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Anticucrpos recombinantes anti-proteinas P de Trﬂpanosoma cruzicomo modelo
para el estudio de la Cardiomiopatia Cl’xaga'sica (Cronica y disefio de drogas

antiparasitarias

| os Pacientcs con Cardiomiopatia Chaga’sica (ronica, presentan niveles
elevados de anticuerpos dirigiclos contra el extremo C~termina] de las Protefnas
ribosomales [ de T(gpanosoma cruzi. Partiendo de un anticucrpo monoclonal
murino que reconoce los dltimos 13 aminoacidos del extremo (C-terminal de la
Protex’na TCFZBJ se construgerorx anticuerPos recombinantes de cadena unica
(sc]™v) en sentido VI-VI o VI -V con Péptidos de unién cortos o largos. [ stas
variaciones generaron en el scfv la propiedad de dimerizar o permanecer como
monoémero. Diversos estudios sobre el receptor beta 1 a&renérgico (B1~AR)
(]nmunohistoqux’mica, Produccio’n de CAMF, cronotroPismo de cardiomiocitos en
cultivo Yy ECG in vivo) demostraron que existe reactividad cruzada y que los sclvs
diméricos activan al receptor mientras que los monoméricos acttian como
antagonistas. Ensagos n vivo reproducen la Pato!ogx’a cardiaca y revelaron nuevos
blancos para estos anticucrpos. For otro lado, se ha dcscripto en mamiferos la
caPaci&ad de anticuchos &irigidos contra la region (C terminal de las proteinas P y
no contra otras regiones para inhibir la sintesis de Protefnas en sistemas /n vitro. For
lo tanto, se analizé funcionalmente la accion de estos anticucrpos recombinantes
demostrando que se inhibe la sintesis de proteinas in vitro e in vivo por ribosomas de
] cruz pero no afecta el ribosoma de mamiferos. | a esPcchCiciclad esta dada por la
modificacion de un solo aminoacido en el extremo C~tcrmima] de las Protcinas F del
Parésito. Dado que el ribosoma de 7~ Cruzfprcsenta caracteristicas estructurales
unicas que lo diferencian del ribosoma de mamiferos realizamos un mapa de
interacciones entre las Protcinas F <5ta”<> y con el factor de c]ongacic’m 2. Juntos
estos resultados sugieren que la region del stallk del ribosoma de 7. cruz (5
Probablemente de otros tripanosométidos) serfa un adecuado blanco para el

desarrollo de drogas an’ciparasitarias esPechCicas.

Fa]abras Clave: Carcliopatia Chaga’sica Cro’nica, Trypanosoma cruzi,
Anticucrpos Rccombinantes, scf v, Stanc) Traduccic’m



Kecombinant antibodies anti Trﬂpanosoma cruziribosomal F Proteins as a model of

Cl’\ronic Cl’lagas [Heart Disease and anti Parasitic &rug development

Serum from Paticnts with Chronic Cl’lagas [Heart Disecase posses l’miglﬂ
levels of antibodies against the (C-terminal region of T/ypanosoma cruziribosomal [
Proteins. Star’cing from a murin monoclonal antibody that recognize& the last (-
terminal 13 amino acids of one of these Protcins (TcFZB), we derived 4 different
singlc chain recombinant antibodies (scfv), switcl'ling the sense of variable genes
(\/H*\/L or \/L~\/H) and the linker length. These differences generate different
avidities and affinities on each one. Digerent studies on the beta i adrenergic
receptor (B1~AR) (inclucﬁng ]mmunocgtoclncmis’crg, CAMF Proc}uction, neonatal rat
cardiomgocite cultures cronotroPism and /7 vivo ECG recordings) demonstrated
the cross reactive Properties of these antibodies and showed that dimeric scfvs
activate the receptor while monomeric sc["v block it. Passive transfer to mice
reproduced the cardiac Pathologg and exPosed new targets for these antibodies.
On the other hand, it has been Previouslg described in mammals the abilitg of
antibodies against the (-~terminal region of ribosomal [ Protcins, and not against
other regions, to inhibit /n vitro Pro’ccin sgntlncsis. Tl’lus, we analgzed there functional
effect of these recombinant antiboclies, clemons’crating that theg can inhibit /n vitro
and /n vivo Protcin synthcsis in /. cruziribosome but tlﬂcg have not effect in mammals
ribosome. | his sPcchCicitg is due to a sing]e modification in the (-terminal region of
Parasitic F Proteins. Due to the many different structural features founded in 7.
cruziribosome we build an interaction map within the ribosomal [ comP]cx (stalk) and
with the e]ongation factor 2. All these results suggest that the /. cruzstalk region
(and may be other trgpanosomatic{s) could be an excellent target for developing

