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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa que
afecta a millones de personas en edades superiores a los 65 afios y para la cual

no existe un tratamiento que lleve a su recuperacion.

A pesar de los avances que se tienen en el estudio de la EA todavia no se tiene
una explicacién de sus inicios, aun cuando se conocen los mecanismos que
intervienen en la enfermedad, ya que en la mayoria de los casos se presenta de
forma esporadica. Sin embargo se ha establecido que la formacion de placas
neuriticas debido a la agregacion del péptido BA, un componente que se
encuentra libre en el plasma vy el liquido cefalorraquideo, constituye unade las

primeras causas que conducen a la degeneracion neuronal.

Se ha propuesto que la inmunoterapia representa una estrategia que puede ser
usada para prevenir y/o tratar la EA, para esto se ha considerado la seleccion
cuidadosa de antigenos, ya sea para ser usados como inmunogenos en la
vacunacion o para la bisqueda de anticuerpos que tengan una alta afinidad a
sitios esenciales en el mecanismo de la agregacion del péptido BA y evitar la

formacion de las fibrillas amiloides.

En el presente trabajo reportamos la construccién de dos fagos recombinantes
que expresan en su proteina de superficie proteina plll, la regién amino terminal
del péptido BAi42 considerada como una de las regiones que contienen sitios que
participan en la agregacion y la formacion de fibrillas. Los péptidos de la region
amino terminal expresados en la superficie del fago estan formados por los
aminoacidos, DAEFRHDSGYEVHHQK (BA+.16) ¥ una version en combinacion
aleatoria del fragmento BA1.1s (ARSDEVDFQHGHYKEH) que denominamos BA1.1s
Sc.

La expresion del los péptidos BA1.1e ¥ PA11s Sc en superficie de fago M13, se

realiz6 mediante la insercion de los fragmentos de DNA que codifican para los

iii



péptidos ya mencionados, en el vector pCANTAB 5 E, y su posterior recuperacion
en fagos recombinantes mediante la infeccién de las trasformantes con fago
ayudante M13K07. Los fagos recombinantes purificados fpA1y fSc1 se probaron
con ELISA y se encontrd que el fago fBA1 tiene una alta capacidad de union a
anticuerpos anti BA1.42 presentes en el suero de raton hiperinmune, mientras que el

fago fSc1 resultd negativo a la prueba.

Los fagos recombinantes que expresaron la region BAi11s Y que resultaron
positivas en la prueba de ELISA, pueden ser usados en el desarrollo de vacunas o

busqueda de anticuerpds que puedan ser usados en la inmunoterapia de EA.



Introduccion

Se estima que en todo el mundo existen masde 18 000 000 d e personas que
presentan algin tipo de demencia (Menéndez, 2002) de las cuales 12 millones
estan afectadas por la enfermedad de Alzheimer (Zigmond y cols, 1999). El primer
sintoma suele presentarse con la pérdida de memoria de comienzo sutil, seguida
por un deterioro mental de progreso lento, desarrollo que se prolonga durante
afos (Padron, 2002). Los pacientes afectados al perder el funcionamiento mental
pierden la capacidad de cuidarse por si mismo representando una carga muy

grande para sus familias y para el sistema de salud.

En la actualidad la EA se ha convertido en un problema creciente en el orden
médico, psiquiatrico, neuroldgico, epidemiologico, social y econémico,
particularmente en los paises con una alta expectativa de vida (Menéndez y cols,»
2002) por lo gue con el propdsito de entender los procesos implicados se han
desarrollado modelos que reproduzcan la enfermedad, como los ratones
transgénicos que albergan los transgenes PS1, APP y Tau, ya sea cargando uno,
dos APP + PS1 (Arendas y cols, 2001) y PS1 + Tau y recientemente los tres
3XTgAD, APP + PS1 +Tau (Oddo y cols, 2003).

Todos los estudios relacionan a una variedad de factores implicados en lesionar
progresivamente las neuronas como: los genéticos, la edad, cambios en las
condiciones del entorno celular y la presencia de proteinas entre otros, pero en
especial se acepta que la agregacion y la formacion de placas seniles por los
depdsitos del péptido BA en las neuronas son la causa de los cambios patolégicos
observados en el cerebro de los pacientes con la enfermedad de Alzheimer. Sin
embargo, la tnica correlacion establecida entre la intensidad de la enfermedad
son las lesiones patolégicas que se dan con la presencia de los ovillos
neurofibrilares localizadas en el citoplasma neuronal y cuyo nimero esta

directamente relacionado con la severidad de la demencia (Menéndez y cols,



2002), dafio que Unicamente puede ser evaluado después de la autopsia (LeVine,
2004).

1. Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer se describié por primera vez en Alemania en 1907,
por el profesor Aloir Alzheimer en una mujer de 55 afios de edad (Padron, 2002).
La enfermedad puede definirse como un decremento progresivo de las funciones
intelectuales, debido a una causa organica, que interfiere de modo considerable

con las actividades del individuo afectado y que es incurable (Murria y cols, 2001).

La enfermedad de Alzheimer tiende a aumentar de manera directamente
proporcional a la longevidad, la edad usual en que se presentan los primeros
sintomas es alrededor de los 65 afios, afectando al 7-10% (Hamdane y cols, 2003)
de individuos en esa edad, y arriba del 40 % a personas mayores de 80 afios de
edad, pero puede aparecer a la edad de 40 afios, donde el indice de sobrevivencia

varia de 2 a 20 afios después de su inicio (Murria y cols, 2001).

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por producir un proceso
neurodegenerativo debido a la pérdida de células nerviosas en regiones del
cerebro, por ejemplo, la corteza, el hipotalamo, el |6bulo temporal, el i6bulo
parietal y estructuras circundantes, ademas de la pérdida de nicleos colinérgicos
vinculados con el proceso de memoria, tales como hipocampo, partes adyacentes
al I6bulo temporal y nlcleo basal de Meynert (Brito y cols, 2001). La pérdida de la
memoria constituye a menudo el primer signo, luego la enfermedad progresa
inexorablemente, acompafiandose con la reduccién en la capacidad de la persona
afectada de controlar sus emociones, coordinar su movimiento, reconocer errores
y patrones, por lo que al final el paciente presentan una incapacidad total

(Zigmond y cols, 1999; Murria y cols, 2001).

En general los cambios histoldgicos incluyen la presencia de placas neuriticas 6
placas seniles, la acumulacion intracelular de conglomerados neurofibrilares

generados a partir de una forma hiperfosforilada de la proteina Tau y la pérdida de



células neuronales (Andorfer y cols, 2003). Acompafnando estos cambios con la
deplecion en la funcionalidad de neurotrasmitir debido a una reduccién muy
marcada en el reconocimiento de los neurotransmisores como: colina,

noradrenalina y acetilcolina (Mulder y cols, 2000; Sambrook y Russell, 2001).

11. Genes y proteinas relacionadas con Ia

enfermedad del Alzheimer

En etapas tempranas de la EA se ha identificado una base familiar que se hereda
como un desorden autosémico dominante conectado a mutaciones en los genes
que codifican para algunas proteinas, como la proteina precursora del amiloide
(APP) localizada en el cromosoma 21 o en los genes que codifican para las
proteinas presenilinas PS1 y PS2 localizadas en el cromosomas 14 y 1
respectivamente (Mulder y cols, 2000), mutaciones que en general resultan en un
incremento del péptido amiloidogénico BA de 42 aminoacidos sobre el péptido de
40 aminoacidos (Sergeant y cols, 2003; LeVine, 2004).También se ha demostrado
gue el gen que codifica la Apolipoproteina E localizada en el cromosoma 19 es
un gen propenso a mutaciones que puede retarda el inicio de la enfermedad
(Murria y cols, 2001).

A pesar de las fuertes bases genéticas que intervienen en el desarrollo de la EA,
debida a la acumulacién del péptido BA, la forma mas predominante en un 95% es
la esporadica (LeVine, 2004; Sergeant, 2003).

1.1.1 Proteina precursora del amiloide

La proteina precursora del amiloide (PPA) es la principal proteina asociada con la
enfermedad de Alzheimer, el primer hecho que involucroé a la PPA y al cromosoma
21 partié de que los individuos con trisomia 21 (sindrome de Down) desarrollan
rasgos clinicopatoldgicos de la enfermedad de Alzheimer, si estos vivian por

encima de los 30 afios. Estudios posteriores de las placas seniles encontradas en



estos individuos, demostraron que su principal constituyente era el péptido BA, el

cual es un producto del metabolismo de la PPA (Menéndez y cols, 2002).

La PPA es una glicoproteina de membrana expresada en numerosas células y
tejidos del organismo como son las plaquetas, células de endotelio vascular y
esencialmente en todas las neuronas y en algunas astroglia y microglia, es
codificada por un gen localizado en el cromosoma 21 el cual genera 8 isoformas
(Menéndez y cols, 2002; Bayer y cols, 2001), pero las isoformas con 695, 751 y
770 aminoacidos son las mas amiloidogénicas y liberan mucho mas péptido pA1.42.
A pesar del tiempo que se lleva estudiando, aiin se desconoce la funcion de la
PPA en la célula, pero debido a que posee una estructura con rasgos similares a
algunos receptores de la superficie celular se piensa que interviene como un
receptor ligado a proteinas G, por medio de las cuales envia sefiales quimicas al

interior de la célula (Menéndez y cols, 2002).

También se sabe que la expresién de la PPA se ve aumentada durante
fendmenos de estrés celular, incrementando la produccion del péptido BA, aunque
se desconocen los mecanismos que inducen este aumento o su relacién con el

desarrollo de la enfermedad (Hamdane y cols, 2003).
1.1.1.1. Procesamiento de la PPA

Una vez sintetizada en el reticulo endoplasmico rugoso, la PPA pasa por el
aparato de Golgi donde se glicosila y empaqueta en vesiculas de transporte,
atraviesa el citoplasma y por Gltimo, se inserta en la membrana celular, alli es
procesada mediante la accion de diversas proteasas, siguiendo 2 procesos. En lo
que es la via mas comun, una proteasa, conocida como a-secretasa, corta la PPA
de manera que libera un fragmento extracelular soluble y grande (a-PPA); la parte
que quedaria integrada en la membrana es un fragmento de 83 aminoacidos que
es procesada después mediante la accién de una segunda enzima, y-secretasa,
que libera la parte carboxilo terminal de la proteina, posiblemente dentro de

vesiculas lisosomales para su posterior degradacion, esta via es conocida como



via no amiloidogénica, porque la accion de la a-secretasa previene la formacion
del péptido BA de 40 aminoacidos y en especial el péptido de 42 aminoacidos, con
lo que se impide la formacion de depdsitos. Sin embargo, una parte de la PPA es
procesada de manera diferente, la via amiloidogénica en la que otra secretasa,
denominada B-secretasa, corta la PPA liberando un fragmento soluble (B-PPA) y
dejando anclado a la membrana un segundo fragmento de 99 aminoéacidos, que
tras ser procesado por la y-secretasa, libera el péptido BA de 40 o 42 aminoacidos.
Este péptido tiene una solubilidad limitada y aparece fuera de la neurona, en el
parénquima o espacio intersticial de la corteza cerebral, primero en moléculas
sueltas, luego formando oligbmeros, y mas tarde en forma de fibrillas que se unen
unas a otras formando las placas neuriticas (Mulder y cols, 2000; Menéndez y
cols, 2002).

p-secretasa o-secretasa v-secretasa
{671 | 687 Y71 0713
I £ R D SGYEVAH QKL VFFAEDVESNE catcnMvee vviA [N
;——Pépﬁdo beta amiloide — |

+ Proteina precursera del amiloide >
770 aminoacidos

Figura 1. Procesamiento de la proteina precursora del amiloide.
(Modificacion de Mulder C, Scheltens P, J Visser J, Kamp G y Schutgens R.
2000).

1.1.1.2. Péptido PA

Las placas seniles que se encuentran en el cerebro de los pacientes con
enfermedad de Alzheimer, estdn formadas por depoésitos extracelulares de
filamentos del péptido BA asociados a células neuronales (Menéndez y cols,
2002).



El péptido BA es una molécula hidrofébica presente en plasma y el liquido
cefalorraquideo, puede variar en cuanto a longitud desde 39 a 42 aminoécidos y
un peso molecular de 4 a 6 kDa (Menéndez, 2002), cuya funcién en el organismo
se desconoce. Inicialmente se asumié que el péptido PA Unicamente se producia
en situaciones patoldgicas, pero se ha demostrado que su produccion y secrecion
es normal, ya que no se ha encontrado diferencias significativas en la
concentracion, entre pacientes con la EA y personas sanas (Horikoshi y cols,
2004), en la medicion total del BA (BA140 + BA142), siendo dificil el diagnostico de la
EA (Mulder y cols, 2000).

