A2
1993; Wang M-X y cols., 1995).

Aunque su papel fisioldgico no se conoce con exactitud se sabe que tiene actividad de
anticoagulante natural ya que inhibe la via intrinseca de la cascada de la coagulacion, inhibe
la actividad de protrombinasa, y la agregacion plaquetaria dependiente de ADP y se une a
sustancias con carga negativa como fosfolipidos, heparina, lipoproteinas y plaquetas
activadas (Schousboe I, 1985 y Nimpf ] y cols., 1987).

5.6. Analisis molecular de los aFL.

No obstante los intensos trabajos sobre la caracterizacion de los auto-anticuerpos aFL, las
bases celulares de su produccidn y la fuerte asociacién con el Complejo Principal de
Histocompatibilidad clase II, muy poco se sabe acerca del uso de los genes de la region
variable de los aFL. La creacién y el desarrollo de anticuerpos anti-fosfolipidos monocionales
ha permitido estudiar a los FL como inductores o blancos antigénicos e investigar a nivel
molecular la estructura y genes Vy(D)Jy y ViJ_que codifican para dichos anticuerpos.

También se sabe que un alto grado de diversidad de las regiones IgV es generado durante el
desarrollo de la célula B por un proceso llamado recombinacién somética, donde las
secuencias que codifican las regiones variables son re-arregladas a partir de 3 tipos de
segmentos génicos diferentes VH, D y JH que codifican para la cadena pesada y 2
segmentos génicos VL y JL que codifican para las cadenas ligeras de los anticuerpos.
Ademas de la diversidad generada por este proceso, pueden haber una alteracion en el uso
de los rearreglos de los genes de la regidn variable, lo que puede jugar un papel importante
en la produccién de los auto-anticuerpos debido a que en el proceso de recombinacion
somatica puede existir un uso preferencial de ciertos genes VH(D)JH y V). que podrian
llevar a la generacion de un repertorio de células B enriquecidas con receptores que
reconocen auto-antigenos.
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Recientemente Giles P y cols realizaron un anélisis de las secuencias de aFL publicadas hasta
1999. De 36 aFL monoclonales estudiados, 22 fueron de isotipo IgM y 14 de isotipo IgG. En
el trabajo de Giles los anticuerpos IgM fueron divididos en 2 grupos; 1) grupo A.

Esta formado por 15 anticuerpos polirreactivos; y 2) grupo B. Formado por 7 anticuerpos
IgM los cuales tienen probablemente mas relevancia en la patogénesis del SaF (Tabla I). El
grupo A incluye los AcMo que fueron seleccionados por su unién a DNA e incidentalmente se
encontré que tenian reactividad cruzada contra FL. La mayoria provienen de linfocitos de
individuos sanos y solo 4 (m18/2, m1/17, C119 y C471) de pacientes con LEG. En el grupo B
la mayoria de los AcMo mostraron especificidad por FL con excepcién del anticuerpo REN el
cual ademas reconocia DNAcs. Tres anticuerpos que mostraron actividad de AL (BH1, B9421
y B9427) provenian de pacientes con SaF.

En relacidn con los AcMo IgG, 7 provenian de pacientes con LEG, 1 de un pacientes con
SAFS y 2 fueron de pacientes con SaFP. La mayoria mostraron especificidad contra FL o
B.GP-1. Los AcMo 516 y 519 mostraron ser patogénicos al inducir resorcion fetal y una
reduccidn significativa en el peso fetal y placentario después de transferencia intravenosa en
ratones BALB/c (Tabla 2).

El andlisis de los anticuerpos mostrd que 28 de las secuencias publicadas usaron las familias
VH1, VH3 y VH4. De estas familias el gen mas usado fue el V3-23, el cual se re-arregla con
mayor frecuencia en células B secretoras de IgM. Otros genes re-arreglados fueron V3-30,
V3-07, V4-34, V4-39, V4-59, V1-18, V1-69 y V5-51. Por otro parte los genes JH que se
identificaron en 26 AcMo fueron JH3, JH4 y JH6, los cuales son los genes que se re-arreglan
con mayor frecuencia en células B periféricas.

En cuanto a las cadenas ligeras, todos los AcMo IgM polireactivos e IgG y 5 de los 7 aFL IgM
especificos usaron genes que pertenecen a las 3 familias méas re-arregladas en sujetos
sanos: VK (I-III) o VL (1-3). Los genes VK re-arreglados fueron: A3, A17,A20, 02/12, L8,L12,
L6, A27, L2 y B3, mientras que los VA que mostraron una mayor frecuencia en los re-
arreglos fueron Ib, Ic, le, 232, 2b2, 2¢, 3h y 3r. Los genes VA se re-arreglaron con los
segmentos JA2, JA3, mientras que los genes Vk se re-arreglaron con los segmentos Jk2, Jk3
y Jxk4.
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El andlisis de las mutaciones mostré que los aFL monoclonales IgG contenian un gran
nimero de mutaciones somaticas en las regiones variables especificamente en los CDR’S,
en comparacion con los anticuerpos IgM (Shlomchik y cols., 1990 y Menon S y cols., 1997).
Ademas se observd que los aFL presentan una acumulacion de los aminc &cidos de Arg, Lys
y Asn en los sitios de contacto. La evidencia mas fuerte de esta acumulacién se observé en
les anticuerpos anti-DNA (Radic MZ y cols., 1994 y Isenberg DA y cols., 1997). El alto grado
de mutaciones somaticas en los CDR ‘s de los anticuerpos de isotipo 1gG, probablemente se
debe al cambio del isotipo del anticuerpo o a la hipermutacion somatica ya que los aFL de
isotipo IgM del grupo B mostraron muy pocas mutaciones somaticas.
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Tabla 1. Caracteristicas de las secuencias de los aFL IgM polireactivos,
mono-u oligoreactivos.

AcMo Origen  Gen Dy Jy Familia Gen J_.  Antigeno Ref.
Vi ' '
Grupo A
CMSP . DNAgs, plag, ” .
M18/2 LEG V3-23 NI NI NP NP NP poly-/dT Dersimonian H.
CMSP DNAcs, plag. . .
M1/17 LEG V3-23 NI NI NP NP NP Vimentina Dersimonian H.
Poly-G/I/U,
DNAcs/cd,
C6B2 Cel.Bazo V4-61 D3-10 Ju3b NP NP NP Poli-dA-dT, Hoch S y cols.
CL
RNA, CL,
" " DNAcs/cd, o . .
Kim46  Amigdala V3-30 D3-10 J.6a VA1 1b NI poli-dA-dT, Siminovitch K.A.
dG-dC
DNAcs/cd,
A10 CMSP SS V86-01 NI Juba NP NP NP CL, PdT, Logtenberg T.
LYH
DNAcs/cd,
A431 CMSP S8 V6-01 NI Jyba NP NP NP PdT, Cit-C, Logtenberg T.
CL
Higado DNAcs, CL,
L16 foal V601 NI Jsa NP NP NP poly T Logtenberg T.
CMSP y DNAcs, plg, Rioux J.D.y
c119 LEG V3-23 NI NI VK3 L6 JAd CL DOPE sy
¥ DNAcs, plq. Rioux J.D.y
B122 CMSPSS Vi-18 NI NI Vk1 L12a NI CL. DOPE By
DNAcs, plq, .
B6204 CMSPSS V323 NI NI Vk3 A27 NI CL, DOPE, R'°”"l‘"°' y
FR cols.
CMSP DNAcs, plq, Rioux J.D. y
C471 LEG V3-64 NI NI Vk3 L2 JA2 DOPE cols.
JA2/13  CL,FTS, Hohmann A. y
H3 CMSPSS V146 D6-13 Jud Vk3 K & FTE.TD, TT cols.
Hohmann A. y
H5 CMSPSS V4-30 DIRL  Jy4 NP NP NP CLTDTT Sols.
JA2/3 CL,TD.TT, HohmannA.y
A5  CMSPSS V323 DHF16 J6 VA3 I s ey
Hohmann A. y
Bou53.6 Amigdala V3-23 D4 Jub Vi1 L12  JA2 CL, cols.

polirreactivo
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Kim13.1

REN
BH1
STO103
RSP 4
B9421

BOo427

Grupo B

Amigdala 1-e NI Ju5b VK3 L6 JM  CLFR Siminovitch K.A.
CLL V4-61 NI J3b VA8 8a JA3b  CL,DNAcs 21*,‘:3“& Ay
CMSP FL Harmer L.J. y
SaFP V330 N NI VA3 3 JA3D aniénicos cols.