sPechCic antiParasitic drugs.

Key words: Chronic Chagas [Heart Disease, Trﬂpanosoma cruzi, Kecombinant
antibodies, sc[7v, Stalk, T ranslation
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i.1.1 LAENFERMEDAD DE CHAGAS

| a enfermedad de Chagas o mal de Chaga&Mazza, tambi¢n denominada

triPanosomiasis americana, es una infeccion ocasionada por el Parésito Protozoario
775/03170501773 cruzi. 56 transmite por medio de insectos l’lematc'ncagos de la subfamilia
[ riatominae (orden: /‘7@m//btera, familia: Keduviidae), comtinmente conocidos en nuestro
Pai’s como “Vinchucas?, los cuales transmiten el Parésito cuando defecan sobre la Picaclura
que ellos mismos han realizado para alimentarse. | a enfermedad es endémica en América del
Sur Yy (Central (]:igura 1-1) y recientemente se han encontrado casos en los [~ stados
Unic!os, debido al uso de sangre contaminada. Actualmente esta enfermedad afecta a mas
de 24 millones de personas en todo el mundo y se calcula que casi 100 millones de personas
se encuentran en riesgo de infeccion por vivir en areas endémicas (Worlcl Hcaltl'i
Organization, 2002). Se estima también que en América | atina mueren a causa de esta
enfermedad 50.000 personas por afio. Fnila Argentina, segun datos oficiales, existen
alredec{or de 2.3 mi”ones de personas imcectadas, de las cualcs alrededor del 20 % se

encontrarian enicermas.

]:igura I-1. MaPa de Distribucién de la enfermedad de

Chagas en relacién con su vector y sus huéspcclcs mamiferos.

ENFERMEDAD DE

Se encuentra en una region delimitada por el Paralelo 42¢°
CHAGAS-MAZ7A

Norte (México) y46° Sur (centro de Argentina y Chile). Su
distribucion coincide con la de los insectos transmisores de
habitos domiciliarios. [ | riesgo de infeccion esta directamente

relacionado con el nivel de vivienda y por ello se reconoce que

\3

esta enfermedad esta directamente asociada a la Pobreza.




1.1.2F L PARASITO Trypanosoma cruzi,

[ a clasificacion filogenética de 7 cruzies la siguiente:
Reino: Protista
Phylum: Sarcomastigophora
Sub-phylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophorea
Orden: Kinetoplastida
Sub-orden: T rypanosomatina

Familia: Trypanosomatidae

Género: Trgpanosoma
SUE—ge’nero: SCHizotryPanum

Espccic: cruzi

lepanosoma Cruzipertenece al orden de los kinetopla’stic{os, un grupo amPIiamente
distribuido de protozoos ﬂagelados, que inc]uge otros patdgenos del hombre como
Trypanosoma bruccig diversos géneros de [ eishmania. | os i(inetopléstidos sON un grupo
monofilético que clivcrgié tempranamente de la rama comuin a los organismos eucariotas
(]:igura 1-2). | a caracteristica mor‘FoIégica que distingue a este grupo es una estructura
subcelular llamada kinetoplasto, que constituye la tnica mitocondria del Parasito (]:igura i~
5). La tinciéon de esta estructura es debida a la Presencia de ADN circu]ar, que posece

informacion para un Pequeﬁo grupo de Protefnas citoplasméticas entre otras.