Se sefala que el aumento progresivo en la produccién y el depdsito del péptido
BA, en especial el de 42 aminoacidos por ser mas amiloidogénico ponen en

marcha una serie de eventos que producen perdida de tejido cerebral.

Los depositos de péptido BA inicialmente corresponden mayoritariamente a la
forma PBA de 42 aminoéacidos, aunque también se ha expuesto que mas del 60%
de todas las especies BA corresponde a especies truncas (Sergeant y cols, 2003)
pero a medida que la enfermedad avanza, también se deposita BA de 40
aminoacidos. Recientemente se ha sugerido que las diferentes formas del péptido
BA, monoémeros, oligomeros y protofibrillas son las especies reactivas que causan
la baja sinaptica y la demencia asociada a la enfermedad. In vifro se demostraron
que los oligomeros BA y protoﬁbrillés son toxicos para las células neuronales
(Klein y cols, 2004).

1.1.2. Proteina Tau

Los ovillos neurofibrilares constituyen una de las caracteristicas histologicas mas
importantes de la EA pero se considera que son resultado del dafio infligido a la
neurona por el péptido BA (Menéndez y cols, 2002), ya que no ha sido
encontradas mutaciones en el gen que codifica para la proteina Tau en pacientes
con EA (Andorfer y cols, 2003).



Los ovillos neurofibrilares son cumulos de filamentos helicoidales emparejados
encontrados en el citoplasma de las neuronas degeneradas, fundamentalmente

constituidos de una proteina anormalmente fosforilada llamada Tau.

El gen que codifica para la proteina Tau se encuentra en el cromosoma 17 y
produce un ARNm que al procesarse da lugar a hasta 6 isoformas diferentes
(Menéndez y cols, 2002; Andorfer y cols, 2003). La proteina Tau tiene como
funcién el facilitar la polimerizacion de la tubulina en la célula, de manera que se
formen los microtubulos. En los ovillos neurofibrilares la agregacion de Tau se
produce porque ésta sufre una fosforilacién irreversible, que impide su funcién
normal a la vez que facilita su autoagregacion en fibrillas. El efecto de estos
eventos es la alteracion de la estructura de los microtubulos, que junto con el
empaguetamiento de la proteina Tau provoca afectaciones en el mecanismo de
transporte neuronal. Como consecuencia de esto, la neurona no puede trasmitir

sefiales eléctricas (Menéndez y cols, 2002).
1.1.3. Apolipoproteina E

La Apolipoproteina E (Apo E) es una proteina plasmatica formada por 299
aminoacidos y con un peso molecular de 35 kDa, presenta 2 dominios
estructurales diferentes: 1) el amino terminal, es una estructura globular estable
que contiene el receptor de unién a las células diana y 2) el carboxilo terminal,
helicoidal, menos estable que contiene el sitio de unién a las lipoproteinas (Padron
y cols, 2002).

La Apolipoproteina E es sintetizada por el higado y el cerebro, su principal funcién
incluye la movilizacion y redistribucion del colesterol y otros lipidos en los tejidos.
Ademas tiene participacion en la regeneracion nerviosa, inmunorregulacion y la

activacion de enzimas lipoliticas (Padrén y cols, 2002).

El gen de la Apolipoproteina E se localiza en el brazo largo del cromosoma 19, el
cual codifica la sintesis en la poblacién humana de una de las tres isoformas;

ApoE2 que contiene cisteina en las posiciones 112 y 158, ApoE3 que contiene el



aminodcido cisterna en la posicion 112 y arginina en la posicion 158 y ApoE4 que
contiene arginina en las posiciones 112 y 158 (Jordan y cols, 1998; Padron y cols,
2002; Bentley y cols, 2002). '

Se ha demostrado que el gen que codifica la Apolipoproteina es un gen propenso
a mutaciones para el comienzo tardio de la enfermedad de Alzheimer; retarda el
inicio de esta condicion hasta por 20 afios. Ademas se ha encontrado que
aproximadamente un 40 - 50 % de todos los pacientes con EA cargan el alelo que
codifica para la sintesis de la ApoE4 (Mulder y cols, 2000). Una posibilidad en
relacion a la enfermedad es la siguiente: algunos estudios han probado que las
isoformas ApoE3 y ApoE2 forman complejos estables con el péptido BA (Bentley y
“cols, 2002), unién que sugiere puede jugar un rol protector contra la formacion de
agregados amiloides y/o contra su interaccion a la membrana celular y su posterior
eliminacion, en tanto que con la isoforma ApoE4 no se forma tal complejo (Jordan
y cols, 1998; Kourie y Henry, 2001). De esta manera se piensa que cuando la
isoforma ApoE4 esta presente, el péptido BA se encuentra libre para interactuar
con otras moléculas lo que lleva a la formacion de placas amiloides. También se
ha sugerido que ApoE4 puede tener un efecto tdxico sobre las neuronas, ya que
ha sido asociada con los microtdbulos, sugiriendo que puede promover la
desestabilizacion neuronal, aunque no esta claro si induce apoptosis (Jordan,
1998).

1.1.4. Presenilinas 1y 2

Las d os son proteinas que p oseen o cho segmentos transmembranales (Song y
cols, 1999) y presentan una homologia entre ellas del 67%. El gen de la
presenilina 1 {PS1) se encuentra en el cromosoma 14 y el gen de la presenilina 2
(PS2) se encuentra en el cromosoma 1. La PS1 contiene 467 aminoacidos y se
expresa en diferentes regiones del cerebro, el musculo esquelético, el rifidn, el
pancreas, la placenta, el corazon y en las neuronas (Padrén y cols, 2001). La PS2
se localiza en el reticulo endoplasmico y aparato de Golgi (Mulder y cols. 2000)

con los dominios hidrofilicos orientados hacia el citoplasma (Padron y cols, 2001).



En las familias con la enfermedad de Alzheimer y que presentan mutaciones en el
gen PS1, se ha encontrado que la edad media de comienzo es mucho mas
temprana (45 afios, rango 29 y 62 afios) y que las familias con mutaciones en el

gen PS2 (52 afos, rango entre 40 y 88 afios).

Experimentos in vivo han sugerido que PS1 mutado altera el procesamiento
proteolitico del la PPA favoreciendo la deposicion del péptido BA de 42
aminoacidos y que PS2 mutado provoca también la misma situacion, a través de

un mecanismo comun ha PS1 (Padrén y cols, 2002).

Se desconoce el mecanismo por el que las presenilinas ejercen su efecto en la
EA, pero se considera que puedan estar involucradas de una forma indirecta en el
transporte de proteinas solubles y proteinas unidas a membrana(Padron y cols,
2001; Murria y cols, 2001). Ademas se ha llegado a especular que las presenilinas
son requeridas como cofactores de la y-secretasa y por tanto participan

indirectamente en el procesamiento de la APP (Bayer y cols, 2001).

1.2. Factores que intervienen en la agregacion del

péptido BA

Existen algunos factores que pueden generar modificaciones en la estructura
conformacional de las especies amiloides involucradas en la enfermedad de
Alzheimer y ocasionar un aumento en su capacidad de agregacion y formacion de
fibrillas, por lo que a continuacion mencionaremos las que consideramos

importantes.
Cambios de pH

El pH afecta la carga idnica de los aminoacidos en los péptidos, alterando la
configuracion de la molécula con aumento de la agregacion y la formacion de
placas como por ejemplo, se ha reportado que la agregacion del péptido pA142y la

formacién de placas ocurren mas eficientemente a pH acido que a pH neutro. Con



respecto a esto se ha observado que la formacién de agregados de BA ocurre
mucho mas rapido en rangos de pH de 5 a 6 que a pH de 7.4 (Kourier y Henry,
2001).

Metales

También se han asociado metales en la enfermedad de Alzheimer como: Fe™*,
Cu? Zn?" y A¥, ya que se ha comprobado que el péptido BA, tiene una alta
afinidad por estos metales induciendo la precipitacién. Por ejemplo, in vitro se a
demostrado que el Zn®* a concentraciones fisioldgicas induce una rapida
precipitacion del péptido PA (Kourier y Henry, 2001). También se ha encontrado
que las placas seniles y los ovillos neurofibrilares obtenidas de pacientes con EA a

menudo contienen grandes cantidades de AI** (Murria y cols, 2001).
Mutaciones

Se han encontrado que mutaciones en el péptido BA induce la formacion de
agregados y placas amiloide, por ejemplo cuando la posicién 35 del péptido BA1.a2
es ocupada por glutamina, serina, leucina o acido glutdmico en vez de metionina

se reduce la tendencia a formar fibrillas amiloides (Kourier y Henry, 2001).

1.3. Mecanismos que originan las lesiones en el

cerebro

Numerosas evidencias sugieren que el acimulo gradual del péptido A, BAs42en
primer lugar, y mas tarde BAi4¢ (Mulder y cols, 2000), ponen en marcha una
cadena compleja de eventos que desencadenan en la muerte de células
neuronales y que en conjunto participan en la llamada la hipétesis de la cascada

amiloide, ver apéndice, estos incluyen:
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Respuesta inflamatoria

Se ha demostrado que los depdsitos de BA desencadenan la reaccién inflamatoria
en el cerebro de pacientes con EA mediante: a) la produccion de anticuerpos
circulantes que se producen en respuesta a los acumulos del péptido BA
(Sergeant y cols, 2003), b) activacién de la cascada del complemento que provoca
la opsonizacién y el aumento de la permeabilidad de la membrana celular
(Broytman y Malter, 2004), c) la activacion de las microglias y astrocitos que
resulta en la secrecion de prostaglandinas, proteasas, proteinas de la fase aguda
y diversas citoquinas proinflamatorias como el interferon gama (IFN-y), factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) y diversas interleucinas, entre las que se
encuentran: IL-1, IL-2, IL-3 y L6 (Menéndez y cols, 2002; Sergeant y cols, 2003;
Broytman y Malter, 2004) y d) la excesiva generacién de radicales libres, especies
de oxigeno reactivas y oxido nitroso (Broytman y Malter, 2004), en conjunto

ocasionan el aumento del dafio y la muerte de las células neuronales.

Alteracion de la homeostasis neuronal y fosforilacion

anormal de Tau

Se sugieren que los elevados niveles de péptido BA extracelular en la EA alteran
la homeostasis iénica neuronal (Brito y cols, 2001). En concordancia con esto se
ha demostrado que a pH fisioldgico algunas especies amiloides presentan la
propiedad de formar distintos canales i6nicos través de la membrana plasmatica,
dentro de los que se incluyen: el péptido PA¢4, que forma canales de Ca* y
grandes canales cationicos multivalentes, el péptido PBAq4 forma canales
catidnicos poco selectivos y al igual que el péptido BA2s 35 (Kourie y Henry, 2001).
Esta entrada desregulada de cationes en especial de Ca®* puede conducir a una
alteracion en la actividad de cinasas/fosfatasas. Algunas proteinas cinasas,
incluyendo aquéllas que participan en la fosforilacion de la proteina Tau, son

reguladas por los valores de Ca?*; asi, el aumento de Ca?" puede ocasionar una
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hiperfosforilacion de Tau y la formacion de los filamentos helicoidales apareados,

presentes en los conglomerados neurofibrilares (Murria y cols, 2001).
Apoptosis

Numerosos grupos han encontrado evidencia de que el proceso de apoptosis
también influye en la neuropatologia de EA. Al menos dos hipdtesis han sido
propuestas, la muerte celular por fragmentacion de DNA vy la aparicién de sefiales
tempranas apoptoticas. En la primera hipdtesis la fragmentacion de DNA puede

ser causada por el dafio oxidativo o autolisis postmorten.

La segunda hipdtesis puede ser de particular interés, porque propone que la
apoptosis no es absoluta y que (nicamente son observadas sefiales termpranas
apoptoticas en la EA. En numerosos estudios han reportado un incremento de la
expresion de proteinas relacionadas con el ciclo celular. Esta reactivacion del ciclo
celular (salir de Gp a Gy con la expresiéon de ciclina D1) es uno de los pasos
tempranos que conducen a la apoptosis. En la EA, este proceso apoptético puede
ser suspendido y en neuronas puede conducir a la fosforilacion anormal de la
proteina Tau, su agregacion y la formacion de ovillos neurofibrilares (Hamdane y
cols, 2003).

1.4. Tratamientos para la EA

‘El tratamiento dirigido a los enfermos de Alzheimer a menudo permite la
estabilizacion y la mejoria del funcionamiento cognitivo, e incluso la recuperacion
de las habilidades funcionales del paciente, cuando estos tratamientos se inician

en las fases tempranas de la enfermedad (Llibre y Guerra, 1999).

Existen actualmente dos terapias farmacoldgicas ampliamente utilizadas para
reducir el deterioro mental, estds son:(a) el tratamientos con altas dosis de
agentes antiinflamatorios, y (b) el uso de inhibidores de la acetilcolinesterasa, pero

hasta hoy estos tratamientos tienen un beneficio limitado (Citron, 2004).
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Inhibidote de la acetilcolinesterasa

Los inhibidores de la acetilcolinesterasa son en la actualidad las drogas mas
utilizadas en el tratamiento sintomatico de la enfermedad de Alzheimer. La
acetilcolina es sintetizada en neuronas presinapticas de su precursor colina, por la

enzima colina acetiltransferasa.