Plg, FL Denomme G.A.
Amigdala V461 D330 Jeba VKV B3 2 kO PR
CMSP Demaison C y
(5 V3-30 D4-23 Jdb VM le JM  CL it
SMSP var2 D219 w3 VA2 2a2 Wb AL Lai C.J. y cols.
g;‘FSP V3-15 D219 Jyd4 VA2  A17 JA3 AL Lai C.J. y cols

Abreviaturas: CMSP: Células mononucleares de sangre periférica; LEG: Lupus eritematoso generalizado;
S8: Sujeto sano; NI: No identificado; NP: No publicado; LYH: Lisosima de yema de huevo; Cit-C; Citocromo-C;
DOPE: Dioleilfosfatidiletanolamina; FR: Factor reumatoide; TD: Toxoide diftérico; TT: Toxolde tetanico; DIRL:
Gen D con espaciadores irregulares; DNAcs: DNA de cadena doble; DNAcs: DNA de cadena simple; FTS:
Fosfatidilserina; FTE: Fosfatidiletanolamina; CL: Cardiolipina; Plg: Plaquetas; AL: anticoagulante lipico; Poli-
dA-dT: Sal sédica del polidecxiadebnilato-timidilato; Poli dG-poli dC: polideoxiguanilato-polideoxicitidilato. Poli-
dT: Poli deoxitimidilato; Poli G: Acido poliguanélico; Poli U: Poliuracilo.
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Tabla 2. Caracteristicas de los aFL de isotipo IgG

AcMo  Origen Gen Dy Jy  Familia Gen Ju Antigeno
Vi Vi Vi
R149 CMSP V1-69 NI Jyba Vk2 A19 Jk2 DNAcs Van Es
LEG JH.y
cols.
LJ-1 CMSP NP NP NP VA3 3h JA2/JA3a Histonas Menon S
LEG y cols.
AH2 CMSP V5-51 D4-23 J.6a VA1 le JA3D No Menon S
LEG y cols.
DA-3 CMSP V5-51 D3-09 J.6a VA1 le JA3b Histonas Menon S
LEG y cols.
UK-4 CMSP V3-74 NI Juda VA2 2a2 JA2/JA3a No Menon S
LEG y cols.
516 CMSP V168 D3-10 Ju6a Vk1 L19 Jkd DNAcsrh,  lkematsu
SaFP insulina, W. y cols.
TT, Tirh,
ASB
519 CMSP V4-34 NI Juba Vk3 L2 Jk4 No Ikematsu
Ss W.y cols.
B941 CMSP V3-23 NI Judb Vk1 012/0 Jk1 No LaiC.J.y
6 SaFs 2 cols.
HL-58  CMSP V3-53 NI NI NP NP NP oxLDL von
SaFP Landenbe
rgC.y
cols.
RR- CMSP V3-24 NI NI NP NP NP oxLDL von
7F LEG Landenbe
rgC.y
cols.
B14 PFsano V3-23 D2-15 Judb Vk1 A20 Jk2 No Chukwuo
cha R.U.
y cols.
B22 PFsano  V6-01 NI Jyda Vk1 A20 Jk3 No Chukwuo
cha R.U.
y cols.
B27 PFsano V6-01 NI Juda Vk1 L15 Jkd No Chukwuo
cha R.U.
y cols.
P11 PFsano V4-30 D3-03 Jydb Vki L8 Jk3 PT, DNAcs, Chukwuo
OVA chaR.U.
y cols.

Abreviaturas: CMSP: Células mononucleares de sangre periférica; LEG: Lupus eritematoso generalizado;
SS: Sujeto sano; NI: No identificado; NP: No publicado; TT: Toxoide tetanico; DNAcs: DNA de cadena
simple; oxLDL: Lipoproteinas de baja densidad oxidadas; PT: Protrombina; ASB: Albimina sérica bovina;
Tirh: Tiroglobulina humana; DNAcsrh: DNA de cadena simple recombinante humano; OVA: Ovalbimina.
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Fagos filamentosos.
5.7. Estructura del bacteriofago filamentoso.

Los bacteridfagos son virus capaces de infectar una gran variedad de bacterias Gram-
negativas utilizando el pilus como receptor. Existen tres tipos de bacteridfagos: f°, fd y M13,
cuya secuencia de DNA muestra un 98% de homologia entre ellos y tienen la caracteristica
de no lisar a la célula hospedera durante la infeccion. Tienen forma de fibras largas de
aproximadamente 930 nm de longitud y 6.5 nm de didmetro. Su masa es de 16.3 mD, de los
cuales el 87% se atribuye a una serie de proteinas reunidas en forma cilindrica que
conforman la capside del virion. Esta capside encierra un DNA circular de cadena sencilla
(cadena +) cuyo genoma se conoce por completo (Van Wezenbeek y cols., 1980; Beck y
Zink, 1981 y Hill y Petersen, 1982). El DNA esta formado por 6407 pares de bases y codifica
para 11 genes (Tabla 3), los cuales estan agrupados en el genoma de acuerdo a su funcion
en el ciclo de vida del fago. Cinco genes codifican para las proteinas estructurales del virién
(pIIL, pV1, pVII, pVIII y pIX), tres se requieren para la sintesis del DNA (pII, pV y pX) y tres
interactdan en las funciones de ensamblaje (pl, pIV y XI). Ademas hay una secuencia corta
llamada regién intergénica (IG) que no codifica para proteinas, pero contiene secuencias
importantes para que se lleve a cabo la sintesis del DNA (origen + y origen -), la iniciacién
de la formacién de la capside y de la terminacidn de la sintesis del RNA. La capside del fago
se encuentra conformada por aproximadamente 2710 copias de la proteina pVIII. En uno de
los extremos del viridn se encuentran cinco copias de cada una de las proteinas minoritarias
pVI y plII, ésta Gltima es la responsable del reconocimiento del pili F* por la Escherichia coli
para iniciar la infeccion (Gramatikoff y cols., 1994 y Grany y cols., 1981). En el otro extremo
del fago se encuentran las proteinas minoritarias pVII y pIX, esta parte del virién es la Ultima
en penetrar a la célula durante la infeccién y la primera en emerger durante la morfogénesis
(Fig. I)

5.8. Ciclo de infeccién del fago M13.

El ciclo inicia con el reconocimiento del fago mediante el amino terminal de la proteina plIl
(producto del gen III) por el pili (factor F") de la bacteria macho F+ (£ coli). Una vez unido,
el fago es atraido a la superficie de la bacteria, las proteinas de la capside se disocian en la
membrana interna y el DNA del virus, que es circular y de cadena sencilla (cadena +)
penetra a la bacteria (Gramatikoff y cols., 1994). La replicacion del DNA del fago ocurre en
tres fases principales, en todas ellas participa la region intergénica
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(IG). En la primera, la RNA polimerasa y la maquinaria de sintesis del DNA del hospedero
interactian con la cadena positiva (+) para crear un DNA de cadena doble o forma
replicativa (FR), al sintetizarse la cadena negativa (-), este paso no requiere la participacion

-~ nmh-’-rm codificadas por ol genoma viral
5 pProtCings CoTnGatas por € gancma virai.

Tabla 3. Genes que codifican para las proteinas estructurales del virién.

Gene Funcién No. de amino 4cidos PM

II Replicacion del DNA 410 46,137
X Replicacién del DNA 11 12,672
v Union al DNAcs 87 9,682
VIII Proteina mayoritaria de la capside 50 5,235
I Proteina minoritaria de la capside 406 42,522
VI Proteina minoritaria de la capside 112 12,342
viI Proteina minoritaria de la capside 33 3,599
IX Proteina minoritaria de la capside 32 3,650
I Ensamblaje 348 39,502
v Ensamblaje 405 43,476
Xl Ensamblaje 108 12,424

La molécula inicial de doble cadena sirve como templado para la replicacion, transcripcion y
sintesis de las diez proteinas del fago (pI-pX). Una de las proteinas expresadas por el fago
(gen II) hace un corte especifico en la cadena (+) del DNA de doble cadena y el extremo 3"
resultante es elongado por la maquinaria de sintesis del DNA de la bacteria hasta que
alcanza el doble de la longitud unitaria. La cadena desplazada es cortada y circularizada de
forma concertada para dar una cadena sencilla de DNA circular la cual se empaqueta en una
nueva particula de fago. El proceso de ensamblaje del virus inicia con la acumulacién del
producto del gen V (pV), el cual es una proteina de unién a DNA de cadena sencilla que se
junta a lo largo del proceso y que secuestra al DNA recién sintetizado, impidiendo la
generacién de mas DNA en forma replicativa y lo moviliza hacia la membrana de la bacteria
donde se da el ensamblaje del virus maduro, por el intercambio de pV que cubre al DNA con
el producto del gen VIII (pVIII) el cual se acumula en la membrana por medio de una
pequena cola hidrofdbica que la inserta. Posteriormente se pierde la cola hidrofébica al
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intercambiarse por pV y empezar a cubrir al DNA. Este mismo proceso de sustitucién elimina
el virus hacia el exterior de la membrana al mismo tiempo que se agregan los demas
componentes del virus maduro que son el producto del gen III, que es la proteina de unién
ai pili y 105 productos de ios genes VI, VII y IX 105 cuales forman la punta dei obio extiemu

del virus maduro (Fig. 2).

B control metabdlico de la produccién del virus se da por competencia entre el producto del
gen II que induce la forma replicativa y el producto del gen V que secuestra al DNA de
cadena sencilla para formar virus maduros. (Model y Russel, 1988). La produccion del fago
se da hasta que eventualmente la célula muere por la acumulacién de componentes tdxicos
del fago (pIII) o productos de desecho de la célula.

Fig. I Representacién esquematica del fago filamentoso.

Fago-anticuerpo

m\\“\\ \\ \

\-\.\ e
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\ “pvil PV + piX

Los fagos filamentosos miden aprox. 930 nm de longitud y 6.5 nm de didmetro,
esta formado por aprox. 2710 copias de la proteina mayoritaria pVIII reunidas en
forma cilindrica. En uno de los extremos se encuentran cinco copias de cada una de
las proteinas minoritarias pVI y plil y en el otro extremo se encuentran las
proteinas minoritarias pVIII y PIX.

5.9. Caracteristicas de los fagos filamentosos.

Los fagos filamentosos son buenos vectores de expresion de péptidos debido a las siguientes
caracteristicas:

Tiene una estructura bien conocida.