Figura 1-2. Arbol Filogcnético construido en base a datos

de secuencias de ARN ribosomal 165 (SOgin, 1991).

Notese que el |inajc correspondientc alos kinctopla’stidos
(rojo) clivergc del tronco comun de los eucariotas mucho

mas temPranamente que hongos o mamiferos.

MorFologl'a Yy Ciclo de vida

Figura 1-3. Esqucma de un
lcinctoP|asticlo. Se destaca |la

estructura del kinctoplasto y su

ADN, formado por mini Yy maxi-

circulos concatenados.

[l ciclo de vida del Trﬂpanosoma cruzi se desarrolla en dos ’ciPos de vectores, un

hospedac{or vertebrado yun hospcdador invertebrado. [ ste altimo esta rePresentado por

insectos hematc’ncagos de la Familia Keduviidae, Principa]mente de las cspecies [ riatoma

infestans, Khodnius Pro/lkusg Fanstrongﬂ/us megistus. Mas de cien csPccies de mamiferos,

inclugenc{o animales domésticos Yy reservorios silvestres se comportan como hospeclaclores

vertebrados (Brcncr, 1979)‘ A lo largo de su ciclo de vida T(gpanosoma cruz/Presenta

tres morFo]ogias diferentes (Tabla 1-1) en funcién de su forma genera!, la Posicién relativa

entre el nucleo Yy el Kinctoplas‘co, Yy el sitio de salida del Hagelo:




Tabla I-1. MorFologia de pranosoma cruzi

F_Pimastigotc: forma alargacla en la que el Flagelo se origina Préximo Yy
por delante del mﬁc!eo, Yy emerge por un costado del cuerpo arrastrando
la membrana citoP]asmética en un corto trayecto dando la imagen de una
membrana ondulante corta que se libera por el extremo anterior. Este
estadio se desarrolla en el vector yen cultivo y constituye una de las

formas Pro]hcerativas.

Amastigotc: forma esférica u ovalada que carece de ﬁagelo libre.
Correspondc al estadio de localizacion intracelular y rePIicativo en el

mamifero.

TriPomastigotc: forma a]argacla con el kinetop]asto situado por detras
del nucleo; el ﬂagelo nace en su Proximiclacl y emerge por un costado del
cuerpo, se libera por el extremo anterior creando la imagen de una
membrana ondulante de imPortantc extension. [ ste estadio esta
Presente en el torrente sanguineo del mamifero (circu]ante) y en la
amPo”a rectal del insecto vector (metaciclico). Carece de caPaciclacl

rcplicativa.




Dentro de la via de transmisién vectorial se Pueden &is’cinguir tres ciclos:

Fn el ciclo silvestre o Primitivo el Parésito circula entre vectores Yy reservorios
silvestres. I ste ciclo es de naturaleza eminentemente zoondtica, y sc trata de un estado de
equilibrio desarrollado a través de una Iarga ac{aPtacio'n que se traduce en la ]Daja o ninguna

accion Patogénica dCl Protozoario sobre s5us }“IOSPCC{CFOS naturales.

I n el ciclo doméstico el hombre sobresale como Principa] reservorio de la infeccion,
levando al Parésito hacia las zonas urbanas Yy hacia nuevas regiones y/o paises no
endémicos, mientras que insectos aclaPtaclos al ambito doméstico son los responsables de

actuar como vectores (Figura 1-‘1').

(_Como nexo entre los ciclos silvestre Yy doméstico, existe el ciclo Pcricloméstico, en el
cual intervienen mamiferos (roedores domésticos, marsupiales, gatos, Perros) que libremente
entrany salen de las residencias, Yy los triatéminos silvestres que son atraidos por laluz de las

casas y por el alimento.