El tratamiento colinérgico deriva de la demostracién de que en la enfermedad
existe una destruccion de neuronas colinérgicas, reduccion de la actividad de la
colina acetiliransferasa (Hume y Duchen, 1992) y de la sintesis de acetilcolina, y
por tal un fuerte deterioro cognitivo del paciente. Por tal compensar el déficit
colonérgico, inhibiendo la enzima acetilcolinesterasa permite incrementar la
concentracion y duracién de la acetilcolina en la sinapsis neuronal (Llibre y Guerra,
1999).

Antiinflamatorios

El tratamiento con medicamentos antiinflmatorios se basa en la propiedad de
estos farmacos en interferir con la activacion de las microglias y liberacion de las
citdquinas que resulta en la disminucion de la inflamacion causada por la
respuesta de la fase aguda que ocurre durante la agregacion y la formacion de la

placa seniles.

1.5. Estrategias consideradas para el tratamiento
de la EA

Dentro de las estrategias en el tratamiento de la EA es la de promover la
proteccién o reparacién de las neuronas que son afectadas. Un mecanismo
basado en la enfermedad pueden ser aprovechado, el cual han sido bien
estudiado por méas de 10 afios, y se basa en la intervencion del péptido BA. Dentro
de las estrategias consideradas se tiene: el bloqueo de la agregacion del péptido

BA mediante el uso de farmacos que interfiera con la interaccion BA-BA, la
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modulacion de la producciéon del péptido BA mediante la e stimulacion de la o-
secretasa, la inhibicion de y-secretasa y la Inhibicion de la B-secretasa, y la

inmunoterapia anti BA, mediante inmunizaciones activas o pasivas (Citron 2004).

Pero hasta el momento la inmunoterapia que consiste en promover la respuesta
inmune frente a un organismo o antigeno dafino al organismo, mediante la
generacion de anticuerpo, ha mostrado ser la mejor alternativa para prevenir y
aclarar los depésitos del péptido BA en el cerebro y disminuir las manifestaciones
clinicas en pacientes con EA, como por ejemplo; En estudios in vifro se ha
demostrado que los anticuerpos monoclonales son capaces de unirse al péptido
BA humano y que no Unicamente preveen la agregacion del péptido BA, también
resolubilizan las formas agregantes (Arendash y cols, 2001), y estudios in vivo han
demostrado que las vacunaciones a largo plazo con péptido BA previene o reduce
y revierte los depositos de BA en cerebros de ratones transgénicos modelos de la
EA. Ademas de la vacunacion con el péptido BA humano, la administracion de
anticuerpos anti BA muestra una efectiva reduccion de depédsitos BA
principalmente a través del aclaramiento de los depdsitos BA por la activacion de
las microglias (Arendash, 2001; LeVine, 2004; Koller y cols, 2004; Citron, 2004).

También se ha demostrado que las inmunizaciones con el péptido BA pueden
producir efectos adversos en el tratamiento en pacientes con la AE (Citron, 2004),
ya que vacunaciones contra el péptido BA puede producir una excesiva
estimulacion del complemento, asi como una reaccion autoinmune contra APP,
introduciendo el peligro de una extension mayor del desorden. Una tipica reaccion
autoinmune puede afectar cualquier o6rgano, pero en particular al cerebro
produciendo meningitis, encefalitis y derrame cerebral (McGeer, P. y McGeer, A,
2003).
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1.6. Métodos alternativos de vacunacion

Han sido propuestos métodos alternativos de vacunacién, estos incluyen la

administracion pasiva de anticuerpos o la vacunacion con formas modificadas del
péptido BA (McGeer, P. y McGeer, A., 2003).

Administracion pasiva de anticuerpos

Dentro de esta propuesta se tiene el desarrollo de anticuerpos anti BA dirigidos a
sitios esenciales en el mecanismo de la agregacion y la formacién de fibrillas
amiloides, como los anticuerpos monoclonales el AMY-33, 6F/3D y 6C6 que
reconocen epitopes entre los residuos 1-28, 8-17(Kourie y Henry, 2001) y 1-16
respectivamente, del péptido BA y que son capaces de prevenir la agregacion

(S6lomon y cols, 1997).
Vacunacion con formas modificadas del péptido BA

Esta alternativa propone el desarrollo de formas modificadas del péptido BA que
generen una gran respuesta inmunogénica. Como formas modificadas incluyen
péptidos de BA truncados, BA unido a ligandos, oligomeros solubles de BA o DNA
desnudo que codifique para la secuencia BA (McGeer, P. y McGeer A., 2003),
como por ejemplo: las vacunas con las secuencias 3-6 (EFRH) (Frenkel y cols,
2000), 4-10 (FRHDSGY) y regioén central (Sergeanty cols, 2003), regiones que
han demostrado remover los agregados de BA en cerebros de ratones

transgenicos (Sergeant y cols, 2003).
2. Tecnologia de despliegue en fagos

La tecnologia de despliegue en fagos fue descrita por George P. Smith de la
Universidad de Missouri en 1985, al emplear el fago filamentosos f1 (Manoutcharia
y cols, 2001).

15



La tecnologia de despliegue en fagos permite la clonacion y expresion de un
fragmento de DNA que codifique para algun péptido o proteina ajena al fago
filamentoso, y-que estaréa fusionada a una de las proteinas de superficie, donde en
la mayoria de los casos, la exhibicion no afectara la funcionalidad de las moléculas
o la infectividad, aun cuando esta expresadas en la region N-terminal de algunas
de las proteinas de la capside, esto resulta en el despliegue del péptido o proteina
en el exterior del fago mientras que el DNA que codifica para la fusion reside

dentro del mismo fago (Santamaria, 2003).

2.1. Bacteriéfagos filamentosos empleados en la

tecnologia de despliegue en fagos

Entre los principales bacteriéfagos filamentosos (Ff) usados, esta el M13, fd y f1,
los cuales infectan Escherichia coli a través del pili y a diferencia de los fagos
liticos los Ff son virus que no matan a su anfitrién durante el proceso de infeccion
(Sambrook y Russell, 2001; Bradbury y Marks, 2004), pero reduce su ritmo de
crecimiento a la mitad (Perera y cols, 2002). Se sabe que hay una salida de
aproximadamente 1000 particulas virales producidas en la primera generacién
después de la infeccion, y luego la bacteria produce cerca de 100 - 200 particulas
por ml. Esto ocurre por muchas generaciones, resultando un titulo de 10" a 102
particulas por ml, proceso que la bacteria es capas de tolerar bastante bien,
continuando por lo tanto su desarrollo y su division (Barbas Il y cols, 2000;
Santamaria, 2003).

2.2. Estructura de los bacteri6fagos filamentosos

Los bacteri6fagos filamentosos del genero inovirus son un grupo de virus que
contienen DNA circular de cadena sencilla envuelta en una capside proteica con
forma cilindrica y larga. La particula de Ff mide aproximadamente 6.5 nm de

diametro y 930 nm de largo, la masa de la particula es aproximadamente de 16.3
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MD, del cual el 87% esta constituido por proteina. El genoma es una cadena

sencilla de DNA covalentemente cerrada, con cerca de 6400 nuclettidos.

ElI DNA del Ff se encuentra empaquetado en un cilindro flexible de proteinas, que
han sido denominadas: Proteina pVIIl que es la principal proteina de la capside
con 2,700 copias por particula de bacteriéfago, las proteinas pVll y plX, con cinco
copias en uno de los dos extremos del bacteriéfago y la proteina plli y pVi con 4 o
5 copias, cada una expresadas en un extremo del bacteriéfago (Barbas Il y cols,
2000), figura 2.

plil(-5) pVI(-5) pVIi(- 2700) pIX(-5) pVIl (-5

Figura 2. Representacion de la estructura del fago M13, ampliamente
utilizado como vehiculo en la tecnologia de despliegue en fago
(William, W. 2002).

2.3. Genoma de los bacteriofagos filamentoso

El genoma de los 3 Ff mas utilizados comparte una homologia del 98%. Cada
genoma codifica 11 genes, los genes Il, V y X codifican las proteinas requeridas
para la replicacion del genoma del fago, los genes VIII, 11I, VI, Vil y IX codifican las
proteinas pVIi, pIX, pVIIl, plil y pVI que forma la capside, los genes |, IV y Xl
codifican las proteinas involucradas en la asociacion a la membrana durante el
ensamblaje del bacteriéfago. También se encuentra una secuencia corta llamada
region intergénica que no codifica para proteinas, ésta contiene los sitios de origen
para la sintesis del DNA viral (+) y el DNA complementario (-). El DNA se

encuentra orientado dentro del fago por una region de 78 nucledtidos conocida
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como sefial de empaquetamiento (PS), la cual siempre esta localizada en el
extremo del fago donde se encuentran las proteinas pVIl y pIX , figura 3 (Barbas lil
y cols, 2000; Santamaria, 2003).

Figura 3. Genoma de los bacteriéfagos filamentoso. (Barbas IlI C,
Burton D, Scout J y Silverman G. 2001).

2.4. Replicacion de los bacteriéfagos filamentoso

Comienza por una etapa infectiva que requiere la presencia del pili en la célula
receptora. El contacto con el pili y la absorcion de la particula viral son dirigidos
por la proteina plll. Durante el proceso de entrada, el genoma se separa de las
proteinas de la capside, ya en el interior celular, el genom'a monocatenario hebra
viral (+) es convertido en DNA de doble cadena mediante la sintesis de la hebra
complementaria (-), esta sintesis tiene lugar a partir de una sefial particular [ori (-)]
presente en la regién intergénica y es llevada a cabo por las enzimas replicativas
de la bacteria (Perera y col, 2002). El producto final es un DNA de doble cadena
superenrrollado conocido como forma replicativa (RF) del fago. La transcripcién se

produce utilizando las enzimas del hospedador, donde la cadena (-) es el
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templado para la sintesis del mRNA que produce todas las proteinas del fago
(Perera y col, 2002; Barbas Ill y cols, 2000).

Una vez que el mRNA es traducido, la replicacion del genoma viral tiene lugar a
partir de la forma replicativa y comienza cuando una proteina codificada por el gen
Il introduce un corte en un sitio especifico de la hebra (+) en el RF, conocido como
ori (+) y localizado en la regidn intergénica, junto al ori (-). Posteriormente se
cataliza la incorporaciéon de nucleédtidos al extremo 3'OH libre del corte, cuya
elongacion va acompariada del desplazamiento de la region 5° de la propia hebra
(+) original, esta elongacion contintia alrededor de toda la hebra (-), que actda
como molde del proceso de sintesis, hasta que se completa el circulo (circulo
rodante), momento en el que el producto del gen Il vuelve a cortar la cadena
polinucleotidica y el complejo replicativo libera una copia monocatenaria y circular
de la hebra (+), es decir, una molécula de DNA gendmico del fago (Barbas Ill y
cols, 2000; Perera y col, 2002).

La nueva copia de la hebra (+) es convertida en RF, con lo que durante los
primeros 15 o 20 minutos después de la infeccion la amplificacion del genoma viral
se dispara exponencialmente; coincidiendo con la presencia de unas 100 o 200

copias de formas RF (Perera y col, 2002).

La sintesis del RF continlia hasta que la expresién simultanea de los genes virales
han producido niveles suficientes de la proteina pV, para que, por un lado, inhiba
la traduccion del mRNA del gen Il y, por otro los dimeros de pV se unan a las
hebra (+) recientemente sintetizadas y prevenir su conversion a RF. Por lo tanto, la
concentracion adecuada de pV esencialmente da lugar al cambio de la
replicacion de DNA a la sintesis del DNA de cadena sencilla viral (+). El resultado
de esta interaccion es la formacion de dimeros pV-DNA. El rol de PX en la
replicacion no esta claro pero parece que funciona como un inhibidor de pll
(Barbas Il y cols, 2000).

Las unicas proteinas que residen en el citoplasma son pll, pX, y pV, que son las

encargadas de la replicacion del DNA, las demas proteinas se asocian a la
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membrana. En la ultima fase del ciclo, el complejo formado por la hebra (+) y las
copias de proteina pV asociadas, se mueven hasta la membrana celular, donde el
orden del ensamblaje comienza con la incorporacién de pXl, pVIl y pVIll al
reconocer el PS del genoma del fago en interaccion directa con la proteina pl.
Después el DNA del fago es recubierto en una progresiva reacciéon que sustituye
al dimero pV por miles de copias de la proteina pVIll, proceso que termina con la

adicién de plV y plll.