Son féciles de manejar

La superficie del virién es de baja complejidad.

B procesamiento de las proteinas de su cépside se conoce bien.
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Su genoma es pequefio y expandible, el virion es capaz de aceptar 40,000 nucledtidos extra
dentro de su genoma sin que esto afecte su infectividad.
Se conoce su secuencia gendmica.

resistente al calor, frio, urea, pH bajo y concentiacion alta de sale

T oolotlion mam Efalmm o monda
1 Vinian €5 risiaimenu

S.
Es fécil de secuenciar.

Permite la clonacién de casetes de resistencia.

Es sencillo de cultivar y almacenar.

Produce de 100-1000 viriones M13 por célula.

No lisa las células.

Se pueden insertar genes extra dentro de su genoma y permanece estable.

Todas estas caracteristicas han hecho posible la expresion de proteinas, dominios de
proteinas y péptidos en la superficie del fago M13, inicidndose con la clonacién del gen
externo (polipéptido) al extremo 5 "del gene III, de ésta manera la fusién le permite al fago
exponer la proteina hibrida en el exterior de su capside (Smith, 1985).

Fig. 2 Representacién esquematica del ciclo de vida del bacteriofago M13.

e G

El fago filamentoso M13 reconoce el F"de las células macho (F+), mediante el amino
terminal de la proteina pIIl. Al penetrar la cadena (+) las proteinas II y X
interactian en la replicacion del DNA. La cadena (+) funciona como templado para
la formacién de la forma replicativa (FR). Cuando el complejo es dirigido hacia la
membrana de la bacteria las proteinas I y IV ayudan en el proceso de morfogénesis
y 12 liberacién del virion.
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5.10. Fagémido pHEN 1.

E fagémido pHEN1 es un vector de 4522 pb que cuenta con 2 origenes de replicacion los

cizles proviencn del fage M13 y de o £ =0l Se construye o partir del plasmide plCiio

(Hoogenboom y cols., 1991). Este vector permite la clonacidn de polipéptidos y su expresion
en la capside del fago filamentoso M13 en forma de una proteina hibrida (péptido-plII),
sempre y cuando el hospedero sea una cepa de £ cofi supresora (TG1). El proceso se
puede llevar a cabo gracias a que la cepa TG1 reconoce el coddén dmbar (situado entre el
cen externo y el gen de la pIII) como si fuera el coddn que codifica una glicina; en el caso
de una cepa no supresora de £. coli (HB2151) los péptidos son secretados en su forma
soluble , ya que el coddn de paro es respetado y por lo tanto el péptido clonado es liberado.

Entre sus caracteristicas importantes se encuentran: un casete de resistencia a ampicilina
(amp), un promotor LacZ (PlacZ) y una secuencia lider (pelB) que se encarga de dirigir a la
proteina hacia el espacio periplasmico. Los sitios de restriccion Sfil y Notl, son usados para
donar péptidos. Cuando se encuentra en E. colf se replica como doble cadena y cuando se
adiciona un fago ayudador (VSC-M13) es encapsulado en una particula viral debido a que la
proteina II del fago ayudador reconoce el sitio de replicacién para el fago M13 (oriM13), de
esta forma el proceso termina en el encapsulamiento del material genético en su forma de
cadena sencilla. (Fig. 3)

Fig. 3 Fagémido pHEN 1

Representacion esquemdtica del vector pHEN1 donde se muestran los sitios de
restriccion usados (Sfi I/Not I) para la clonacién de los genes re-arreglados Vi(D)Jx ¥
V), , para que pueda ser expresada la proteina hibrida scFv-plIll, glIl del fago
filamentoso fd, placZ, promotor lacZ, amp gen de resistencia a ampicilina, pelB
secuencia lider c-myc tag.

23



Teniendo en cuenta los antecedentes anteriores y en un intento por conocer los genes que
codifican para los auto-anticuerpos aFL nuestra hipotesis y objetivos son:

6. Hipétesis:

Los anticuerpos anti-fosfolipidos/cofactores presentes en sujetos sanos y en pacientes con
SaFP son diferentes, en consecuencia los genes que codifican para dichos anticuerpos son
diferentes y sufren mayor grado de hipermutacién somética en los pacientes que en los
individuos sanos.

7. Objetivo general:

Estudiar el repertorio de genes V, que codifican las regiones variables V,(D)J, y V,J, de los
anticuerpos que reconocen fosfolipidos en pacientes con SaF primario.

Objetivos especificos:

1) Construir dos bibliotecas de re-arreglos V,(D)J,, y V,J, provenientes de un paciente

con SaFP por medio de la técnica de presentacion en fagos filamentosos.
2) Caracterizar ambas bibliotecas.

3) Seleccionar cada biblioteca contra un panel de antigenos especificos (B,GPI y
protrombina).

4) Caracterizar los anticuerpos seleccionados atendiendo a su secuencia y especificidad
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8. Material y métodos.

8.1, Sujeto de ectudio,

Paciente con Sindrome de anti-fosfolipido primario que se atiende en el departamento de
Inmunologia y Reumatologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador
Zubirdn, que redne los criterios de clasificacién para el diagndstico de SaF, propuestos en
1992 por Alarcén- Segovia y colaboradores y que presenta titulos altos de anticuerpos anti-
B.GP-1.

8.2. Determinacién de los anticuerpos anti- B,GP-I.

Los anticuerpos anti-B,GP-1 se determinaron por la técnica de ELISA utilizando B,GP-I1 como
antigeno. El método usado fue el descrito en nuestro laboratorio por Cabral y cols, 1995.

8.3. Purificacién de células mononucleares.

Se tomd una muestra de 60 mL de sangre periférica por puncion venosa, para la obtencion
de células mononucleares mediante gradiente de densidad. En tubos de 50 mL se colocaron
20 mL de sangre que se diluyeron con 2 volimenes de PBS. A cada tubo se le adiciond hasta
el fondo 12 mL de Ficoll Hypaque sin romper el gradiente y después de centrifugar 20 min a
1500 rpm, se recuperd el anillo de células mononucleares que se lavaron con PBS y se
congelaron a -70°C hasta su uso.

8.4, Purificacién del acido ribonucleico (RNA).

El RNA total se aisldé mediante el método descrito por Chomczynski y Sacchi. Las células
mononucleares se resuspendieron en 1 mL de una solucidn la cual contiene fenol y tiocianato
de guanidina. Después de centrifugar se obtuvo la fase acuosa que se precipité con
isopropanol, se lavo 2 veces con etanol al 70% vy el pellet se resuspendi6 en 40 pL de agua
DEPC.
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8.5. Obtencion del DNA complementario (cDNA).

El RNA obtenido fue utilizado para la sintesic de DNA complementario (cDNA), mediante
transcriptasa reversa (1% Strand cDNA sintesis Kit for RT-PCR AMV) de BOEHRINGER
MANNHEIM. Brevemente, se preparé una mezcla de 20 pL por reaccion que contenia: 1X de
solucion amortiguadora (100mM Tris, 500 mM KCL; pH8.3), 5mM de MgCl,, 1mM de una
mezcla de dNTPs, 50U de inhibidor de RNAasa, 20U de la enzima transcriptasa reversa y 3.2
pg oligonucledtidos hexameros al azar. La sintesis de DNAc se llevé a cabo en un
termociclador RoboCycler 40 STRATAGENE y las condiciones de reaccidn fueron las
siguientes: 10 min. a 25°C, para el alineamiento de los hexdmeros; 45 min. a 45°C para la
sintesis de las cadenas complementarias y 5 min. a 99°C para inactivar la enzima
transcriptasa reversa. El producto obtenido fue utilizado como templado para la amplificacién
de los re-arreglos V,,(D)J, ¥y V,J,.

8.6. Amplificacién mediante Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) de
los re-arreglos V,(D)J, y V,J,.

La amplificacién de los de los re-arreglos V,(D)J, y V,J, y del fragmento unidor se llevé a
cabo por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Se preparé una reaccion de 20 pL que
contenia: 1X de solucién amortiguadora para la enzima Vent DNA polimerasa (10mM de KCL,
10mM (NH,);SO4, 20mM de Tris-HCL pH 8.8, 2mM de MgSOs, (0.1% de Tritdn X-100), 2.5mM
de una mezcla de dNTPs y 0.8U de la enzima Vent DNA polimerasa (NEB). A la mezcla se le
adicionaron 10 pmol/reaccion de oligonucledtidos especificos para la amplificacién de cada
familia Vi, 0 V| (tabla 4). Las condiciones de reaccién en el caso de los genes Vi, y V. (kappa
y lambda) fueron: 4min. a 94°C; 25 ciclos de 1 min. a 94°C, 1 min. a 57°C y 1 min. a 72°C
y 1 ciclo de 10 min. a 72°C.

8.7. Obtencién del fragmento unidor.
Se amplificd un fragmento unidor utilizando como templado el plasmido X4-A27, el cual
proviene del vector pCANTAB 5b que en su sitio de clonacién mdltiple posee un scFv

formado por el gen DP47 que pertenece a la familia VH3 de humano y el gen A27. Ambos
genes se encuentran ensamblados a través de un unidor compuesto de una serina (S) y
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cuatro glicinas (G), repetidas tres veces (5G4);  (Almagro y cols). En este caso las
condiciones de reaccion fueron las siguientes: 4 min. a 94°C; 25 ciclos de 1 min. a 94°C, 1
min. a 50°Cy 1 min. a 72°C y 1 ciclo de 10 min. a 72°C. Los productos de PCR obtenidos
fueron analizados en geles de agarosa a! 1.5%, utilizando un marcador de peso molecular de
100 pb (NE), con el objeto de verificar el tamafio y la concentracion de los productos. En la
tabla 5 se describen las secuencias de los oligonucledtidos utilizados.