Ademés de la transmision vectorial (que rePresenta del 80-90 % de los casos),
existen otras formas de transmisién como la transfusional (5-20 %), Principa] forma de
infeccién en zonas no endémicas Yy la congénita (0.5-8 %), que parece depender de factores
]iga&os a la interaccion ParésitoJ*nospedador. Otras vias de transmision son excepciona]es
(accidental, transp]ante de érganos, otros vectores, lactogénica, etc.) yno rePresentan una

imPortancia signhcicativa en términos de salud delica.
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Figura i4. Cido de Vida Doméstico del pranosoma cruzi. [ n el cido de vida doméstico el
hombre es el huéspcd mamifero, Yy distintos insectos de la subfamilia 7 riatominae, ac{aPtadas al
ambito doméstico, actiian como vector. |~ n el humano, el Parésito evade al sistema inmune por tener
un modo de vida intracelular, Yy debido ala caPaci&acl de escarpar desde la vacuola Parasftémcora (enla
que es Primcramcntc contenido) al citosol, evitando de esta manera la Postcrior formacion del
Fagolisosoma. [ nlos insectos, el Parésfto desarrolla su vida en el tracto dfgestivo, Pasando por dos

morFologfas distintas, ambas Hagelac{as.



1.1.3 DESARROLLO CLINICODE. LA ENFERMEDAD

La etio]ogia de la enfermedad consta de una fase aguda que dura entre 2 y 12
meses, seguic{a de una fase indeterminada que Persiste entre 12 4 20 afios, y que en muchos

de los casos culmina con una Cardiomiopatia Chagésica (ronicao megasinclromes.

[Fase Agucla: il Perl’oclo de incubacion, Yy la consecuente aparicién de los Primeros
sintomas, es de duracién variable con un término medio de una semana. (Jsualmente
observada en nifios, esta fase estd caracterizada por fiebre, hinchazon de las g|a’nclulas
linfaticas, agranclamiento de l'n'gaclo y bazo, o inflamacion local en el sitio de infeccion
(Tanowitzg col. 1997_). Un nodulo cutaneo local llamado “chagoma” Puede aparecer en el
sitio de inoculacion. (Cuando este sitio es la membrana mucosa corjuntival, el Paciente
Puedc desarrollar edema Periorbital unilateral, conjuntivitis Yy linfadenitis Preauricular. " sta
constelacion de manifestaciones se refiere como signo de Romana. [ n adultos, la fase
agucla suele ser asintomatica pero Pueden presentarse diferentes grac{os de Parasitemia,
sintomas clinicos transitorios como ficbre Yy miocarditis leve. | os sintomas normalmente

desaparecen después de los 12 meses.

Fase [ndeterminada: Luego de la fase agu&a, entre el 40 y 80% de los Pacientes
entran en una fase quiescente no muy bien caracterizada, denominada “fase indeterminada”.
I nesta ctapa los Pacientes permanecen asintomaticos, sin anomalias racliogré?icas de torax
ni electrocardiogré{:icas. Aunque es dificil detectar al Parésito durante esta etapa, los
titulos  de anticuerPos contra antigenos de T cruzi son elevados. E_xa’menes
his’copa’colégicos de corazones de Pacientes en fase indeterminada, que fallecieron por
causas ajenas a la infeccidon con 7. cruzi muestran focos ocasionales de inflamacion con
fibrosis (Lopcs Y col. 1981). [ ntre un 60-70% de los individuos infectados permanecen en

esta Fase, conviviendo con el Parésito sin desarrollar dafios importantes.



Fase Crc’)nica: | afase crénica se desarrolla tras un Pcriodo asintomatico de varios
afios (entre 10 Yy 20), Prescntando distintas Pato]ogfas en Proporcioncs caracteristicas. | a
manifestacion clinica mas severa e imPortante de la enfermedad de Chaga&Mazza (Croénica
es la Carcliomiopatia Chaga’sica Cronica, que afecta a un 30-40% de los individuos
infectados. (Otras manifestaciones clinicas menos frecuentes en Argentina son los
desordenes neurolc’)gicos (5%) o los megasindromes (6%), caracterizados por el
agrandamiento del colon (mcgacolon) o el eso’]cago (megaeso’?ago) ambos atribuidos a la
destruccion de células del sistema nervioso vegetativo. [~ n contraste con la ctapa aguda, la
Presencia del 7 cruzi tanto en sangre como en células de tejic‘os blanco, es muy dificil de

estab]ecer.