Serie de pasos que ocurren cuando el DNA del fago filamentoso pasa a través del
poro formado por las proteinas pl, plV y pXl. La particula viral asi formada
atraviesa la membrana y abandona la célula infectada sin alterar su morfologia
(Barbas lil y cols, 2000; Perera y col, 2002).

2.5. Método de despliegue en fagos

El método consiste en incorporar un fragmento de DNA exdgeno, el cual codifica
el péptido o la proteina a ser exhibida, como un elemento adicional del genoma del
vector, generalmente se inserta dentro de un gen que codifica para unade las
proteinas de superficie del fago filamentoso, se inserta entre la secuencia sefial de
la proteina y la zona que codifica la regidon amino terminal de la proteina de
superficie. T odas las proteinas d e la envoltura del fago filamentoso pueden ser
fusionadas a proteinas y péptidos extrafos con diferente grado de éxito, pero las

mas utilizadas son plli y pVIII.

Después de incorpora el DNA exdgeno al vector, se introduce al hospedero -
bacteriano receptor, mediante un proceso denominado transformacion. Este
proceso permite que el vector lleve a cabo su replicacion en funcién de la division
celular de la célula bacteriana y obtener una gran cantidad de células portadoras
del DNA recombinante. Finalmente el hospedero se infecta con un fago
denominado fago ayudante (si es que se uso como vector un fagémido) que da
lugar ha la sintesis de todas las enzimas y proteinas necesarias para la

replicacion y encapsulacion del genoma de fago. Al final se liberan los fagos
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recombinantes que llevan el genoma del fagomido o del fago infectante y el

péptido o proteina exhibida en una de las proteinas de superficie del mismo fago,

figura 4.
DHA DNA Y Fago DNA
fagomido fago $ ayudador  fagdmido DNA

recombinante ayudador § recombinante bacteriano

f— dp——
Origen de {b)
replicacion
defectuoso "
hospedero
- bacteriano
bacteriano
recombinante {a)
st ] DNA
fago exéyeno
s fayos '
5 recombinantes
DNA
fagomido

Figura 4. Pasos para la obtenciéon de fagos recombinantes. Comienza
con la insercion del DNA exdgeno a un vector (DNA fagémido) (a), Después
el DNA fagémido recombinante se introduce al interior de una célula
bacteriana receptora (b), proceso que permite obtener un gran numero de
células bacterianas portadoras del vector recombinante. Luego se realiza el
rescate de los fagémidos recombinantes infectando a la célula portadora del
vector recombinante con fago ayudante (c) y finalmente son purificados los

fagos (d).
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2.6. Vectores genéticos

Un vector genético es una molécula de DNA con un origen de replicacion
auténomo del D NA cromosomal y que posee zonas de su genoma que no son
esenciales para su multiplicacion, donde pueden introducirse fragmentos de DNA
exo6geno. Estos vectores acttan como portadores de DNA, permitiendo la
replicacion del mismo en forma de una molécula hibrida vector-DNA exdgeno,

dentro de la célula hospedadora del vector.
DNA de fago

El genoma del bacteri6fago A es un DNA de doble cadena, con un tamafio
aproximado de 50 Kb, que se exirae de ia capside viral como una molécula
circular, debido a la existencia en sus exiremos 5" de 12 nucledtidos protuberantes
de cadena sencilla, complementarios, cuya hibridacion p ermite |a circularizacion

de la molécula.

Si consideramos al DNA del fago como una molécula lineal, los genes requeridos
para la sintesis de las proteinas estructurales del virus estan localizados en la
parte izquierda de la molécula, mientras que los genes requeridos para la
replicacion estan confinados en la parte derecha, junto con los genes implicados
en la lisis de la bacteria hospedadora. En la parte central se encuentran
localizados aquellos genes que controlan funciones tales como recombinacién o

lisogenizacion que no son esenciales para el crecimiento litico del fago.

La region central ha sido utilizada para remplazar el DNA correspondiente a esta
zona por fragmentos exdgenos de DNA que se pretenden clonar o para insertar
dichos fragmentos. Estos fragmentos de DNA, una vez que se unen al DNA del
fago, pueden ser introducidos en la capside viral mediante un sistema de
empaquetamiento in vitro. Se obtiene de esta manera un virus portador de algin
fragmento exdégeno de DNA. Estos vectores tienen la capacidad para insertos de
hasta 20-25kb. |
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Plasmido

Los plasmidos son moléculas de DNA de doble cadena, circulares y
covalentemente cerradas, que estan presentes en algunas bacterias como
elementos extracromosomales. El tamario del plasmido es variable. El tamafio de

los insertos que se pueden introducir oscila entre 5y 10 Kb.
Un plasmido 6ptimo para ser utilizado como vector es aquel que:

e Confiere a la célula hospedadora resistencia a determinado antibiético, lo

que permite identificar facilmente aquellas bacterias que no lo contienen.

e Posee secuencias de DNA con unas caracteristicas tales que se pueden
eliminar fragmentos de DNA para sustituirlos por insertos de DNA ex6geno,

sin que dicha sustitucion afecte a sus caracteristicas de replicacion

e Posee un amplio espectro de secuencias de reconocimiento para enzimas

de restriccion.

e Los sitios de restriccion se encuentran en el plasmido de tal manera que la
insercion del DNA exdgeno en cualquiera de ellos exprese un marcador

fenotipico Gtil para su seleccién (Pellén, 1986).
Cosmidos

Es un tipo de vector genético que puede considerarse mezcla de los dos
anteriores. Estos vectores poseen una molécula de DNA con los siguientes
componentes: genes que confieren resistencia contra antibiéticos, el origen de
replicacion de un plasmido, los extremos cohesivos del DNA del fago A y
secuencias de restriccion donde pueden unirse los fragmentos de DNA exogeno
que se pretenden clonar. La ventaja principal de estos vectores es que pueden ser
de un tamafio tan pequefio como 5 kb, con lo cual tienen una capacidad para
portar fragmentos de DNA ex6geno de hasta 45 kb (Pellén, 1986).
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Fagémidos

Los fagémidos, son simplemente pequefios plasmido que tienen una alta eficiencia
de transformacion (Sambrook y Russell, 2001). Su estructura basica comprende
un origen de replicacién plasmidico (ColE 1 ori), un origen de replicacion derivado
de fago filamentoso también llamado region intergénica (M13 ori), un marcador
genético Util para su seleccidén y propagacion [genes de resistencia para algun
antibiotico (Amp r)], uno o varios sitios Unicos de clonaje. Aunado a esto muchos
fagomidos utilizan el promotor lacZ (P lac) para controlar la expresion del DNA
exdgeno, expresion conseguida a través de la represion catabdlica mediante la
adicion de glucosa (O'Brien y Ken, 2002). Su tamafio pequefio les otorga
capacidad para transportar DNA exégeno de hasta 10 kb (Perera y cols, 2002).

Funcionalmente, los fagébmidos son entidades complejas. En el interior de una
célula, el vector y su recombinante funcionan como plasmidos normales, que se
replican y reparten en el momento de la division  celular de forma controlada,
alcanzando un numero de copias por célula que depende del replicon que
contenga. Pero sila célula que lo alberga es infectada por un fago filamentoso
adecuado (denominado fago ayudante), el modo de replicacién del fagémido
cambia como resultado de la presencia en la célula del producto de expresion del
gen || (Proteina plt): esta proteina reconoce la secuencia ori (+) presente enla
region intergénica del fagémido, produce un corte en el DNA y se inicia la
replicacion de éste segun el modo de circulo rodante, de manera idéntica a la
seguida, simultaneamente, p or las moléculas bicatenarias dela RF del FfM13.
Finalmente, la célula exportard dos tipos de particulas de fago, de idéntica
morfologia externa pero que empaquetan distintas moléculas monohebra: el DNA
genomico del fago ayudante o de la hebra del fagémido. Las moléculas que portan
al fagémido son perfectamente infectivas y pueden infectar células susceptibles,
donde vuelven a aparecer y a comportarse como plasmidos bacterianos (Perera y
cols, 2002).

24



Fagémido pCANTAB 5E

Es un vector que incluye Ia regién intergénica del fago M13 (ver apéndice). Utiliza

como fago ayudante al mutante M13KO07. Sus detalles mas caracteristicos son:
e Un tamano de 4522pb.
¢ Un origen de replicaciéon derivado de fago M13.
¢ Un gen que le confiere resistencia a ampicilina como marcador.
e Una region para controlar la expresion del DNA ex6geno: promotor lacZ .

e La secuencia sefal del gen que codifica para la proteina plll seguida de un

polilynker en la regién inicial.

o El gen que codifica para la proteina plll (fd gene 3), figura 5.

pCANTAB 5E
4522 pb

Figura 5. Representacion del genoma del fagémido pCANTAB 5 E.
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2.7. Fago ayudante

El fago ayudante, es un fago que tiene un origen de replicacion defectuoso por lo
que no es capaz de replicarse por si mismo (Barbas Ill y cols, 2000), pero si tiene
todos los genes requeridos para proporcionar, tras su infeccion a la célula que
alberga al fagdmido, los componentes proteicos que permitan la replicacion y

ensamblaje de este Gltimo como fago filamentoso (Perera y cols, 2002).
Fago ayudante M13K07

Este fago ayudante tiene un tamafio de 8.7 kb y lleva una regién intergénica muy
poco activa (a causa de la inserciéon de un segmento de DNA en su interior) y, por
tanto, deficientemente reconocida por la proteina del pll, por lo que el fago replica
mal; tiene ademas el gen que confiere resistencia a kanamiciha, como marcador y
un origen de replicacion plasmidico (derivado de p15A y, por tanto, compatible con
ColE1 y con pMB1).

Cuando el genoma monocatenario de este fago aparece en la bacteria, primero es
convertido a doble cadena de la RF, pero luego su replicacion es mayoritariamente
conducida por el origen plasmidico, mucho mas eficaz que el viral. Este
mecanismo no produce moléculas de DNA monocatenario y ademas es
independiente de la proteina pll, cuyas copias atenderan preferentemente a la
replicacién del fagomido residente, por lo que la mayoria de las hebras (+)
producidas derivaran del DNA del fagémido y no del fago ayudante en ocasiones,

la relacion serade 50 a 1.

El uso de este fago ayudante en la infeccion de bacterias portadoras de fagomido,
reduce mucho los problemas derivados de la interferencia entre los mecanismos
replicativos de ambas moléculas y produce una progenie de particulas que
contienen el DNA del plasmido con un rendimiento muy satisfactorio de 1 a 5X10"

particulas por ml (Perera y cols, 2002).
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2.8. C lasificacion d e l os vectores utilizadosenla

tecnologia de despliegue en fagos

Un problema que se puede presentar al expresar un péptido o proteina, en cada
copia de plll o pVIil, es la reduccion de la infectividad o la reduccion en la
eficiencia de empaquetamiento del fago filamentoso, esto limita la capacidad de
seleccionar la particula viral en particular; este problema puede ser superado con
la produccién de fagos hibridos, los cuales expresen la proteina de interés en

algunas de las copias de plll o pViIll.

George Smith hizo una clasificacién de los diferentes vectores utilizados en la
técnica de despliegue en fagos, para lo que ha considerando: a) La proteina de
superficie usada para la expresion de la proteina de interés, b) Si la proteina de
interés va a ser expresada en todas las copias de plil o pVIll, o unicamente en
fracciones de ellas, y c) Si el gen para el péptido o proteina de interés estara
codificada en et genomé del fago o en un genoma separado {en un vector

fagémido).

En base a estas consideraciones, los vectores utilizados en la tecnologia de
despliegue en fagos se clasifican como de tipo: 3, 3+3, 33 cuando la proteina plll
va a ser usada para expresar la proteina o péptido de interés y de tipo, 8, 8+8, 88,

cuando se usa la proteina pVIIl.

Los vectores 3+3 y 8+8 son DNA fagomido que poseen los genes para la
proteinas plll o pVill y el DNA exégeno que codifica la proteina o péptido de
interés, donde el fago recombinante es recuperado al infectar con fago ayudante a
bacterias transformadas con el vector fagomido. Como el fago ayudante tiene los
genes de pill y pVIll sin DNA exdégeno, se obtienen fagos recombinantes que
expresan la proteina o péptido exdgeno en algunas copias de las proteinas plil o

pVlil segin sea el caso.
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Los vectores 33 y 88 son genomas de fagos que poseen los genes para las
proteinas plll o pVIll y genes para las proteinas plil o pVlil junto con el DNA
exogeno. Asi expresan la proteina o péptido de interés en algunas copias de las

proteinas plil o pVIII.

Los vectores 3, 8 son genoma de fagos que poseen solo los genes para las
proteinas plll y pVIil junto con el DNA exdgeno, por lo que todas las copias que se
expresan en el fago recombinante son de las proteinas plll y pVHI que expresan la

proteina o péptido de interés (Barbas Ill y cols, 2000).