8.8. Obtencién de los anticuerpos en formato scFvs.

Una vez amplificados los re-arreglos V,(D)J,, y V,J, de ambas cadenas y el fragmento unidor,
éstos fueron ensamblados mediante PCR sobrelapado para obtener dos mezclas de
fragmentos variables de cadena sencilla (scFvs), uno que lleva la cadena lambda y el otro la
cadena kappa. En cada uno de los casos los re-arreglos V,J, o V,J, e pueden combinar con
cualquiera de los re-arreglos V,(D)J,, contenidos en la mezcla y los re-arreglos V,(D)1./ V,J,
y V,J, quedaron unidos por el fragmento unidor.

Para la reaccin de PCR se preparé una mezcla que contenia: los re-arreglos V,(D)J,,
(175ng/pL totales), los re-arreglos V,J, 6 ViJ, (150ng/uL totales) y el fragmento unidor
(60ng/pL totales). A la mezcla de DNAs se le adicioné 1X de solucién amortiguadora para la
enzima Vent DNA polimerasa (10mM de KCL, 10mM (NH,),SOs, 20mM de Tris-HCL pH 8.8,
2mM de MgSO, (0.1% de Tritén X-100), 2.5mM de una mezcla de dNTPs y 0.8U de la
enzima Vent DNA polimerasa y se llevd a un volumen final de 25 L. Las condiciones de
reaccidn fueron las siguientes: 4 min. a 94°C; 25 ciclos de 1 min. a 94°C, 1 min. a64°Cy 1
min. a 72°Cy 1 ciclo de 10 min. a 72°C.
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Tabla 4.

Oligonucledtidos empleados para amplificar las cadenas pesadas y ligeras:

Cadena amplificada Secuencia de los Oligonucleotidos

VH1a 5 -CAG GTG CAG CTG GTG CAG TCT GG-3"
VH2a 5°'-CAG GTC AAC TTA AGG GAG TCT GG-3°
VH3a 5°-GAG GTG CAG CTG GTG GAG TCT GG-3°
VHda 5°-CAG GTG CAG CTG CAG GAG TCG GG-3°
VHSa 5'-GAG GTG CAG CGT TTG CAG TCT GC-3°
cadena Vy VH6a 5’-CAG GTA CAG CTG CAG CAG TCA GG- 3°
JH1-2 5°-TGA GGA GAC GGT GAC CAG GGT GCC-3”
JH3  5°-TGA AGA GAC GGT GAC CAT TGT CCC- 3
JH4-5 5°-TGA GGA GAC GGT GAC CAG GGT TCC-3"
JH6  5°-TGA GGA GAC GGT GAC CGT GGT CCC-3°

Amplificado de la

VK1a 5 -GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CC-3°
VK2a 5’-GAT GTT GTG ATG ACT BCAG TCT CC-3°
VK3a 5°-GAA ATT GTG TTG ACG CAG TCTCC - 37
VK4a 5°-GAC ATC GTG ATG ACC CAG TCT CC- 3
VKSa 5°-GAA ACG ACA CTC ACG CAG TCT CC- 3°
cadena Vi VK6a 5'-GAA ATT GTG CTG ACT CAG TCT CC- 3
JK1  5’-ACG TTT GAT TTC CAC CTT GGT CCC-3”
K2  5'-ACG TTT GAT CTC CAG CTT GGT CCC-3’
JK3  5°-ACG TTT GAT ATC CAC TTT GGT CCC-3°
k¢  5°-ACG TTT GAT CTC CAC CTT GGT CCC-3
K5 5°-ACG TTT AAT CTC CAG TCG TGT CCC-3"

Amplificado de la

VAla 5 -CAG TCT GTG TTG ACG CAG CCG CC-3°
VA2a 5°-CAG TCT GCC CTG ACT CAG CCT GC-3"
VA3a 5°-TCC TAT GTG CTGACT CAG CCA CC- 3°
VM3a 5°-TCT TCT GAG CTG ACT CAA CCG CC- 3°
VMa 5°-CAC GTT ATA CTG ACT CAA CCG CC- 3°
cadena VA VASa  5°-CAG GCT GTG CTC ACT CAG CCC CA-3°
VA6a 5’-AAT TTT ATG CTG ACT CAG CCC CA- 3°
AL 5°-ACC TAG GAC GGT GAC CTT GGT CCC-3°
IA2-3 5°-ACC TAG GAC GGT CAG CTT GGT CCC-3°
M5 5°-ACC TAA AAC GGT GAG CTG GGT CCC-3°

Amplificado de la
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Tabla 5.

Oligonucleétidos empleados para amplificar el fragmento unidor y la
introduccion de los sitios de restriccion:

Oligonucledtidos para amplificar el fragmento unidor

APy 5'-GGC GGC TGC GTC AAC ACA GAC TGC GAT CCG CCA CCG CCA GAG-3"
VA2Fv 5°-GCA GGC TGA GTC AGA GCA GAC TGC GAT CCG CCA CCG CCA GAG-3’
VA3aFv 5°-GGT GGC TGA GTC AGC ACA TAG GAC GAT CCG CCA CCG CCA GAG-3°
VA3bFv 5°-GGG TCC TGA GTC AGC TCA GAA GAC GAT CCG CCA CCG CCA GAG-3'
VA4Fv 5°-GGC GGT TGA GTC AGT ATA ACG TGC GAT CCG CCA CCG CCA GAG-3”
VASFv  5°-GAC GGC TGA GTC AGC ACA GAC TGC GAT CCG CCA CCG CCA GAG-3~
VA6Fv 5°-TGG GGC TGA GTC AGC ATA AAA TTC GAT CCG CCA CCG CCA GAG-3°

VK1  5°-GGA GAC TGG GTC ATC TGG ATG TCC GAT CCG CC-3°
VK2a 5°-GGA GAC TGA GTC ATC ACA ACA TCC GAT CCG CC-3°
VK3a 5°-GGA GAC TGC GTC AAC ACA ATT TCC GAT CCG CC-3°
VK4a 5°-GGA GAC TGC GTC ATC ACG ATG TCC GAT CCG CC-3°
VKSa 5°-GGA GAC TGC GTG AGT GTC GTT TCC GAT CCG CC-3°
VK6a 5°-GGA GAC TGA GTC AGC ACA ATT TCC GAT CCG CC-3"

JH1-2 5°-GCA CCC TGG TCA CCG TCT CCT CAG GTG G-3°
JH3  5°-GGA CAA TGG TCA CCG TCT CTT CAG GTG G-3°
JH4-5 5°-GAA CCC TGG TCA CCG TCT CCT CAG GTG G-3°
JH6  5°-GGA CCA CGG TCA CCG TCT CCT CAG GTG G-3°

Oligonucleétidos para introducir los sitios de restriccién.

VH1aSfi5"-GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTG CAG CTG GTG CAG TCT GG-3°
VH2a$fi5"-GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTC AAC TTA AGG GAG TCT GG-3°
VH3aS5fi5 "-GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATC GCC GAG GTG CAG CTG GTG GAG TCT GG-3°
VH4asfi5 "-GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTG CAG CTG CAG GAG TCG GG-3°
VH5a$fi5"-GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTG CAG CTG TTG CAG TCT GC-3°
VH6aSfi5 -GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTA CAG CTG CAG CAG TCA GG-37
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JK1Not 5°-GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACG TTT GAT TTC CAC CTT GGT CCC-3°
JK2Nat 5°-GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACG TTT GAT CTC CAG CTT GGT CCC-3°
JK3Not 5°'-GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACG TTT GAT ATC CAC TTT GGT CCC-3"
JK4Not 5°-GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACG TTT GAT CTC CAC CTT GGT CCC-3°
JK5Not 5°-GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACG TTT AAT CTC CAG TCG TGT CCC-3°

JAINot 5°-GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACC TAG GAC GGT GAC CTT GGT CCC-3°
JAZ-3Not 5°-GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACC TAG GAC GGT CAG CTT GGT CCC-3°
JA4-5Not 5°-GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACC TAA AAC GGT GAG CTG GGT CCC-3
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8.9. Introduccién de los sitios de restriccion en los scFvs.

llima wvns Amecambladas las e areamlas VMW AT e kil s stio e Iada m=es sima
W Yl LGS U TOTUNTLYIUD WL ST VA, Sl WLIHAUI U LUHND LCTTIUUY Ui Ui

PCR, donde se introdujeron los sitios para las enzimas de restriccion Not I y Sfi I
Brevemente, se prepard una mezcla de 25 pL que contenia: 1X de solucidn amortiguadora
para PCR, 2.5mM de una mezcla de dNTPs, 0.8U de la enzima Vent DNA polimerasa y
10pmol de cada uno de los oligonucledtidos que contenian los sitios para las enzimas de
restriccion Sfi I y Not [ (ver secuencias en la tabla 5). Las condiciones de reaccion fueron las
siguientes: 4 min. a 94°C; 25 ciclos de 1 min. a 94°C, 1 min. a 64°Cy 1 min. a 72°Cy 1
ciclo de 10 min. a 72°C. Los productos de PCR obtenidos fueron analizados en un gel de
agarosa al 1.6% para determinar su tamafio, y se purificaron mediante columnas de
membrana de silica (QIAquick Gel Extraction Kit). El protocolo completo para la obtencion de
los scFvs con los sitios para las enzimas de restriccion se esquematiza en la figura 4.