1.1.4 TRATAMIENTOY CONTROL

| a tnica medida de control efectiva es el uso de insecticidas para romper el ciclo de

transmision (Dias, 1993).

Fara el tratamiento de la enfermedad de Chagas existen actualmente dos clrogas
aProbaclas; nifurtimox (Lampit) Yy benznidazol (Rochagan) (Kodrl’gues Coura Yy De Castro,
2002; Raether Y Hanel, 2003). Ambas actian Principalmente sobre los triPomastigotes
circulantes Yy eliminan o disminuyen la Parasitemia, aparentemente a través de la generacion
de iones suPeréxi&o altamente reactivos que dafan los 4cidos nucleicos del Parésito] Yy la
inhibicion de la “‘crgpanothionc reductase”, una enzima csPechCica del Parésito que ParticiPa
en la defensa contra compucstos oxidantes. E_stas clrogas tienen éxito en un 60% de los
Pacientes agu&os, quienes requicren de un tratamiento diario por 60 dias o mas,
genera]mente necesitando hospitalizacic’m por los efectos adversos (] evi Yy col, 1996).
Kecientemente se ha Publicac{o que la Amioclarona, un compuesto antiarritmico que se
utiliza en distintas Pato]ogias cardiacas inc]ugendo el Cl‘\agas, posee actividad triPonocida Yy
actua sinérgicamente con el anti Ft'mgico Fosaconazole (Benaim Yy col, 2006). | a
Amiodarona cjcrce su efecto alterando la homeostasis de calcio Yy bloqueanc{o la sintesis de
ergostcro], mientras que el Posaconazole solo afecta la homeostasis de calcio. |~ ste tiPo de

estudio abre la Posibiliclacl a nuevos tratamientos combinados con resultados mas efectivos.

For todo esto se hace necesario el desarrollo de nuevos agentes quimiotcrapéuticos

y para esto, la blﬁsqueda de blancos altamente esPechCicos es imPrcscindible.



i.1.5 LACARDIOMIOFATIA CHAGASICA CRONICA

La manifestacion mas severa de la infecciéon con Tfyloanosoma cruzi, es la
Caréiomiopatia Chagésica (ronica. | os estados avanzados de esta enfermedad resultan
en carc{fopatias dilatadas que conducen a fallas cardiacas y muerte subita. | a evolucion
lenta de este Fcnémenojunto con la baja Presencia de Parésitos en el sitio de la lesion,
sugieren un componente autoinmune en su Patogénesis (Elizari Y Cl'lialc, 1993). Algunas
evidencias que apoyan esta hiPo’tcsis son la Prescncia, en Pacicntes con Carc{iomiopatl’a
Chagésica (Crénica, de anticuerpos circulantes dirigi&os contra el Parésito que tienen la

caPacidad de actuar como agonistas de recePtores cardiacos (reactiviclad cruzada)

(Roscnbaum Y co], 1994, Elics Y col, 1996; KaPlan Y col, 1997).

I~ studios Previos con grupos de Pacientes con Cardiomiopatl’a Chagésica (ronica
demostraron una correlacion entre la Presencia de anticuerpos con actividad agonista del
receptor beta 1 aérenérgico ®-AR) Yy la incidencia de arritmias ventriculares, como asi
tambi¢n la Presencia de anticuerpos con actividad agonista del recePtor co]inérgico
muscarinico tiPo 2 (M-AchR) Yy la incidencia de la disfuncion de nodulo sinusal (Chialc Yy
col, 2001; Mahlcr Y col, ZOO‘1~). Nosotros creemos que estos anticuerpos con actividad
estimulante de distintos recePtores cardiacos son, al menos en Parte, generados contra el
Parésito y que tienen la Propieclacl de reaccionar de manera cruzada con dichos receptores.
[ sta idea tiene su origen en el hecho de que anticuerpos dirigidos contra la region C-
terminal de la Proteina ribosomal FZB de T CruZ/(TCFZB) tienen la caPacidacl de reaccionar
de manera cruzada con el B,~AR. E_ste efecto Poclrl’a ser Proclucto de un cpi’cope éciclo,