2.9. Ventajas y desventajas de la tecnologia de

despliegue en fagos

El tamafio de los péptidos expresados en cada copia de pVIII esta limitado de 6 a
8 aminoacidos, aunque algunas veces tiene fusionados péptidos mayores a 12
aminoacidos, pero se puede reducir la eficiencia de empaquetamiento del fago. Su
ventaja radica en que las particulas de fago pueden presentar una gran cantidad

de moléculas (Barbas Il y cols, 2000; Manoucharia y cols, 2001).

El uso de la proteina plil tiene fa ventaja de poder presentar proteinas o
péptidos largos. Su desventaja radica en que las particulas de fago solo pueden
presentar no mas de 5 moléculas (Barbas lil y cols, 2000; Manouchariay cols,
2001).

Dentro de sus ventajas del uso de la tecnologia de despliegue en fagos es que su
manipulacién in vitro o in vivo, permiten una rapida generacion de péptidos
exdgenos expresadas en los fagos filamentoso con alta afinidad de union a muy

bajo costo y en poco tiempo de dos a tres semanas (Barbas Il| y cols, 2000).

La tecnologia de despliegue en fagos permite expresar eficientemente en la
superficie de un bacteriofago una gran variedad de moléculas (anticuerpos,
enzimas, receptores de la superficie celular, etc.), las cuales ademas de conservar

su capacidad de unidn; se ha demostrado que algunas proteinas exhibidas en
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fago también conservan sus actividades cataliticas, permitiendo explorar las
relaciones de la estructura, el plegamiento y la funcion de las proteinas
conduciendo a la oportunidad de disefarlas y alterarlas para darles propiedades
deseadas (Willats, 2002).

Las bibliotecas de péptidos y de fragmentos de anticuerpos (Fab y scFv)
expresados al azar y ambas expresados en Ff puede llegar a tener una
complejidad de hasta 10" (Santamaria, 2003; Willats, 2002).

2.10. Uso de la tecnologia de despliegue en fagos

Aunque el método en un principio se utilizd para exhibir anticuerpos (Bradbury y
Marks, 2004), la tecnologia ha sido utilizada para la generacién de librerias de
expresion de genes, para fragmentos DNA geonomicos y cDNAs, y exitosamente
utilizados para mapeo de epitopes (Barbas Il y cols, 2001), para optimizar la
afinidad a algunas hormonas (Bradbury y Marks, 2004) y también para conocer la
interaccion proteina-proteina, proteina-DNA, enzima-sustrato y anticuerpo-

antigeno (Barbas Ill y cols, 2001).

La tecnologia ha mostrado tener un gran alcance para la seleccion de péptidos
en base a la afinidad del reconocimiento molecular, por lo que su utilidad principal
estd en la generacion rapida de bibliotecas de proteinas o de péptidos,
principalmente para la seleccién de fragmentos de anticuerpos con alta afinidad y

especificidad a los ligandos (Sambrook y Russell, 2001).

También mediante el uso de la tecnologia de despliegue en fagos han sido
aisladas algunas moléculas como: receptores de la superficie celular, proteinas de
choque térmico, integrinas, factor de crecimiento del endotelio vascular, proteinas
virales, proteinas de la superficie celular de protozoarios (Kay y cols, 2001) y de

bacterias, entre otros (Melo y Mello, 2003).

En afios recientes se ha utilizado el despliegue en fagos para la identificacion de

antigenos inmunogénicos que puedan ser aprovechados para el desarrollo de
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vacunas (Hansen y cols, 2001). Ademas la técnica se ha utilizado para la
identificacion de epitopes de receptores bacterianos que puedan ser usados para
el desarrollo y produccién de anticuerpos (Jacobsson y cols, 2003; Hamdane y
cols, 2003).

Mediante el uso de la tecnologia de despliegue en fagos se ha descrito el
desarrollo de vectores, que cargan genes terapéuticos, capaces de alcanzar
especificamente células cancerosas y transferir los genes sin afectar a las células
circundantes, in vitro (Mount y cols, 2004).
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3. Justificacion

Como se menciondé en un principio se acepta que el depdsito del péptido BA
constituye una de las primeras causas de la EA, y la mejor alternativa propuesta
para prevenir o reducir y revertir los agregados, es el desarrollo de vacunas o
anticuerpos en especial aquellos que estén dirigidos con una alta afinidad hacia
sitios especificos y esenciales en el mecanismo de la agregaéién y la formacion de
fibrillas. Para esto se hace necesario el desarrollo de formas modificadas del
péptido BA que puedan ser usadas como inmunégenos o para la bisqueda de

anticuerpos con alta afinidad.

Una regién considerada como un sitio esencial para la agregacion y la formacién
de fibrillas, se encuentra presente entre los aminoacidos 1-16, por lo que es
importante contar con una técnica que permita obtener el péptido con la misma
reactividad a la molécula natural y principalmente que permita una rapida

generacion de este péptido en poco tiempo y a bajo costo.

Para cubrir este requisito se empleara una tecnologia llamada despliegue en

fagos, para lo que planteamos los siguientes objetivos.
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4. Objetivo general

Construir fagos recombinantes que expresen en la proteina plll de superficie, la
region amino terminal, aminoacidos 1-16 (BA1.16) ¥ la region amino 1-16 en su
combinacion aleatoria (BA1.16 Sc) del péptido beta amiloide humano de 42

aminoacidos (BA1.42).
4.1. Objetivos particulares

Disefiar los oligonucleétidos para la secuencia de DNA que codifica la region
amino terminal 1-16 (BAi.1) ¥ la region amino terminal 1-16 en su combinacion

aleatoria (BA1.1¢ Sc) del péptido beta amiloide humano.

Clonar los DNAs en un vector fagémido (pCANTAB 5 E) y expresar los péptidos
en la proteina plll de superficie del fago M13 vy caracterizar las construcciones
mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y secuenciacion de
DNA.

Valorar la especificidad de unién de los péptidos, BA1.1s Y PA1-16 SC expresados en
superficie de fago M13, hacia anticuerpos anti BA14, presentes en suero de ratén

hiperinmune por ELISA.
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5. Esquema experimental

Diseiiar los
oligonucledtidos
[ péptido BA11e ] [ péptido BA16 Sc J

Obtener los DNAs de doble cadena que codifican para
los péptidos BA1.16 Y BA1.1s Sc por fosforilacion e
hibridacion de los oligonucleétidos

Insertar los DNAs exdgenos al vector
fagémido pCANTAB 5 E

[ Obtener las transformantes PAj.15 ¥ BA11s SC ]

Confirmar la clonacion correcta de los
insertos PAq.1s Y BA1.1s Sc

Analizar mediante una s iar los DNA
Reaccion en Cadena de la. ecuenciar los
Polimerasa exogenos

Obtener los fagos
recombinantes BA1.1¢ y BA1.15 Sc

Valorar la especificidad de unién de los péptidos BAs.1s Y
BA1.15 Sc expresados en superficie de fago M13
hacia anticuerpos anti pAs4; por ELISA
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6. Materiales

Materiales

Vector pPCANTAB 5 E (New England Biolabs)

T4 polinucledtido Kinasa terminal transferasa dNTPs (Gibco)

T4 DNA ligasa (New England Biolabs)

Taq DNA polimerasa (Alta enzima ibomol)

Fago helper M13K07 (Invitrogen, USA)

Quantum Prep Plasmad Miniprep Kit (Bio-Rad)

Sequenasa Quick-Denature Plasmad Sequencing Kit (USB)

Tabla 1. Lista de medios de cultivo y sus componentes utilizados

Medios Componentes
10 g de Bacto-triptona, 5 g de extracto
LB-Agar de levadura, 5 g de NaCl y aforar a

1 Lt de agua mQ.

Medio Minimo

0.3 g de NazHPQOy, 0.15 g de KHzPOy4,
0.025 de NaCl, 0.05 g de NH,Cl,
0.75g de select Agar y aforar a 50 m!
de agua mQ. Después 80 pl de
glucosa, 4 pl de vitamina B2, 8 pl de
MgS0O,s 1M.

YT2X

8 g de péptona, 5 g de extracto de
levadura.
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Tabla 2. Lista de reactivos y sus componentes utilizados

Reactivos

Componentes

Colorante de carga para

electroforesis

65%(w/v} sucrosa, 10mM Tris-HCI (pH 7.5),
10mM EDTA, 0.3% ( w/v) azul de bromofenol

TBS 50mM Tris-HCI (pH 7.5), 150mM NaCl
PEG-NaCl 20% (wiv) polietilenglicol-8000, 2.5 M NaCl
30 mM acetato de calcio, 50 mM MnCl, 100
TFB-1: 500 ml mM RbCl, 10 mM CaCl,, 15% glicerol.
Ajustar el pH a 5.8 usando acido acético
10 mM MoPS, 75 mM CaCl,, 10 mM RbClI,
2. TFB-II: 500 ml 15% glicerol. Ajustar a pH a 7.0 con NaOH y
esterilizar por filtracion
216 g de tris base, 75 g Taurina, 4 g de Na
Buffer de soporte 20X

EDTA.2H,0, 1It H,0

Gel de acrilamida al 8%

7.5 g de archilamida 0.4 g de bisacrilamida,
42 g de urea y 5 ml de buffer de soporte 20x.
Para la polimerizacién del gel adicionar
0.675 ml de persulfato de amonio y 25 pl de
TEME
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7. Métodos

7.1. Diseio de oligonucleétidos para la secuencia de

DNAs que codifican los péptidos BA1.1¢y BA1.16 SC
1) Establecer la secuencia de nuclettidos que forman los oligonucledtidos
para la secuencia DNAs que codifican los péptidos BA1.1s ¥ BA1-1s, € incluir

los extremos cohesivos Sfi | y Not | en los extremos finales 5"y 3~

respectivamente.

7.2. Obtencién del DNA de doble cadena que codifican
para los péptidos BA4.16y BA1.16 SC

Fosforilacion de los oligonucleétidos

2) Colocar en un tubo los oligonucleétidos que forman el fragmento de DNA
que codifica el péptido BA+.16 (5.1-16 ¥ 3.1-16) y en otro los oligonuclettidos
que formaran el fragmento de DNA que codifica el péptido BA1.16 Sc, (5.16-1
y 3.16-1N) en una proporcién de 1:1.

3) A cada una de las mezclas adicionar T4 polinucleétido kinasa terminal
tranferasa dNTPs y buffer de reaccién. El volumen final de reaccion sera

de 10ul, para cada mezcla e incubar a 37°C durante 1 hora.
Hibridacion de los oligonucleétidos

1) Calentar cada mezcla a 94° C durante 5 minutos y transcurrido el tiempo

dejar que paulatinamente baje la temperatura hasta llagar a los 30°C.
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7.3. Reaccion de ligacion de los DNAs exdgenos al vector
fagoémido pCANTAB 5 E

2) Colocar en un tubo 50 ng del vector fagdbmido pCANTAB 5 E digerido con
Sfi | y Not | y mezclar con el DNA exdgeno en una proporcién de una

molécula del vector por 10 moléculas del DNA exdgeno.

3) Adicionar T4 DNA ligasa, Buffer de reaccion y agua a un volumen final de
10 pl.

4) Incubar la reaccion a 16 °C toda la noche.
7.4. Obtencion de las transformantes BAq.1¢ ¥ PA1.16 SC

Para obtener las transformantes, se transfirid el DNA de los vectores al interior de
células de E. coli cepa TG1 que fueron hechas competentes mediante la técnica

con CaCl; modificada (Casali y Preston, 2003). De acuerdo al siguiente formato:
Preparacion de células competentes

1) Inocular 10 ml de medio LB con una colonia de bacterias E. colfi cepa TG1
en una caja con medio minimo e incubar toda la noche a 37°C con agitacion

constante de 250rpm.

2) Del cultivo obtenido diluir en una proporcién de 1/100 en medio LB y dejar
crecer a 37°C en agitacion, hasta alcanzar una densidad optica de 0.5 a

una longitud de onda de 600 nm.

3) Después incubar en hielo por 10 minutos y centrifugar durante 10 minutos a
4000 rpm, 4°C

4) Resuspender la pastilla obtenida con 30 ml de la solucion TFB-l fria e

incubar en hielo por 30 minutos.
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5) Un vez pasado el tiempo de incubacion recuperar las células bacterianas

por centrifugacion de la suspension a 4000 rpm por 10 minutos y 4°C.

6) Finalmente resuspender las células bacterianas en 4 ml de la solucion

TFB-Il y realizar alicuotas de 200 pl, las cuales se congelan a -70 °C.
Transformacién

1) Colocar en un tubo estéril pre-enfriado 25 ng del vector recombinante

obtenido en la reaccidn de ligacion y disuelto en un volumen final de 10pl.

2) Mezclar el DNA con 100 ul de bacterias E. coli cepa TG1 competentes y

dejar reposar 30 minutos en hielo.

3) Posteriormente dar un choque térmico a 42°C durante 1.5 minutos y

después de este lapso de tiempo dejar reposar 1 minuto en hielo.