Fig. 4. Construccién de los fragmentos variables de cadena
sencilla (scFvs)

Linfocitos de sangre peI'lféﬂc.a del paciente
Aislamiento del RNA

RNA
leNA Transcriptasa T
reversa
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P T P N e N ; Ao~ ~_~_DNA
Amplificacién por PCR de los F'ag"'e"i" uilar Amplificacién por PCR de los re-
re-arreglos V,(D)J,, arreglos V,J, y ViJ,
Ensamble por
PCR
Sfi y digestion. Sf\_)
‘ l ‘
I Not Not
ocFy VH-VK scFv VH-VA

En el esquema se representa el proceso para la obtencion de los scFvs para la
construccion de las bibliotecas a partir del mRNA de células mononudleares.
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8.10. Digestién de los scFvs.

Los scFvs fueron digeridos con las enzimas de restriccion Sfi Iy Not I, para su posterior
clonacion en el vector fagémido pSyn2, el cual fue digerido previamente, con las mismas
enzimas. El vector pSyn2 es un fagémido derivado del pHEN1. Presenta un sitio de clonacién
multiple, un tag de c-myc que permite el reconocimiento por ELISA del fragmento de
anticuerpo, un coddn de paro &mbar seguido por la proteina de la capside del fago
filamentoso M13 pllI; ésta disposicion permite que el fragmento del anticuerpo clonado sea
expresado como fago-anticuerpo en la superficie del fago M13 asociado a pllIl. Ei fagémido
posee ademds, un gen con resistencia a ampicilina y un péptido sefial que le permite el paso
de la fusién del citoplasma al periplasma celular y un origen de replicacién para E. coliy otro
para M13.

Para la digestién con la enzima Not I, se prepard una mezcla de 40 pL que contenia: 1X de
solucion amortiguadora para la enzima Not I (NEB buffer 3: 100mM de NaCl, 50mM de Tris-
HCL pH 7.9, 10mM de MgCL,y 1mM de DTT), 10U de enzima Not I (NEB), 1X de BSA y el
DNA correspondiente de cada scFvs. La digestion se llevo a cabo por 4h. a temperatura
ambiente, El producto de la digestién se purificd con el equipo de Quiagen (QIAquick Gel
Extraction Kit) y posteriormente se digirié con la enzima Sfi I (NEB).

Para la digestion con la enzima Sfi I, se preparé una mezcla de 40 pL que contenia: 1X de
solucién amortiguadora para la enzima Sfi I (NEB buffer 2: 100mM de NaCl, 50mM de Tris-
HCL pH 7.9, 10mM de MgCL,y 1mM de DTT), 10U de enzima Not I (NEB), 1X de BSA y el
DNA previamente digerido con la enzima Not I. La digestién se llevé a cabo por 4h a 50°C.
El producto de la digestion se purific con el equipo de Quiagen (QIAquick Gel Extraction Kit)
y posteriormente se corrié en un gel de agarosa al 1.6% para verificar su concentracion e
integridad. Las condiciones para el vector fueron similares.

8.11. Ligacién de los scFvs en pSyn2.
Los scFvs digeridos fueron ligados al vector pSyn2. Para la reaccién de ligacién se prepard
una mezcla de 50 pL que contenia: 1X de solucién amortiguadora (50mM de Tris- HCL pH

7.5, 10mM de MgCL;, 10mM de DTT, 1mM de ATP y 25pug/mL de BSA) y 100U de enzima
ligasa (NEB). A la mezcla se le afiadié el vector y los scFvs en una relacién molar 1:3 (250ng
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de vector/150ng de cada scFvs). La mezcla se incubé 4h a temperatura ambiente. El
producto ligado se purifica con el equipo de Quiagen (QIAquick Gel Extraction Kit).

8.12. Transformacion.

La construccién de la biblioteca se llevd a cabo por electroporacion empleando la cepa
Escherichia Coli XL1 Blue para la expresion de los scFvs como fago-anticuerpos. La cepa
tiene resistencia a tetraciclina para su seleccién y es Rec A, lo que impide la recombinacion
y con ello la introduccién de mutaciones en los fragmentos durante el proceso de seleccion.
Se realizaron un total de 13 electroporaciones en cubetas de 0.1mm de separacién entre las
placas (BIORAD). Cada electroporacion se realizé con 50pL de células y 3 pL de DNA. La
eficiencia de transformacion asi como el tamafio de la biblioteca se determind por titulacidn.

8.13. Propagacién del Fago ayudador M13/K07.

Para la propagacion del fago ayudador se utilizaron células XL1 blue. En un primer paso las
células fueron crecidas en medio SB (triptona, extracto de levadura y NaCL pH 7.5) e
infectadas con fago ayudador M13/KO7 comercial. Después de la infeccion el cultivo fue
crecido a 30°C toda la noche. Posteriormente se sedimentaron por centrifugacién y el
sobrenadante que contenia los fagos fue sometido a 2 precipitaciones con PEG al 20% en
NaCL 2.5M. Los fagos precipitados fueron resuspendidos en TBS 1X (150 mM de NaCL y 50
mM de Tris pH 7.5.) y se almacenaron a -20°C. Una vez purificado el fago ayudador
M13/KO7 fue titulado por infeccion en un cultivo celular saturado.

8.14. Rescate de las bibliotecas como fago-anticuerpos.

El fago M13/KO7 fue utilizado para la infeccion de un cultivo celular de £ Colf XL1 blue,
previamente transformado con cada una de las bibliotecas. Se empled una relacion final de
10" UFC de M13/KO7/mL de cultivo (DOgq nm). Los fagos fueron sometidos a 2
precipitaciones con PEG/NaCL y fueron utilizados para las rondas de seleccion. En la figura 5
se pude ver un esquema general de la estrategia empleada para la obtencion de la
biblioteca.
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Fig. 5. Construccién y clonacién de las bibliotecas de scFvs.
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En el esquema se muestran los pasos realizados de los scFvs hasta la expresion como fagos-
anticuerpos.
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8.15. Caracterizacion de la biblioteca por “fingerprinting” y secuenciacion.

La calidad de los repertorios se determind por “fingerprinting” y secuenciacion a partir de un
conjunto de clonas seleccionadas al azar. Los oligonucledtidos utilizados se describen en la
tabla 5. Para el ensayo de “fingerprinting” se amplificaron mediante PCR los scFvs de las
clonas de cada una de las bibliotecas originales y las clonas positivas después de la 4° ronda
de seleccién. Los fragmentos obtenidos fueron digeridos con la enzima de restriccion de
corte frecuente BstV I De ésta manera se puede obtener un patron de corte de DNA para
cada una de las secuencias, lo cual da una idea de la diversidad de la biblioteca. De cada
una de las bibliotecas se seleccionaron 20 clonas para llevar a cabo un andlisis de las mismas
secuencias.

8.16. Seleccién.

Los fago-anticuerpos obtenidos de la genoteca se utilizaron para realizar rondas de tamizado
contra 2 diferentes antigenos: B,GP-I1 y protrombina. Con cada uno de los antigenos se
realizaron cuatro rondas de seleccion. Brevemente, en tubos de polipropileno de 4 mL se
incubaron los antigenos a temperatura ambiente (TA) durante toda la noche en solucién
salina de fosfato (PBS, 8g NaCL, 0.2g KCL, 1.44g Na2HPO4 y 0.24 KH2PO4) pH 7.4.
Posteriormente se incubaron por 2 h con leche descremada 2%, tween 0.01%, en PBS 1X,
para bloquear los espacios no cubiertos por los antigenos. 10" particulas de fago
conteniendo los fragmentos de anticuerpo desplegado en su superficie (fago-anticuerpos) se
incubaron por 1h a 37°C. Los fago-anticuerpos que se unieron al antigeno fueron eluidos
con Glicina-HCL 0.2M pH 2.2 y Tris-HCL 1M pH.9.1 y utilizados para las rondas posteriores
de seleccién. En cada una de las rondas se llevaron a cabo dos titulaciones, una al inicio y
otra al final, esto con el objeto de ver la eficiencia que se obtuvo en el tamizado y la
cantidad de fagos que se requerian para la subsiguiente ronda. Asi mismo en cada ronda se
fue reduciendo a la mitad la concentracién de antigeno, con el objeto de seleccionar solo
aquellos fago-anticuerpos con mayor afinidad para cada uno de los antigenos.
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8.17. Andlisis mediante ELISA de los anticuerpos seleccionados.

Para determinar la especificidad de los fago-anticuerpos obtenidos después de la 4° ronda de
seleccion se hicieron nuevos ensayos inmunoenzimaticos con los antigenos contra los cuales
fueron seleccionados. Para seleccionar los fagos-anticuerpos, se aislaron clonas
independientes de la 4* ronda de seleccion, cada una de las clonas fueron crecidas en placas
de cultivo de 96 pozos (Nunc Inc, Danemark 97F) con medio de cultivo YT2X suplementado
con antibiéticos (ampicilina 200 pg/mL y tetraciclina 12.5 pg/mL) y 2% de glucosa. Después
de que el medio alcanzo una DO de 0.7 se infectd con fago ayudador M13/K07 para producir
particulas de fago-anticuerpo. El sobrenadante obtenido después de la centrifugacién fue
utilizado para los ELISAs.