altamente reactivo, presente en la region (terminal de T cP28, llamado Ri3,

FEEDDDMGEGI FD, el cual tiene similitud con el motiva acido presente en el
segundo bucle extracelular del B,~AK, AE_SDE (LOPCZ—BCI‘gami y col, 2001; 2.005)‘



| a inmunizacion de ratones con la Protcina recombinante | <[ 28 genera una
rcsPuesta variada contra distintas zonas de la Pro’ceina, pero en los casos en que la
resPucsta es contra el cPitoPe R‘i 3 los ratones desarrollan taquicar&ias supravcntricu]ares
letales. Esto sugiere que altos titulos de anticuerPo anti~K] 3 son los resPonsables de la
estimulacién sostenida del B-AR en el corazén. [ stos resultados fueron confirmados
]uego mediante la creacion de un anticuerPo monoclonal anti-R 13 (mAb 17.2) que posce

una gran actividad estimulatoria del 8,-AR (Mal‘ilcry col, 2001).



1.1.6 . OS5 ANTICUERPOS

| os anticuchos son moléculas de un peso molecular aProximado de 150 kDa,

Per’cenecientes al grupo de las inmunoglobulinas (]g) | a caPaci&ad de reconocimiento de un

anticuerPo radica en las secuencias variables de sus cadenas Proteicas, generadas por

recombinacion génica en el proceso de maduracion de los linfocitos 5. | a combinatoria de

estas secuencias Puccle Producir mas de un billén de secuencias diferentes (Figura 1-5).
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Figura i-5. (Generacién de un
anticucrpo. Esquema de los
eventos de recombinacion
somatica y sPlicing que culminan
en el ensamble de dos cadenas

Pesaclas (]OO KDa) Yy dos
(50 KDa),

cadenas livianas

unidas por puentes disulfuro.

A nivel genético, los genes estructurales que codifican las lg se organizan en forma

de exones discretos, los cuales corresPonden a dominios completos en la Protefna (Figura

1~5), encontrandose seParados por regiones intronicas. De igual manera, a nivel Proteico, la

organizacion estructural-funcional de las ]g es en forma de modulos discretos, llamados

dominios, en donde se encuentra almacenada la informacion necesaria para realizar una

funcion csPeciFica.



[~ xisten cinco clases de inmunoglobulinas: ]gM, lgG, ]gA, ]gE e lgD, formadas por
una unidad basica compuesta de dos cadenas Polipcti&icas globulares Pesaclas (HD Yy dos
cadenas livianas (| ) unidas entre si por puentes disulfuro. Ambas cadenas presentan una
zona constante (() Yy una zona variable (V). [.n esta dltima, se encuentra una region
hiPervariablc formada por 10a 15 aminoacidos que conforman el paratope del anticuerpo,

rcsponsablc de la union con el ePftoPc Presente enel antigeno (]:igura i—-6)‘

Figura 1-6. F structura basica de un anticuerpo. E?gﬁ.ﬁiﬂgigﬁ{]
Fv /
Los comPonentes de la cadena Pesada (\/H Y 7 Y/

) WP\

- N .. V, V,
C}-ﬂjunto con los de la cadena liviana <\/L Y C]_) UnimN -
antigeno 3
son csquematlzados, Junto con los Puentes Activacién del | ¢ ¢
complemento ? v
disulfuro que ensamblan las cadenas <|1'neas I Fc
Unién a
macréfagos | Gy ©
naranjas) Yy las caracteristicas de cada dominio. J ‘