4) Finalmente adicionar 900 pl de medio Sock e incubar durante 40 minutos a
37°C.

5) De la transformacion tomar 300 y 400 pl para distribuir en cajas Petri con
medio LB que contienen carbinicilina (50ul/ml) y glucosa al 2%, e incubar
durante toda la noche a 37°C. Las colonias que crecieron son colonias que

tiene el vector fagdbmido recombinante.

7.5. Confirmacion de la clonacion correcta de los insertos
BA1-16 y BA1-16 Sc por PCR

Amplificacion de los insertos por PCR

1) Seleccionar al azar colonias individuales de las transformante PAs.4 y de
las transformante BA1.46 Sc e Inocular en una caja Petri con medio L.B-agar
que contiene carbinicilina (50 pl/ml) y glucosa al 2%. Incubar a 37°C

durante toda la noche y almacenar a -4°C.
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2)

3)

4)

Posteriormente a partir de las células transformadas realizar una
amplificacion de los insertos por PCR. Primero cada colonia se debe eluir
en 20 pl de agua mQ y calentar a 90°C durante 10 minutos en un termo

bloc.

Después recuperar el DNA centrifugando a 12000 rpm durante 5 minutos,

en el sobrenadante se encuentra el DNA.

Para cada reaccion de amplificacién, adicionar 5 pl del sobrenadante, 1 pl
de los oligonucledtidos: S1pCAN (5°CAACGTGAAAAAATTATTATIC-
GC3), S6pCANr (3'GGAGTATGTCTTTTAAGTAAATG 5°) que actuaran
como sebadores, 2.5 pl de buffer de reaccion, 0.75 ul de MgCi2, 0.5 pl de
dNTPs, 0.5 pl de enzima Taq DNA polimerasa y 11.75 pl de agua.

Realizar 27 ciclos de amplificacién en un termociclador Perkin Elmer 9600

mediante las siguientes temperaturas y tiempos de reaccion: 94°C 'por 30

“segundos, 72°C por 30 segundos.

Electroforesis en gel de agarosa

Realiza una electroforesis a las muestras obtenidas, para lo que se prepara un gel

con TBE 1%, agarosa 1.5% con 2% de bromuro de etidio.

1)

2)

En el gel de agarosa cargar 5 pl de cada reaccion de amplificacion, 2l de
un marcador de peso molecular de 100 pb y 5pl de un DNA control (puc 19).
Para todas las muestras se utiliza 1pl de colorante de carga y llevar a un

volumen final de 8ul con agua.

Fijar un voltaje de 100 volts, correr las muestras hasta que el colorante

migra 2/3 de la longitud del gel.

Observar el gel en un transiluminador de luz UV y comparar visualmente el
tamario de los insertos con fas bandas del marcador de peso molecular de
100 pb.
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7.6. Confirmacion de la clonacion correcta mediante la

secuenciacion de los insertos BAi.i¢ Yy BA1.16 SC

Purificacion de DNA fagémido

Se purifica e| DNA fagomido recombinante de | as transformantes s eleccionadas

empleando el Quantum Prep Plasmad Miniprep Kit (Bio-Rad) segun las siguientes

instrucciones.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

9)

Inocular las transformantes en 5 mi de medio 2XYT con carbinicilina
(50ug/ml) y glucosa al 2% y dejarcrecer a 37°C en agitacion constante
hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.5-0.6 a la longitud de onda de 595

nm.

Centrifugar 2 ml de cada cultivo a 12 rpm por 30 segundos y remover el

sobrenadante.
Resuspender la pastilla con 200l del reactivo de resuspension celular.

Adicionar 250 pl de la solucién de lisis celular y mezclar suavemente por

inversion hasta que se forme una solucion viscosa y ligeramente clara.

Adicionar 250 pl de soluciéon neutralizadora y mezclar hasta que se forme
un precipitado, centrifugar a 12000rpm por 5 minutos, el sobrenadante tiene
al DNA.

Colocar el sobrenadante en una columna de filiracion que previamente fue

colocada en un tubo de 2 ml.
Adicionar 200ul de la solucién Quantum Prep. matriz y mezclar por pipeteo.
Centrifugar a 12000 rpm por 30 segundos y remover el filtrado del tubo.

Lavar la columna con 500 ul de buffer de lavado y centrifugar a 12000 rpm

por 30 segundos.
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10)Nuevamente lavar la columna con 500pl de buffer de lavado y centrifugar

por 2 minutos a 12000 rpm.

11)Remover la columna de filtracion y colocarla en un tubo limpio.

12)Eluir el DNA de la columna mediante la adicionde 100plde aguamQy

centrifugar por 1 minuto, almacenar el DNA a -20°C.

Reaccion de secuenciacion

Para la secuenciacion del DNA de los DNA exdgenos, se emple6 la Sequenasa

Quick-Denature Plasmad Sequencing Kit (USB) segin las siguientes

instrucciones:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Realizar una desnaturalizacion alcalina (con 2 pl de NaOH 1.0M) al DNA
purificado (0.5-3 pg/8ul) mezclado con 1pl (2-4 pmol/ul) del oligonucleétido

S1pCAN e incubar la reacciéon por 10 minutos a 37°C.

Neutralizar la reaccién con la adicion de 2 pl de HCl 1.0M y adicionar buffer

de reaccion.
Incubar la mezcla a 37°C por 10 minutos y después colocar en hielo.

Adicionar 1 pl de DTT 0.1M, 2ul de Diluted labeling mix, 0.5pl de [¢-35S],
[a-32] dATP (5uCi) y 2pl de secuenasa e incubar 2-5 minutos a temperatura

ambiente.

Transferir 4.5 ul de la mezcla de reaccion a tubos que contienen 2.5 pl de
un terminador (ddGTP, ddATP, ddTTP y ddCTP) e incubar la reaccion a
37°C por 5 minutos.

Adicionar 4 plde solucion de paro y calentar las muestras a 75°C por 2

minutos.
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Electroforesis en gel de acrilamida

A las muestras se les realiza una electroforesis usando una camara de
electroforesis de secuencia (Life tecnologies Gibco BRL sequencing sistem), para

lo que se prepara un gel de acrilamida al 8%.

1) De cada tubo que contiene un terminador, cargar 2-4 ul en el gel de

acrilamida y fijar un voltaje de 1500 volts
2) Correr las muestras hasta que el colorante migre 3/4 de la longitud del gel.

3) Someter el gel a un proceso de secado utilizando el equipo Gel Dryer
modelo 583 (bio Rad) y finalmente exponer el gel en una placa de rayos X

por 5 dias.

7.7. Obtencion de los fagos recombinantes BA+.1g Y PA1.16
Sc

Rescate de los fagos recombinantes

1) Inocular en 5mil de medio 2X YT con carbinicilina (50pg/ml) y glucosa al 2%
cada una de las transformantes seleccionadas y dejar crecer a 37°C en
agitacion constante (250 rpm) hasta alcanzar una densidad optica de 0.5-
0.6 y a una longitud de onda de 595 nm. De cada cultivo tomar 2.4ml vy
realizar alicuotas de 1 ml con 1/3 de glicerol las cuales se refrigeran a -
70°C.

2) De los 2.6 ml restantes, infectar con el fago ayudante M13K07 en una
proporcion de 5 fagos por célula para esto se considera que a longitud de
onda de 595 nm, la fase logaritmica entra en una densidad optica de 0.5 a
0.6, equivalentes a 4X10°® células/ml e incubar 1 hora a 37°C en agitacion

constante (250rpm).
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3) Posteriormente crecer los fagos y células en 38 ml de medio 2XYT con
kanamicina (50 pg/ml) y carbinicilina (50 pg/ml) e incubar toda la noche a

37°C con agitacion.
Purificacion de los fagos recombinantes
1) Centrifugar el medio de cultivo a 8000 rpm, 4°C durante 20 minutos.

2) Colecta el sobrenadante con los fagos recombinantes, y refrigerar durante 2
horas a 4°C con 1/6 PEG-NaCl para luego centrifugar a 10000 rpm, 4°C,

durante 10 minutos.

3) Resuspender la pastilla por pipeteo con 1.3 mi de TBS a 4°C y después

centrifugar a 4000 rpm para eliminar restos de células

4) Colocar la solucién en un tubo limpio con 1/5 parte de PEG-NaCl en hielo

durante 1 hora y nuevamente centrifugar a 14000 rpm, 4°C, 5 minutos.
5) Retirar el sobrenadante por pipeteo y resuspender con 200 pl de TBE.

6) Titular los fagos recombinantes con bacterias E. coli cepa TG1 en medio LB
con carbinicilina y glucosa al 2%, almacenar los fagos a -4°C.
7.8. Determinacion de la especificidad de union de los
péptidos BA1.16 Y BA1.16 Sc hacia anticuerpos anti BA4..
1) Sensibilizar 20 pozos de una placa de 96 pozos {Nunc. Dinamarca) con una
preparacion de anticuerpos anti IgG (gama) de ratén (2ug / ml por pozo) en

buffer de carbonatos, incubar 1 hora a 37°C y realizar 4 lavados con PBS-
8Tween 0.2%. ’ '

2) Bloquear los pozos con PBS-BSA 2% durante 1 hora a 37°C vy realizar 4
lavados con PBS-8Tween 0.2%.
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3)

4)

5)

6)

7)

A la mitad de los pozos adicionar suero de raton hiperinmune contra beta
amiloide y a la ofra mitad adicionar suero de ratén inmunizado contra
adyuvante como antigeno no relacionado. Los sueros se utilizan en dilucion
de 1:500 en PBS-BSA 1 %-8tween 1 %. Incubar 100 nl de la dilucién, por
pozo durante 1 hora a 37°C y nuevamente realizar 4 lavados con PBS-

8Tween 0.2%.

Posteriormente agregar los fagos recombinantes (BA1-16 y BA1-16 Sc), y
los fagos M13 y fBAerrH como blanco negativo y blanco positivo
respectivamente, en una concentracion por pozo de 10" fagos/ml diluidos
en PBS-BSA 0.3%-tween 0.2% e incubar toda la noche a 4°C, realizar 4

lavados con PBS-8Tween 0.2%.

Adicionar suero de conejo con anticuerpos anti M13 en una dilucién de 1-
4000 en PBS-BSA 1%-6 tween 0.1% e incubar por 1 hora a 37°C, realizar 4

lavados con PBS-8Tween 0.2%.

Adicionar anticuerpos anti |gG de conejo conjugado con la enzima HRP en
PBS-BSA 1%-8Tween 0.1% e incubar por 1hora a 37°C, realizar 4 lavados
con PBS-8Tween 0.2%.

Adicionar solucién ABTS (Zimed E UA) y registrar a lecturas de d ensidad
optica de 405-450 nm en el lector de microplacas Opsys MR.
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8. Resultados

Los oligonucledtidos sintéticos que forman las secuencias de DNAs que codifican
la region amino terminal 1-16 (BA1.16) ¥ la region 1-16 en su combinacién aleatoria
(BA1.16 Sc) del péptido PA142, se disefiaron de manera tal que después de unirse,
formaran un DNA de doble cadena que incluyera los extremos cohesivos Sfi | y

Not | en los extremos finales 5"y 3.

Los oligonucledtidos tienen los siguientes nucledtidos:
Para el fragmento de DNA que codifica el péptido pA1.1s:
Secuencia codificante

5.1-16 5- ATGATGCAGAATTCAGGCATGATTCAGGATACGAAGTACATC
ATCAGAA -3’

Secuencia complementaria

3.1-16 5- GGCCTTCTGATGATGTACTTCGTATCCTGAATCATGCCTGAAT
TCTGCATCATGCT - 3°

Para el fragmento de DNA que codifica el péptido BA1.1 Sc son:

Secuencia codificante:

5.16-1 5"- CGGCAAGGTCAGATGAAGTAGATTTCCAGCATGGACATTACAA
GGAACATGC -3’

Secuencia complementaria:

3.16-1N 5- GGCCGCATGTTCCTTGT-AATGTCCATGCTGGAAATCTACTTC
ATCTGACCTTGCCGGCT -3’
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La figura 6 muestra los DNAs formados después de la hibridacion de los
oligonucledtidos sintéticos, donde también se observan los sitios cohesivos Sfi 1y

Not 1 formados y que permitiran la unién al vector pPCANTA 5 E.

3 TCGGE CAGTCTACT ICATCTARAGE AATGTICCIT GIA G066 5

$fil Not|

Figura 6. DNAs obtenidos de la hibridacion de los oligonucledtidos.
a) corresponde al DNA que codifica el péptido BA+.16. b) Corresponde al
DNA que codifica el péptido BAj.1s Sc. Los nucledtidos que se encuentran
resaltados de color gris corresponden a los nucledtidos que codifican los
péptidos ya mencionados, mientras que los que no estan resaltados,

constituyen los extremos cohesivos que permitiran la union al vector.