Se sensibilizaron placas de poliestireno de 96 pozos (Nunc Inc, Danemark 97F) con 10pg/mL
de antigeno disuelto en PBS 1X pH 7.4 e incubadas toda la noche a 4°C. Al dia siguiente las
placas fueron lavadas y bloqueadas con ASB al 0.5% en PBS 1X que contenia 0.1% de
tween 20, durante 2h a 37°C. Posteriormente se adicioné 1X10° fago-anticuerpos
previamente obtenidos de un cultivo de clonas independientes y se incubaron 1h a 37°C.
Transcurrido el tiempo se les adiciond el anticuerpo anti-M13 conjugado con la enzima
peroxidasa (anti-M13-HRP) y se incubé 1h a 37°C. Como sustrato se utilizaron 8 pl de
perdxido de hidrégeno (H,0,) al 30% y 8 mg de ortofenilendiamina (OPD). La reaccién fue
detenida con HCl 6N v las placas fueron leidas en un lector para placas de ELISA (TECAN) a
una longitud de onda de 490nm.
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9. Resultados.

9.1. Actividad anti- B;GP-1.

Al momento de la toma de sangre el paciente presento los siguientes titulos de anti-B,GP-I:
Isotipo IgG 156.3 U/mL e isotipo IgM 2.9 U/mL (valores normales IgG < 11U/mL e IgM < 11
U/mL).

9.2. Analisis del RNA total.

El RNA total obtenido a partir de células mononucleares de sangre periférica del paciente con
SaFP, se muestra en la figura 6.

Figura 6. Analisis del RNA total.
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9.3. Amplificacion de los re-arreglos VyDly y Vi ..

La amplificacién de los re-arreglos V.D1y-VJ, y el fragmento unidor fue del tamafio esperado
(figura 7) como se puede ver, la cadena pesada, iigera lambda y kappa tiene un tamafio

aproximado de 400pb v el fragmento unidor de aproximadamente 100 pb.
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Figura 7. Amplificacion de los re-arreglos V,DJ,, V.3, y del fragmento unidor.
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9.5. Digestion y ligacion

Los scFvs fueron ligados al vector fagémido pSyn 2. Posteriormente cada una de las
construcciones fue utilizada para transformar células electrocompetentes £ Coff XL-1Blue, las
cuales presentaron una eficiencia de transformacion de 1.0x10° UFC/10ng de pUCI8 vy el

tamafio de la genoteca determinado fue de 1 x 10° UFC.

9.6. Variabilidad de las secuencias.

El analisis de 20 clonas al azar de ia biblioteca ViDIk-ViJx mostro que el 85% (17/20) de las
clonas son del tamano correcto. Dos de las tres clonas restantes presentaron un fragmento del
tamafio correspondiente a una de las cadenas y la otra un fragmento del tamafio
correspondiente al fragmento unidor. De las 17 clonas con tamano correcto se obtuvieron 15

patrones de digestion diferentes y hubo un patron de digestion que se repitia 2 veces (figura 9).



-2 8, Batron de diagestion de las clonas de la bibiioteca VD3~V l,

1000 pb  *—

500 ph

400 pb  +—

PM 23456789101112 13 14151617

digestion;

patronas de

iblioteca VHDIH-VAJA mostra que

s 4 clonas restantes presentaron un fr

originai el ve

as o

as Z clonas presentaron un fragmento del tamano c

. Todas las clonas con tamafio correcto presentaron 16 patro

lede ver en la figura 10.



Resultados
Kaesuitados

1000 pb

500 pb ~——

-
-
L
-]
-
-
-
-
-

100 pb ——

PM12345678910111213141516

PM: Peso maolecular; Carriles 2 al 16: clonas con  patron de digestion

diferente.

El anélisis de las secuencias de las clonas V,,DJy-VAIA y VDJ-ViJ escogidas al azar reveld que
perterecen a las siguientes familias: VH1, VH3, VH4, VH5, VH6, portan el segmento, JH1-2,

JH3, H14-5, JH6 y presentaron los re-arreglos VA2, VA3a, Vkl, V3, Vkd y Vkb.

9.7. Seleccion.

En la tabla 6 se muestran los resultados del proceso de seleccion contra 2 antigenos diferentes.
Como se puede ver el nimero de clonas no aumento en cada una de las rondas de seleccion,
esto podria deberse a que 2n cada ronda de seleccion se redujo a la mitad la concentracién de

antigeno y las condiciones de lavado se hicieron mas astringentes,
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Tabla 6. Resultados del proceso de tamizado contra B.GP-I v protrombina.

Antigeno Ronda Fagos de inicio Fagos finales Conc. Ag
(ug/mL )
1 1.0x10™ UFC/mL 1.0X10° UFC/mL 100
2 4.8x10"UFC/mL 2.3x10°UFC/mL 50
B.GP1 3 5.0x10™*UFC/mL 6.0x10° UFC/mL 25
4 4.8x10"UFC/mL 7.0x10* UFC/mL 12.5
1 4.86X10" UFC/mL 2.2.x10°UFC/mL 100
Protrombina 2 4.91x10™ UFC/mL 4.5x10* UFC/mL 50
3 1.0x10™ UFC/mL 2.3x10° UFC/mL 25
4 1.0x10"2UFC/mL 2.5x10° UFC/mL 12,5

9.8. Actividad anti- B,GP-I.

De las colonias aisladas en la cuarta ronda de seleccién de las bibliotecas ViDJy-VK/VK y VyDIy-
VMVA, se seleccionaron 88 clonas al azar para convertirlas en fagos-anticuerpos y se analizaron
mediante ELISA como se describe en la seccidn de metodologia. De las 88 clonas analizadas se
obtuvieron 39 clonas positivas, las cuales se analizaron en cuanto a talla y se obtuvieron 2
clonas que presentaron un fragmento de talla correcta (Betal y Peta2). Posteriormente se
realizo un segundo ELISA de las 2 clonas con el fragmento de talla correcta para confirmar que
eran positivas, con lo que se corroboré los resultados. En la figura 11 se presentan los
resultados obtenidos del ELISA tomando como valores positivos todos aquellos que estuvieran al
menos tres veces por arriba del control negativo (0.0880). El analisis mediante digestién con la
enzima de restriccion de corte frecuente BstVI, mostré6 que ambas tenian un patrén de
digestion diferente (Figura 12) mismo que fue confirmado posteriormente con el analisis de las

secuencias.
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9.9. Actividad anti-protrombina.

88 clonas fueron seleccionadas con protrombina como antigeno, de las cuales 38 fueron
positivas y de éstas 10 clonas presentaron un fragmento de talla correcta. En la figura 13 se
muestran los resultados de la reactividad mediada por ELISA tomando como valores positivos
todos aquellos que estuvieran al menos tres veces por arriba del control negativo (0.0880). El
andlisis de las digestiones con la enzima de restriccion de corte frecuente BstVI, mostré que
todas tenian el mismo patrdon de digestion (Figura 14), su identidad fue confirmada

posteriormente mediante el andlisis de las secuencias.

Figura 13. Actividad anti-protrombina.
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Ensayo de ELISA de las clonas positivas para protrombina.

44



Figura 14, Patron de digestion de las clonas reactivas contra protrombina.
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Figura 15. Reactividad contra B,GP-1.
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9.10. Ensayos de reactividad cruzada.

Mediante ensayos de ELISA se investigd la reactividad de las clonas Betal, Beta2 y Prot1, contra
4 antigenos diferentes, los cuales no estén relacionados con el antigeno contra el cual fueron
seleccionados. En la figura 16a se muestra la reactividad contra los antigenos probados. Como
se puede ver ninguna clona mostro reactividad contra los antigenos probados. Sin embargo al
determinar la reactividad contra los fosfolipidos neutros (fosfatidilcolina (FTC),
fosfatidiletanolamina (FTE), esfingomielina (EM)), y de carga negativa (cardiolipina (CL),
fosfatidilserina (FTS) y fosfatidilinositol (FTT) y 4cido fosfatidico (AF)) se observo reaccion (figura
16b).
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Figura 16a. Reactividad contra antigenos irrelevantes.
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Ensayos de ELISA s de las clonas positivas para B,GP-1 y protrombina contra antigenos irrelevantes.

Figura 16b. Reactividad contra fosfolipidos.
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Ensayos de ELISA s de las clonas positivas para B,GP-1 y protrombina contra cardiolipina (CL),

fosfatidilcolina (FTC), fosfatidiletanolamina (FTE), fosfatidilinositol (FTI), fofatidilglicina (FTG), acido (AF) y
fosftidilserina (FTS).
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9.11, Analisis de las secuencias Betal, Beta2 y Prot1.

Los re-arreglos VyDJy y V], de las clonas positivas Betal, Beta2 y Protl fueron secuenciados
con los oligonucledtidos Lmb3 y pCANTAB5B-S6 (tabla2) y comparados con los genes VyDly y Vi
de linea germinal presentes en la base de datos V Base (www.wd.mrc-cpe.cam.ac.uk/vbase-
ok.php?menu=901)

Clona Betal.