Al ser sometida a digestio’n por papaina, esta molécula genera dos Fragmentos, el
gragmen’co Fab resPonsable de la union con antigeno Y el Fragmento Fc que determina
diversas funciones biolc’)gicas en las diferentes ]g. 1l Fragmento [Fab esta formado por una
regiéon constante y una region variable de una cadena Pesacla (\/H”CH> Yy de una cadena
liviana (VL*CL>~ il Fragmento [Tc esta formado solo por regiones constantes de cadenas

Pesaclas.

| as clases de inmunoglobulinas estan determinadas por los diferentes isotiPos de
las cadenas Pesadas. [ stas Puec{en ser mu, gamma, alfa, delta o ePsilon. | as cadenas
livianas Pueclen ser ‘(aPPa o bien lambda. | as distintas clases de inmunog]obu]inas

Presentan diversas funciones biolc’)gicas.



Forlo tanto, es Posib]c clonar una Parcja de regiones \/H y \/L, resPonsabIcs de una
csPechCicidad de interés, Yy ensamblarla en la forma de un anticucho funcional de diversas
maneras (Morrison, 1992). [ xiste un ntmero considerable de sistemas de exPresién que
estan actualmente disponib!es para este fin (Coloma Yy col, 1992), entre cllos, lineas
celulares eucariotas soportan aProPiadamente los procesos asociados a la expresion,
sintesis, cnsamb]aje Yy modificaciones Post-traduccionalcs de los anticuerpos recombinantes
(Tri" Yy col, 1995). [ n organismos Procariotas, el conocimiento detallado del genoma,
arquitectura Yy ciclo de vida de bacteric’ncagos filamentosos Yy del Fago lambda han Permiticlo el
desarrollo de la técnica de “Phage displag” la cual Permite la expresio’n, en estos Fagos, de
gran&es rePertorios de Ac (Rac]er Y Barbas, 1997; Vaughan Y col, ]996) Yy con e”o, la

Posibi]idad de seleccionarlos anticuerpos mas reactivos a gran escala.

| os anticuerpos recombinantes constituyen, un conjunto bastante heterogéneo de
Protel’nas artificiales en el que se Pueclen clistinguir dos gran&es grupos. 1 Primero inclu}je
moléculas completas de anticuerPo, similares a las conseguidas en forma natural, en las
cuales estan Presentes los dos elementos cstructura]es, Permitienc{o asi la funcionalidad de
la molécula; esto es, las Porciones FFab Yy e (f:igura i-7). | os anticuerpos quiméricos Yy
humanizados son e_jemPlos rePrcscntativos de este grupo. El otro grupo esta formado por
un conjunto mas heterogéneo de Protefnas, basadas en la estructura de las ]g. I_istas
Pueclcn encontrarse en la forma de entidades recombinantes auténomas (?ragmcntos tiPo
[Fab, [F'v de cadena unica ~sc[v-, "diabodies”, "triabodies®, etc.), o como proteinas de fusion
(moléculas en las que se combina la Porcién Fcolab con Propieclacles nuevas Provistas por

una toxina, una enzima, un receptor celular, una citoquina, etc.).



ANTIBODY Conformations; TBR= Target Binding Region of Fv module
Intact 1IgG

Diabodies
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Figura i-7. r_:_squcmas de la estructura de distintos anticucrpos recombinantes. Representacio’n de
una ]g (bivalente), ?ragmcntos monoméricos derivados de la lg (Fab, v, sc[7v), distintos graclos de

o|igomcrizacién de los sc] v (diabodies, triabodies y tetrabodies) y anticuerpos conjugac{os (Huc’son

yKortt, 1999).

I” xisten diversos sistemas de expresién de anticuerpos recombinantes. Tn
Procariotas, la exPresio'n se c{irige al Periplasma ya que en este espacio se Pueden formar
con mayor eficiencia los enlaces disulfuro esenciales para la actividad del anticuerpo. | os
sistemas de cxPresién cucariotas, como la levadura [/ Pastor/s (Luo Y co], 1997), hongos
filamentosos (Frcnkcn Y co], 1998), células de insecto (Holvoct Y c:olJ 1991> Y células de

mamifero (Roclc Yy col, ]999) son, por lo general, mas eficientes pero también mas costosos.