Los DNAs exdgenos, se insertaron al vector fagémido pCANTA 5 E (ver apéndice)
y se clonaron mediante la transformacién de bacterias E. coli cepa TG1 como se
muestra en el método. La transformacién de las bacterias se confirmo con el
crecimiento de las células en cajas de agar LB que contienen carbinicilina y

glucosa.

8.1. Confirmacién de la clonacién correcta de los insertos BA; iy

BA4.4¢ Sc

Para confirmar la clonacion correcta del DNA que codifica para el péptido BA1sy
el DNA que codifica para el péptido BA.4s Sc, fueron seleccionadas al azar 4

colonias individuales de cada-transformacién. Se nombraron BA1, BA2, BA3 y BA4
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Posteriormente se purifico de las clonas, el DNA de doble cadena de fagomido
pCANTAB E 5 recombinante y se determiné la secuencia de nucleodtidos que
forman el DNA exégeno que codifican para los péptidos BA1.1s Y PA1.16 SC como
se describe en el método. La tabla 3 muestra que el fragmento de DNA ex6geno
que codifica para el péptidos BA+.15 en la clona fBA1 y el fragmento de DNA que

codifica para el péptido BA1.1s Sc de las clonas fSc1 estan clonados correctamente.

Tabla 3. Secuencia de los insertos BA1.16 ¥ PA1.1s Sc

Fragmento | clonas Secuencia nucleotidica
de DNA
BA116 BA1 | AT GAT GCA GAA TTC AGG CAT GAT TCA GGA

TA C GAA GTA CAT CAT CAG AA

Sc Sc1 | CG GCA AGG TCA GAT GAA GTA GAT TTC CAG
CAT GGA CAT TAC AAG GAA CAT GC

8.2. Confirmacion de la expresion de los péptidos BAi1s Y BA116
Scy determinacion de la capacidad de unién hacia anticuerpos

anti BA,4. presentes en suero de ratén hiperinmune

Se obtuvieron los fagos recombinantes fBA1 y fSc1 por infeccion a las clonas A1

y Sc1 con el fago ayudador M13K07 como se describe en el método.

Para confirmar la expresion de los péptidos expresados en la proteina plll de
superficie de los fagos recombinantes obtenidos en este trabajo, asi como su
capacidad de unidn hacia anticuerpos anti BAs42 presentes en suero de raton
hiperinmune, los fagos fueron probados utilizando la técnica de ELISA como se
describe en el método. El resultado que se observa en el grafico 1, muestra que

s6lo el fago recombinante fBA1 es reconocido por los anticuerpos anti  BAq4o.
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Ademas presenta una especificidad de unién mayor que el péptido BAs ¢ presente
en el fago recombinante fBAerrH, usado como control positivo, ya que se encontro
una DO de 1.1105 y 0.836 respectivamente. Mientras que el péptido BAi.4s Sc
presente en la superficie de los fagos recombinantes fSc1 no mostré alguna
especificidad de unién, ya que la DO fue igual o ligeramente mayor al control
negativo (fago M13), la DO de fSc1 y fpAerr4, fue de 0.011 y -0.004

respectivamente.

DO 405 nm

fM13 fBA EFRH fBA1 fSc1
-0,2 - _ clonas

Grafico 1. Determinacion de la capacidad de unién de los péptidos BA4.1s
y BA1.1s Sc hacia anticuerpos anti pAs4. presentes en suero de ratén
hiperinmune. Los fagos recombinantes se probaron por ELISA. Se uso el
fago M13 como control negativo y el fago recombinante fBAerrH que expresa

la region BA1.1g de péptido BA142 como control positivo.
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9. Discusion

Como propuesta para poder prevenir y curar la EA, se ha contemplado el uso de
formas modificadas del péptido BA que puedan ser utilizadas en el desarrollo de
vacunas o busqueda de anticuerpos que estén dirigidos con alta afinidad hacia

sitios especificos y esenciales en la agregacion del péptido BA.

Una dificultad de estudiar moléculas de origen biologico es que la mayoria, y en
especial aquellas relacionadas a alguna enfermedad, es que se hallan presentes
en cantidades muy reducidas, por lo que una de las contribuciones mas
importantes de la ingenieria genética a la biologia molecular, es el desarrollo de
moléculas recombinantes que puedan ser usadas como vectores para clonar
moléculas de DNA y que a su vez estas moléculas expresen una gran cantidad de
proteinas Utiles. Una técnica empleada para este fin y que desarrollamos en este
trabajo es la tecnologia de despliegue en fagos y aunque su mejor aplicacion es el
analisis y produccién de anticuerpos, ha mostrado ser un excelente medio para la
obtencion de antigenos, ya que los fagos recombinantes presentan una inagotable

fuente de ellos, los cuales son obtenidos por incremento de cultivo bacteriano.

Una regioén considerada como un sitio esencial para la agregacién y la formacion
de fibrillas amiloides, se encuentra presente entre los aminoacidos 1-16 (Salomon
y cols, 1997), y en base a esto propusimos la construccion de fagos
recombinantes que expresen la region amino terminal 1-16 del péptido BA y la
region amino terminal en su combinacion aleatoria BAi1s Y BA1s Sc

respectivamente.

Los vectores recombinantes que utilizamos para la construccién de los fagos
recombinantes fueron generados a partir del fagémido pCANTAB 5E un vector de
tipo 3+3, el cual permite expresar péptidos exégenos fusionados a la proteina plll
y por tal obtener fagos recombinantes que expresen de 3 a 5 copias del péptido
exbgeno, un rasgo que tiene una importante aplicacion para poder seleccionar

moléculas con alta capacidad de unién (Barbas Il y cols, 2000).
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Al vector previamente se le hizo una doble digestion con las enzimas Sfily Not |
para permitir la clonacion direccional de los insertos. Para obtener el vector
recombinante que produce el péptido BA1.16, Se insertd el DNA que codifica para la
péptido exogeno, entre los sitios Sfi | y Not | (ver apéndice) y para obtener el
vector recombinante que produce el péptido BA1.1¢ Sc |, de igual manera se inserto
el DNA que codifica para el péptido exdgeno, entre los sitios Sfi | y Not I, ver

apéndice.

El clonaje de los insertos se realiz6 introduciendo los vectores recombinantes a
bacterias E. coli cepa TG1 que fueron hechas competentes por el método de
cloruro de calcio modificado, para lo que empleamos 25ng/pl, obteniendo una

eficiencia aproximada a la 10° células en la transformaciones.

Una c aracteristica que tienen los v ectores que empleamos y que consideramos
para seleccionar unicamente células que contengan el vector recombinante, es el
gen que le confiere resistencia a la carbinicilina, porque aquellas bacterias que
crezcan en presencia del antibidtico son células que fueron transformadas. La
figura 7, muestra la amplificacion de los insertos, donde se observan bandas con
un tamafio aproximado de 200 pb en las clonas de células transformadas con los
vectores recombinantes y como el tamafio del los DNAs que amplificamos es de
205 pb, el resultado coincide con el tamaifio esperado, confirmando la penetracion
de los vectores en las células bacterianas, la tabla 3 que comresponde al resultado
obtenido de la secuenciacion nucleotidica de los DNAs exégenos, muestra que la

clonacion de los insertos se llevo correctamente.

Ya que el péptido exdgeno puede ser toxico para las células bacterianas se tomd
en cuenta que los vectores que empleamos contienen en su genoma el promotor
Lac Z, por lo que suprimimos la expresion de las moléculas mediante la adicion de
glucosa al medio de cultivo, en seleccidon medio semisodlido y en su crecimiento en

medio liquido.

A fin de generar los fagos recombinantes fBA1 y fSc1 que expresan en la proteina

plll de superficie el péptido BA1.16 ¥ BA1.16 SC respectivamente, seleccionamos las
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clonas BA1 y Sc1 que mostraron poseer al vector recombinante, e infectamos con
el fago ayudante M13K07 que proporciona las enzimas y proteinas que permiten
la replicacién y el ensamblaje del fagémido como fago filamentoso y de igual
manera la seleccion de clonas bacterianas transformadas, seleccionamos
Unicamente fagos recombinantes que contengan DNA del fagébmido o DNA del
fago ayudante, para lo que consideramos el gen que cada uno tiene como
marcador y con base en esto adicionamos al medio de crecimiento carbinicilina y

kanamicina.

Para evaluar la capacidad de union del péptido BA+.4s expresado en el fago
recombinante fBA1 y la capacidad de union del péptido BA+.16 Sc expresado en el
fago recombinante fSc1, con anticuerpos anti BA142 presentes en suero de ratéon
hiperinmune, utilizamos la técnica de ELISA, y empleamos el fago recombinante
fpAerFrH que expresa la region 3-6 del péptido BA4.42 como control positivo y el fago
M13 que no expresa en su superficie alguna forma dei péptido BA como control
negativo. Los resultados que se muestran en el Grafico 1, nos indica que el
péptido expresado en la superficie de los fagos fSc1 no es reconocido por los
anticuerpos anti PAs4, esto indica que la secuencia de aminoacidos
(ARSDEVDFQHGHYKEH) no corresponde a alguna forma del péptido BA, por
otraparte el péptido BA1-16 expresado en la superficie de los fagos recombinantes

fBA1 muestra tener una capacidad de union por arriba del fago fBAEFRH.

Como reporte reciente, mencionaremos que varios grupos de investigacion se han
involucrado en la exploracion de la inmunogenicidad de los fagos y la contribucion
mas importante de esto, quizas es la introduccién de los fagos como vectores de
expresion de fragmentos (epitopes especificos) derivados de secuencias proteicas
que se encuentran en la superficie de agentes patégenos. Estos estudios sugieren
que la aplicacién de epitopes expresados en fago como acarreadores es ventajoso
comparado con la aplicacion de péptidos sintéticos en vacunas, porque los Gltimos
son generaimente poco inmunogénicos y necesitan ser suplementados con un

adyuvante, mientras que los fagos son altamente inmunogénicos y no necesitan
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adyuvante (Manoucharia y cols, 2001), por lo que la administracion de
bacteriéfagos filamentosos puede inducir una fuerte respuesta inmunolégica, como
se ha visto en estudios en arnimales y donde no hay evidencia de efecto toxico.
Por tanto los fagos recombinantes ademas de ser usados en el desarrollo de
vacunas o0 la busqueda de anticuerpos, también pueden ser usados como
inductores de autoanticuerpos, asi la expresion de pequefios fragmentos
inmunogenicos fusionados a la superficie de fagos, proporciona otra bases para el

tratamiento contra la EA (Frenkel y cols, 2000).
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10. Conclusiones

Se pudieron construir fagos recombinantes que expresen los péptidos BA1.16 ¥

BA1.16 Sc fusionados a la proteina plli de superficie.

Se clonaron correctamente los DNAs que codifican para los péptido BA1.16 Y BA1-16
Sc.

La expresion del péptido BA+.16 Sc no fue reconocido por los anticuerpo anti BA1.42

presentes en suero de raton hiperinmune

El péptido BA1.16 expresado en los fagos recombinantes fBA1 fue reconocido por
los anticuerpo anti BA142 presentes en suero de ratdn hiperinmune, por lo tanto
este resultado permiten sugerir que el Unico fago que puede ser utilizado para el
desarrollo d e alternativas terapéuticas en el tratamiento de la EA son |los fagos

recombinantes fBA1 que expresan el péptido BA+.1s.
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Glosario

Adyuvante: Sustancia distinta a los antigenos, que potencia la activacion de
células promoviendo la acumulacién y la activacion de otros leucocitos. Los
adyuvantes potencian la expresion de citdquinas y coestimuladores que activan a

las células T.

Apoptosis: Proceso de muerte celular caracterizado por la escision del ADN, la
condenacion y fragmentacion del nicleo y la vesiculacion de la membrana
plasmatica que provoca la fagocitosis de la célula sin inducir una respuesta

inflamatoria.

Complemento: Sistema de proteinas del suero que interaccionan entre si y con
otras moléculas del sistema inmunitario para generar importantes efectores de la
respuesta inmune. Conducen a la formacion de un complejo litico celular coman y
consisten en una cascada de enzimas proteoliticas que generan mediadores de la

inflamacion y opsonizacion.

Fosforilacion: Es la transferencia de un grupo fosfato desde una molécula de
ATP vy catalizada por la cinasas. El fosfato sera transferido al extremo 5'de un
DNA defosforilado.

Hibridacion: Es fa unién de dos oligonoclettidos complementarios para formar un
DNA de doble cadena .

Ligacion: Union covalente de moléculas de DNA que se basa en una reaccion
enzimatica que favorece la formacion de un enlace éster entre un fragmento 5°
fosfato y otro fragmento 3’OH. Existen dos requisitos: uno es que los terminales
presenten las posiciones 5° fosforiladas y las 3" con grupos OH libres; el otro es
que las regiones monocatenarias que sobresalen en el extremo de cada fragmento

sean complementarias entre si a lo largo de toda la longitud, para establecer
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puentes de hidrogeno. La enzima que cataliza esta reaccion recibe el nombre de

DNA-ligasa, y requiere dos cofactores: iones Mg®* y ATP (o0 NAD").