El andlisis de las secuencia de la clona Betal mostré que la region Vy pertenece a un miembro
de la familia Vy4 y tiene un 96.7% de homologia con el gen de linea germinal VHSP/VH4.22,
esto se debe basicamente a 9 bases sustituidas en las regiones de armazén FW1 = 4, FW2 = 1
y FW3 = 3 y una en CDR1 (4 transiciones, 4 tranversiones y una base que no se pudo
identificar). El segmento Vy anterior se encuentra re-arreglado con el gen 3,5, el cual mostrd
una homologia del 98.03% y no se pudo identificar gen D (Figura 17a). Respecto a la secuencia
de nucledtidos de la cadena ligera de este re-arreglo, el gen V| usado es el gen 1b.366F5/DPLS5,
el cual pertenece a la familia V1. El andlisis de la secuencia mostrd una homologia del 99.4 %
hasta el codon 57, la secuencia posterior a dicho codon (FW2 y CDR3) presenta 72 mutaciones
en las 96 bases. No se identificé ningin gen J, figura 17b.
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Figura 17a. Secuencia del re-arreglo V4DJy de la clona Betal.
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Figura 17b. Secuencia del re-arreglo V, de la clona Betal.

Q § v L T Q@ P P S V S A A P
1b.366F5/DPL5..+ CAG TCT GTG TTG ACG CAG CCG CCC TCA GTG TCT GCG GCC CCA
Betal el T

CDR1
G Q K v T 1 S c S G S S S N I G N N
GGA CAG ARAG GTC ACC ATC TCC TGC TCT GGA AGC AGC TCC AAC ATT GGG AAT AAT

X v S w Y Q Q L P G T A P K L L I Y
TAT GTA TCC TGG TAC CAG CAG CTC CCA GGA ACA GCC CCC AAA CTC CTC ATT TAT

D N N K R P S8 G I P D R F S G S K 8
GAC AAT AAT AAG CGA CCC TCA GGG ATT CCT GAC CGA TTC TCT GGC TCC AAG TCT
--- === === —-= —-= --— -—— -—— GA- T-C TGA -CG A-T CTC T-G CT- C-A GTC

G T S A T L G I T G L Q T G D E A D
GGC ACG TCA GCC ACC CTG GGC ATC ACC GGA CTC CAG ACT GGG GAC GAG GCC GAT
T-G CAC GTC AG- CA- -CT --G CAT CA- C-G XA- TCC -GA CT- -GG AC- AGG CCG

CDR3
b ¢ Y c G T w D S S L S
TAT TAC TGC GGA ACA TGG GAT AGC AGC CTG AGT
AT- ATT ACT -CC GG- ACA TGG GAT -X- AGC CTG

Clona Beta2.

El analisis de la secuencia de la clona Beta2 mostré que fue codificada por un gen de la familia
Vy4 y su homologia es de 98.97% con el gen de linea germinal VIV-4/4.35. Solo tiene 3
mutaciones, las cuales estan distribuidas de la siguiente manera: 2enel FW 1 yunaenel FW 3
(2 transiciones y una tranversid). Ademas, esta re-arreglada con el producto del gen Jy4b con
una homologia del 81.25 % (9 mutaciones en las 48 bases) y no se identificd gen D (Figura
18a). Respecto a la secuencia de nucleétidos de Ia region V,, la clona Beta2 esta formada por el
producto del gen V2-14+, el cual pertenece a la familia V)3 y el gen J,3b. La homologia del
producto del gen V2-14+ es del 88.88% debido a 29 mutaciones de las 261 bases (17

transiciones y 12 transversiones).
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Las mutaciones estan distribuidas de la siguiente manera: FW1 = 2, CDR1 = 2, FW2 = 3, CDR2

4 .. A 4 1o hammlami= 1 A H
- 1y MW3 - 21, La homologia del gen 2,3k o5 dol 93.75% debide 2 2 mutaciones de lac 48

bases (Figura 18b).

Figura 18a. Secuencia del re-arreglo VyDJy de la clona Beta2.

Q v Q L Q E S G P G L v K P s
VIV-4/4.35+ CAG GTG CAG CTG CAG GAG TCG GGC CCA GGA CTG GTG AAG CCT TCG
Beta2 s e e

— CDR1
E T L S L T C T \' S G G 5 I S 5 Y Y
GAG ACC CTG TCC CTC ACC TGC ACT GTC TCT GGT GGC TCC ATC AGT AGT TAC TAC

W 5 W I R Q P A G K G L E W I G R I

TGG AGC TGG ATC CGG CAG CCC GCC GGG ARG GGA CTG GAG TGG ATT GGG CGT ATC
CDR2

Y T S G S T N ¥ N P S L K S R v i M

TAT ACC AGT GGG AGC ACC AAC TAC AAC CCC TCC CTC AAG AGT CGA GTC ACC ATG

TCA GTA GAC ACG TCC AAG AAC CAG TTC TCC CTG AAG CTG AGC TCT GTG ACC GCC

e i i it Y (R

Cc A R D Y X F D ¥ w G Q G T L v 1
JH4b TGT GCG AGA GAT TAC TAC TTT GAC TAC TGG GGC CAG GGA ACC CTG GTC ACC
Beta2 geiedey i eI e Lo HEV G s wrm s s S SN S S

v 8 5
GIC TCC TCA G
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G Q T A

GGA CAG ACG GC

—_—— == m=— ==

H W b4 Q

Figura 18b. Secuencia del re-arreglo V_J, de la clona Beta2.

S ¥ v L T Q p E 5 \' S A A P
TCC TAT GTG CTG ACT CAG CCA CCC TCG GTG TCA GTG GCC CCA

CDR1
R I T c G G N N I G S K S v
C AGG ATT ACC TGT GGG GGA AAC AAC ATT GGA AGT AAA AGT GIG

- === G== === === === —== —G- --= -—== -== —== —== —C- ---

Q K P G Q A P v L v v Y D D

CAC TGG TAC CAG CAG AAG CCA GGC CAG GCC CCT GTG CTG GTC GTC TAT GAT GAT

______ (oS
CDR2

- e i eV e, g e e e [P i i e (i

] D R p
AGC GAC CGG CC
.

T A T L

ACG GCC ACC CT
T-A === -== -

c G

C TCA GGG ATC CCT GAG CGA TTC TCT GGC TCC AAC TCT GGG AAC
= === == === === mom —mm —oT —em —em —oo —=G --- -CC -CG

G ACC ATC AGC AGG GTC GAA GCC GGG GAT GAG GCC GAC TAT TAC
- G-- --- -C- G-A C-- C-G A-T --= == C === === =T === —=T

T W D S S L T I W v E G G G

JL3b TGT GGA ACG TGG GAT AGC AGT CTG ACT ATT TGG GIG TTC GGC GGA GGG

Beta2

2B el wai e R sas sie wee 568

T K L T
ACC AAG CTG AC
«C.

v L
C GTC CTA G
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Clona Protl.

El andlisic de la secuencia de la clona que mostrd reactividad contra la protrombina porta un
producto de la familia Vi3, el cual muestra un 98.6% de homologia con el gen de linea germinal
DP-47/v3-23, esto se debe a 4 mutaciones localizadas en los FW (FW1=2, FW3=2; 1 transicion
y 3 tranversiones). No se identificé gen D y el gen Jy identificado fue el Jy4b con un 87.5% de
homologia (Figura 19a). Respecto a la cadena ligera de éste re-arreglo, porta el producto del
gen 1b.366F5/DPL5...+ el cual pertenece a la familia Vi1 con una homologia del 93.6%,
presenta 19 mutaciones en las 297 bases que lo componen, distribuidas de la siguiente manera:
FW1 = 1, CDR1 = 4, FW2 = 2, CDR2 = 4, FW 3 = 7 y CDR3 = 1 (10 transiciones y 9
transversiones). Se encuentra re-arreglada con el producto del gen J3b con una homologia del
89.47% (Figura 19b).

Figura 19a. Secuencia del re-arreglo VyDJy de la clona Protl.

E Vv Q L L E S G G G L v Q P
DP-47/V3-23.+ GAG GTG CAG CTG TTG GAG TCT GGG GGA GGC TTG GTA CAG CCT

Protl e e

CDR1
G G 5 L R L s c A A S G F T ) 5 S Y
GGG GGG TCC CTG AGA CTC TCC TGT GCA GCC TCT GGA TTC ACC TTT AGC AGC TAT

I S G S G G S T Y Y A D S v K G R F
ATT AGT GGT AGT GGT GGT AGC ACA TAC TAC GCA GAC TCC GTG AAG GGC CGG TTC

T I 8§ R D N S K N T L b4 L Q M N S L
ACC ATC TCC AGA GAC AAT TCC AAG ARC ACG CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGC CTG

AGA GCC GAG GAC ACG GCC GTA TAT TAC TGT GCG ARA GAT

——— mmm mmm mmm mmm mmm = mmm mmm mmm a—e T (-
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c A N H I ¥ ¥ F D Y Q G Q G T
JHdb TGT GCG AAT CAT ATA TAC TAC TTT GAC TAC TGG GGC CAG GGA ACC
Protl TGGCGA

L v T v S s
CTG GTC ACC GTC TCC TCA G

Q S v L T Q P P S v S A A
1b.366F5/DPL5..+ CAG TCT GTG TTG ACG CAG CCG CCC TCA GTG TCT GCG GCC

Protl mmm mmm mmm mmm mmm mmm e e mm mm e o oo

CDR1
P G Q K Vv T I S C s G S S S N I G K
CCA GGA CAG AAG GTC ACC ATC TCC TGC TCT GGA AGC AGC TCC AAC ATT GGG AAT

- ——= m== —== C-= —C- === === —== —-— oA

N Y \Y% S W Y Q Q L P G T A P K L L I
AAT TAT GTA TCC TGG TAC CAG CAG CTC CCA GGA ACA GCC CCC AAA CTC CTC ATT
—m= === ==C === === === === =A== = o= o mmm —em —om Cm e e

CDR2

Y D N N K R P S G I P D R F S 6 S K
TAT GAC AAT AAT AAG CGA CCC TCA GGG ATT CCT GAC CGA TTC TCT GGC TCC AAG
—== === === =G~ G- --- -AG --- -- A --- -- C =C~ === === === === —-A ---

] G T 5 A T L G 1 T G L Q T G D E A
TCT GGC ACG TCA GCC ACC CTG GGC ATC ACC GGA CTC CAG ACT GGG GAC GAG GCC
e e e v (s it b s it e et i e i MR e g s e

CDR3

D Y Y c G T W D 5 S L S A

GAT TAT TAC TGC GGA ACA TGG GAT AGC AGC CTG AGT GCT

T-= === === === === G—= --—- e

c G A W D 3 5 L S A L G v R R R
JL3b TGC GGA GCA TGG GAT AGC AGC CTG AGT GCT TTG GGT GTT CGG CGG AGG
Protl Bsicnn DD o aaimcm s m o wsinss & e T A

D Q A D R P
GAC CAA GCT GAC CGT CCT AG
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10. Discusion.