Inflamacién: Reaccion compleja del sistema inmunitario innato que consiste en la
activacion de células y de proteinas en un sitio de infeccion, exposicion a toxinas o
lesion celular. Aungue la inflamacion tiene una funcion protectora, ya que controla
la infeccion y estimula la reparaciéon de tejidos, también puede producir lesiones

histicas y enfermedad.

Inmunidad activa: Forma de inmunidad que se induce por la exposiciéon a un
antigeno extrafio y la activacién de linfocitos y en el cual el individuo inmunizado

desempefia un papel activo en respuesta al antigeno.

Inmunidad pasiva: Forma de inmunidad frente a un antigeno que se establece en
un individuo por transferencia de anticuerpos. El receptor de esta transferencia se

vuelve inmune al antigeno sin haber sido expuesto a este.

Secuenasa: La secuenasa es una DNA polimerasa extraida de bacterias
infectadas por el fago T4. Es util en la secuenciacion por su capacidad de
sintetizar numerosos nucleétidos antes de disociarse de la cadena matriz que

copia.

Taq Polimerasa: Es una DNA polimerasa aislada de bacterias que viven en
fuentes de aguas termales. Actlia a una temperatura cercana a los 65 °C. Esta
propiedad es Util en las reacciones en las que es necesario utilizar una DNA
polimerasa termoestable, como, por ejemplo, en la técnica de amplificacién del
DNA llamado PCR.

Promotor: Secuencia de ADN inmediatamente al inicio de la transcripcion de un
gen al que se une a las proteinas que inician la transcripcion. El término se utiliza

para designar la region reguladora de un gen completo.

Polylinker: Region de una molécula de DNA que es rico en sitios de restriccion.
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Apéndice

Mapa de restriccion del vector pCANTAB 5 E. Se muestran las

enzimas y su lugar de corte, todas tienen un sélo sitio de corte.
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DA EFRHDS 6Y EVHHAO QK

AT GAT GCA GAA TTC AGG CAT GAT TCA GGA TAC GAA GTA CAT CAT CAG AA
TCGTACTACGT CTTAAG TCC BTACTAAGT CCTATG CTT CAT GTAGTAGTC TTC CGE

Beta amiloide 1-16 normal

tag (2380-2418)
Amber siop codon (2425)

(A)

ARSDEVDF FaQHGHYKEH

CGGCAAGG TCA GAT GAAGTAGAT TTC CAG CAT GGA CAT TAC AAGGAACATGC
TCGGC CGT TCC AGT CTA CTT CAY CTA ARG GTCGTA CCT GTA ATG TIC CTT GIA CGC €66

Beta amiloide scramibiledd

B)

¥ /

Ligacion de los DNAs exdgenos. El vector pPCANTAB 5 E, se trato con
las enzimas de restriccion Sfi | y Not I, posteriormente se insertaron los
DNA exdgenos. (A) Insercion del fragmento de DNA que codifican para el
péptido BA1.1s € (B) insercidn del fragmento de DNA que codifica para el

péptidop.1s Sc.
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HRP

Ac Anti 9G de conejo

Ac de conejo Anti fagoi?13 (anti
p Vit antipiif)

? Fago recombinante gue express of peptido
boty amiloide 1-76 en proteina piif

Ac anti igG de raton {gama)

Determinacion de la especificidad de union de los péptidos BAi.4s y
BA1.16 Sc hacia anticuerpos anti pAs4,; mediante el empleo de la técnica
de ELISA. En este esquema se muestra los anticuerpos utilizados y el
orden en que se adicionaron para determinar la especificidad de los

péptidos fusionados a la proteina plll del fago recombinante.
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Cascada amiloide
Formas esporadicas de EA

Forma autosémica dominante "
de EA mutaciones APP, PS Fallo en aclaramiento de EA
Apo E4, etc

Hiperproduccién de
AB42 Aumento gradual de A42
en cerebro l

Oligomerizacion y depésitos como placas difusas del péptido BA (BA42) en neuronas
Efecto sutil de los oligomeros de pA en sinapsis
Activacion de Microglias y astrocitos (complemento, citéquinas)
¥

Progresiva lesién en sinapsis y neuritas

Alteracion de la hemostasis neuronal: estrés oxidativo

v .
Alteracion en la actividad quininasalfosfatasa =————p-Fosforilacion de tau y formacion
1 de PHF

Pérdida de neuronas y sinapsis con déficit de neurotrasmisores

Demencia

Eventos que participan en la cascada amiloide (Alzheimer research

forum (2003) http//: www. Alsforum org/home.asp).
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Enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccion se nombran a partir de las bacterias de las que son
extraidas, su nombre esta dado segln el género y la especie de la bacteria de
donde se aisl6 por primera vez esta enzima. La primera letra representa el género
de la bacteria, las préximas dos indican la especie, una cuarta letra indica la cepa,
y un nimero al final indica la cantidad de enzimas que se han aislado de esa cepa.
Ej.:
Eco RI = E = género Escherichia

co = especie coli

R=cepaRV 13

| = primera endonucleasa aislada de esta cepa
Actividad de restriccion y modificacion

Las enzimas de restriccion cortan en secuencias diana especificas del DNA, al
reconocer secuencias de pares de nucleotidos en el DNA de cualquier organismo.
El tipo de secuencias que reconocen la enzimas s e d enominan palindromes de
DNA, que son dos cadenas en donde cada una tienen la misma secuencia

nucleotida pero en una orientacion antiparalela. Por ejemplo

HindllIl H. Influenzae 5 -A-A-G-C-T-T-
-T-T-C-G-A-A- 5

Enzimas de restriccion que producen extremos cohesivos y enzimas de restriccion

que producen extremos romos

Las enzimas de restriccion que producen extremos cohesivos son aquellas
enzimas que cortan en forma de escal6n, entre los nucledtidos de ambas
cadenas. Este corte en escalon genera un par de extremos pegajosos idénticos.
Se dice que los extremos son cohesivos porque pueden formar puentes de
hidrégeno con unas secuencias complementarias.Las enzimas de restriccion que

producen extremos romos son aquellas enzimas que cortan en el eje de simetria
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de la secuencia palindromica. Estos cortes no generan extremos cohesivos debido
a que no pueden formar puentes de hidrogeno porque no tienen secuencias

complementarias.

Extremos cohesivos

Enzima Organismo Sitio de restriccion
EcoRl Escherichia coli -5 -G-AAT-T-C-
C-T-T-AAG- &

t
l

Hindlll H. Influerzae 8 -A-AG-C-T-T-
T-T-C-GAA- &

f

Estremos roimos

Enzima Organismo Sitio de resiriccion
smal Sér’ratia marcescens 9" -C-C-C-G-G-G-
-G-G-G-C-C-C- 5
Haelll H. Aegyplius 9" -G-GC-C-
-C-C-GG &

Ejemplos de enzimas de restriccion que producen extremos
cohesivos y extremos romos.
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PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

Es una forma de clonaje de DNA que se realiza en un sistema libre de células y
amplifica secuencias de ADN especificas hasta una longitud aproximada de 1Kb,
utilizando una DNA polimerasa termoestable purificada. Se utiliza como técnica de
preparacion y de andlisis en todas las ramas de la Biologia Molecular porque
permite amplificar mas de mil millones de veces un DNA obtenido a partir de una
region seleccionada de un genoma. Este tipo de amplificacién de DNA supone un
conocimiento previo de la secuencia génica pues son necesarios dos
oligonucledtidos sintéticos que se usen como cebadores cortos y complementarios
de la secuencia de los extremos del DNA que se pretende amplificar, que
corresponden a sitios opuestos de la region amplificada. La reaccion es un
procesc que consiste en la realizacion de ciclos repetidos de separacion,

asociacion y sintesis de DNA:

e [a molécula de ADN que va copiarse se calienta para que se desnaturalice

y se separen las dos hebras.
e Cada una de las hebras es copiada por la DNA polimerasa

e las cadenas recién formadas son separadas de nuevo por el calor y
comienza otro nuevo ciclo de copias. Estos ciclos se repiten hasta que se

obtiene el nimero de copias deseado

Método de secuenciacién basada en el uso de terminadores de

cadena
Fundamento

El procedimiento se basa en una actividad enzimatica (de una DNA polimerasa)
capaz de alargar un cebador asociado a la molécula de DNA cuya secuencia se
quiere conocer, y unos nucleétidos analogos a los sustratos de dNTPs normales.
La clave de ese método radica en la utilizacion de didesoxinucleosido trifosfatos
(ddATP, ddGTP, ddCTP y ddTTP), que carecen del grupo desoxirribosa 3°OH ,
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para las clonas de las transformantes BA1.1sy Sc1, Sc2, Sc3 y Sc4 para las clonas

de las transformantes BA1.16 SC.

Primero se amplificaron los insertos por PCR como se describe en el método y
posteriormente se analizaron las muestras mediante una electroféresis en gel de
agarosa. Como muestra en la figura 7, se observa claramente que los tamanos de
los fragmentos de DNAs amplificados son cercanos a 200 pb, conﬁrméndo que

todas las clonas tienen el inserto en tamafio correcto y por lo tanto al vector
recombinante.

Clonas BA Clonas Sc
5 S
8.9 T C
(S (6] -—
tE'ﬁ § 12 3 4 g § 12 3 4

200 pb

200 pb

Figura 7. Migracion por electroforesis en gel de TBE 1%-agarosai.5%

de los DNAs BA146 (BA) ¥y BA14s Sc (Sc) amplificados por PCR y
teiidos con bromuro de etidio e iluminaciéon UV.

47



presente en los nucleétidos normales; cuando un nucledtido modificado se
incorpora a la cadena en crecimiento impide la adicion del nucleétido siguiente,
deteniendo el proceso al azar y liberando un producto acabado prematuramente.
Esta reaccion genera por lo tanto, una escalera de fragmentos; estos fragmentos
se detectan gracias a un marcaje (radiactivo) que incorpora o bien el
oligonucledtido o uno de los desoxirribonucleétido trifosfatos usados para extender

la cadena.

Para determinar la secuencia completa, se utiliza cuatro nucledsido trifosfatos
terminadores de cadena diferentes en cuatro reacciones se analizan en cuatro

carriles paralelos en un gel de poliacrilamida.
ELISA (Analisis Inmunosorbente Ligado a la enzima)

Fundamento

Método para cuantificar un antigeno inmovilizado en una superficie solida
utilizando un anticuerpo especifico con una enzima unida covalentemente. La
cantidad de anticuerpo que se une al anticuerpo es proporcional a la cantidad de
antigeno presente, y se establece mediante la determinacidn espectrofotométrica
de la conversion de un sustrato transparente en un producto coloreado por la

enzima unida, para ello hay cuatro etapas basicas:

Unidn del inmunorreactivo (antigeno o anticuerpo) a la fase sélida. El método que
mas se utiliza para fijar proteinas es la absorcion fisica directa de la proteina ala
fase solida; las fases sdlidas mas usadas son el poliestireno y el cloruro de

polivinilo entre otros.

Reaccion del inmunorreactivo en fase sélida. Esta es una reaccién antigeno-
anticuerpo y por lo tanto, la condiciones experimentales Optimas son pH,
temperatura y concentracion salina similares a los valores fisioldgicos. También es
necesario afnadir al medio de reaccion un detergente no iénico (Tween 20) como
forma de evitar también la unidn inespecifica, porque aunque no queda fijado a la

fase sdlida, impide que macromoléculas se unan a ella de forma inespecifica. Los

69



lavados son de gran importancia ya que sino se realizan correctamente puede

desminuir enormemente la especificidad y la reproductividad de la técnica.

Reaccion del conjugado enzimatico con el inmunorreactivo en fase sélida o con el
inmunocomplejo en fase soélida. El conjugado enzimatico se prepara, por unién
covalente de una enzima con un anticuerpo o un antigeno, la enzima mas usada

ha sido la peroxidasa de rabano (HRP).

Determinacion de la actividad enzimatica. Una vez elegida la enzima es necesario
elegir el sustrato mas adecuado para determinar la actividad enzimatica. En el
caso de la peroxidasa uno de los reactivos que puede ser utilizado es el ABTS

[2,2-azino-di (3-etil-benzo-tiazolina-6-sulfonato)).

70



	Portada
	Índice
	Introducción
	1. Enfermedad de Alzheimer
	2. Tecnología de Despliegue en Fagos
	3. Justificación
	4. Objetivo General
	5. Esquema Experimental
	6. Materiales
	7. Métodos
	8. Resultados
	9. Discusión
	10. Conclusiones
	11. Bibliografía
	Glosario
	Apéndice