En el presente trabajo se analizaron las secuencias de dos anticuerpos anti-B,GP-I y un
anticuerpo anli-protrombina provenienies de un pdcienie won SaFf, quien presenid Liuius gitus
de anticuerpos anti-B,GP-I en el momento del estudio. Actualmente el analisis molecular de los
anticuerpos aFL monoclonales ha servido para conocer algunas de sus caracteristicas,
desafortunadamente se cuenta con un nimero muy pequefio de secuencias reportadas, las
cuales tienen dos grandes desventajas 1) provienen de un grupo heterogéneo de anticuerpos
cuyo origen y propiedades de unién son diferentes, y 2) los anticuerpos monoclonales no
pueden ser considerados representativos de los anticuerpos presentes en pacientes con SaF,
ademas la obtencion de AcMo es muy compleja. Afortunadamente hoy contamos con un método
mas eficiente para analizar dichos aFL, el cual emplea bibliotecas de péptidos expresadas en
fagos filamentosos. Dado que los fagos son uno de los mejores sistemas para la clonacion
simultdnea de mdltiples genes, en el presente trabajo hemos utilizado esta metodologia, como
una manera de poder identificar el o los genes que codifican las regiones variables V,(D)J, y

V,J, de los anticuerpos aFL y ver si sufren hipermutacién somética.

Para cumplir con nuestros objetivos hemos disefiado y construido dos bibliotecas de scFvs, una
que contiene los re-arreglos VyDJu/ViJk v la otra los re-arreglos VyDJ,/J V,J,, ambos rearreglos
se expresan como formato variable de cadena sencilla (scFv) en la superficie del fago M13 como
proteinas de fusién unidos a la proteina pllI del fago. EL andlisis por ensayos de restriccion y
secuenciacion de varias clonas seleccionadas al azar mostré que el 85 y 80% respectivamente,
de cada una de las bibliotecas contienen la talla correcta y presentan diversidad de los re-
arreglos V, (D)),/ V. J, y ViJ, con respecto a las familias de genes utilizados.

Con el propésito de agilizar el proceso de seleccion de las clonas, se decidid mezclar las
bibliotecas VyDJ/Vidk y ViDIw/J V)J,. La variabilidad de la biblioteca se estimé en 1 X 10° re-
arreglos . Una vez valorada la biblioteca se procedid a realizar 4 rondas de seleccién con B,GP-I
y protrombina, sin embargo conforme se iba realizando la seleccién, no se observd un aumento
del titulo, como era de esperarse al ir enriqueciendo la poblacion de clonas capaces de unirse

especificamente contra el antigeno, esto puede deberse a que las condiciones de lavado se
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hicieron mas astringentes y la concentracion de antigeno se fue reduciendo a la mitad conforme
aumentaban las rondas de seleccion.

Despugs de analizar las clonas contra los an
positivas. Dos contra B,GP-I, las cuales se designaron Betal y Beta2 y una clona contra
protrombina, designada Prot1, esta ultima también reaccioné contra B,GP-I, lo que sugiere que
se trata de un anticuerpo con poli-reactividad como el encontrado por Chukwuocha RU y cols.
en 1999 en el que se usé la misma metodologia, lo que sugiere que el scFv puede reconocer un
epitope compartido por la B,GP-I y la protrombina. Ninguna de las tres clonas mostré
reactividad contra proteinas irrelevantes (neuroaminidasa, colagenaza, ribonucleasa A, RNAasa)
como se ve en la figura 16a, sin embargo llama la atencién que todas mostraron reactividad
contra un panel de 8 fosfolipidos estudiados, 4 de carga negativa (CL, FTS, FTI y FTG) y 4
neutros (FTC, FTE, EM y AF). Esto puede sugerir que el epitope puede residir en los acidos
grasos y en el glicerol fosfato (figura 16b).

El andlisis de las secuencias de las clonas Betal y Beta2 reveld que ambas pertenecen a la
familia Vy4. La primera fue el producto del gen VHSP/VH4.22 y la otra del gen VIV-4/4.35+.
Betal presentd 10 mutaciones somaticas, las cuales se encuentran distribuidas en los FW
(FW1=7, FW2=1y FW3=2) y 2 en los CDR’S (CDR2=1 y CDR3=1). Beta2 sdlo presentd 3
mutaciones en FW (FW1 =2, FW 3= 1), sin embargo el nimero de mutaciones somaticas se vio
incrementado en los re-arreglos del gen VA1b.366F5/DPLS y VAV2-14+,donde se observaron 72
y 28 mutaciones respectivamente. Si bien las mutaciones estan principalmente en la region de
armazon, se observaron mutaciones en los CDR’S, lo que sugiere que éstos re-arreglos podrian
provenir de una clona de célula B que sufrié hipermutacion somatica.

El andlisis de la secuencia de la clona Prot1, reveld que la regién Vy pertenece a la familia Vi3 y
es el producto del gen DP-47/V3-23, con 4 mutaciones en los FW y ninguna en los CDR’S. Al
igual que las clonas anteriores también presenté mutaciones somdticas en los re-arreglos del
gen VA, por lo que se sugiere que también sufrié hipermutacion somatica. Respecto al analisis
de los re-arreglos de esta clona, se ha visto que el gen V3-23 pertenece a un grupo de genes
que se re-arreglan con mayor frecuencia en la ontogenia ( Schroeder Jr y Wang JY. 1990).
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También se ha visto mediante andlisis molecular, que hay una mayor frecuencia en el uso de los
genes de las familias VH3 y VH4 en auto-anticuerpos anti-DNA, con una gran variedad de genes
VA y Vk (Isenberg D.A. y cols., 1991). En dicho estudio se reportan 3 anticuerpos que utilizan la
familia de genes VH3 y VH4. Ademds se menciona gue existe sesgc de los anticuerpos aFL en
el uso de cadenas ligeras A (Ghavari AE y cols., 1988), y nuestros tres anticuerpos tenian
cadenas A.

Analisis previos de las secuencias de los anticuerpos aFL ha mostrado que los anticuerpos de
isotipo IgG, pero no de isotipo IgM frecuentemente contienen un gran nimero de mutaciones
somaticas y una acumulacion de ciertos residuos, tales como arginina y asparagina (Radic MAZ
y cols,, 1994 y Isenberg DA y cols., 1997) particularmente en los CDR’S, sugiriendo que tales
anticuerpos estan implicados en la patogénesis del SaF. En nuestro caso las tres secuencias
reportadas en este estudio presentaron hipermutacion somatica en los rearreglos VA,
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11. Conclusiones

Se phtuvieron dos anticuernos naositivos contra B.GP-1, Clonas Retal v Rata?
o s i it b=l oy = e < b e L e e ol T b

IErOn e = s !

El anticuerpo scFv Beta 1 es el producto del gen VHSP/VH4.22, no se detectd gen D y
porta el gen Ju5. El gen Vi usado fue el 1b.366F5/DPLS, el cual pertenece a la familia
VA1 y no se identifico ningin gen J,.

El anticuerpo Beta2 es el producto del gen IV-4/4.35+, no se detectd gen D y porta el
gen Jydb. El gen V|, usado es el V2-14+, el cual pertenece a la familia VA3 y se
encuentra re-arreglado con el producto del gen J,3b.

Se obtuvo una clona reactiva contra protrombina, Protl, la cual es el producto del gen
DP-47/V3-23...+, no se identifico gen D y porta el gen Jy4b. El gen V| usado es el
1b.366F5/DPLS...+ el cual pertenece a la familia VAL y se encuentra re-arreglado con el
producto del gen J,3b.

Se observé un mayor nimero de mutaciones somaticas en los re-arreglos V, de los tres
anticuerpos.

Todos los anticuerpos fueron oligo-reactivos contra fosfolipidos de carga negativa y
neutra, y no mostraron reactividad contra antigenos irrelevantes.
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12. Perspectivas

Determinar las Ky de los anticuerpos Betal, Beta2 y Protl, contra B,GP-I y protrombina

respectivamente.

Determinar si los anticuerpos son capaces de inducir SaFP en modelos experimentales.

Utilizar un panel de antigenos nuevos, con el objetivo de detectar posibles reactividades
contra otras proteinas plasmaticas.
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