1.1.7 ANTICUERPOS RECOMBINANTE.S DE CADENA UNICA

o1 sitio de reconocimiento del antigeno en un anticuerPo esta formado por los
dominios variables de la cadena Pesada (\/H) Yy de la cadena liviana C\/L), y es el menor
Fragmento que mantiene de forma consistente la csPeciFicidad Yy afinidad de todo el
anticuerpo. | a construccion de anticuerpos de cadena unica (sc[™v) consiste en combinar
una \/H con una \/L mediante una secuencia Po]iPePtfdica (linker) que actia como region

bisagra (Figura 1-8).

%

f:igura 1-8. sc[°v. | os anticuerPos de

cadena tnica se construyen uniendo IgG

los dominios variables mediante un

PoliPéPtic{o (linker) flexible de Iongitu&

variable. SCFV

[~ studios de Resonancia Magné’cica Nuclear comParanCJo el paratope de distintos
scf v y los anticuerpos monoclonales de los que Provienen, demostraron que la estructura
del sc[7v es similar a la de su monoclonal, y que el linker es un Péptido altamente flexible y

mévil con una estructura enrollada aleatoria (Freund Yy col, 1994).

Los linkers mas utilizados tienen secuencias formadas por filas de g]icinas Yy serinas
(que aportan flexibilidad), intercalados con residuos cargados, como | isinas y acido

glutémico (que aumentan la solubilidad del linker). (Cambiando la Iongitud del linker es



Posible construir anticucrpos recombinantes con distintas valencias. [ Je esta manera si el
inker tiene mas de residuos, el scf v es monomérico (mostrando una sola valencia),
linker t de 12 resid | trand la val

mientras que entre 3-12 aminoacidos (aa), el linker no tiene el tamafio ni la flexibilidad para

que los dominios de la misma molécula se asocien entre si, lo que conlleva a la formacion de

dimeros de scf:v ﬂ_abla l—Z).

i)

dimeros

| inker corto, entre 3 yli2aa

Tabla 1-2. Valencias de los scfv. | a

disposicién de los Dominios V Yy la

lorxgitucl del linker generan diferentes

trimeros u otros

graclos de oligomcrizacio’r\ enlos sclv. multimeros

No solo la longitucl del linker determina el P]egamiento del anticuerPo, sino tambié¢n
la orientacién de los dominios variables en el scf™v final (Hudson Yy Kortt, 1999). FPor lo
tanto cada anticuerpo Puecle Presentar Propiedacles distintas las cuales deben ser

ensagadas en cada caso.



1.2 ANTECEDENTES

I~ laboratorio de Eio]ogia Molecular de la enfermedad de Cl—lagasj tiene una gran

trayectoria en el estudio de la Cardiomiopatia Chagésica (rénica. [ ntre muchos estudios

ublicados hay dos que voy a explicar a continuacion, que constituyen las bases del
P Y 9 Y P 9 Y

Presente trabajo.

Il Primcr trabajo “NModulation of Cardiocgte Functional Activitg 53 Antibodies
against Trﬂloanosoma cruzi Ribosomal P2 Protein (C T erminus” (Scpulvccla Yy col, 2000)
exPlica la relacion entre la inmunoreactividad contra el extremo (C~terminal de la proteina

FZB de T(gpanosoma cruz/(TcFlB) Y la Pato!ogia cardiaca.

(Jtilizando 25 Pépticlos sintéticos que cubren toda la secuencia de la proteina
TCFZB, se estudiaron los diferentes cpitopes reconocidos por sueros de ratones

crénicamente infectados con 7. cruzi y por sucros de ratones inmunizados con la Protefna

T cF28 recombinante (]:igura 1-9).

Se encontraron marcadas diferencias en la inmunoreatividad de los diferentes
sueros ya que los ratones inmunizados presentaron reacciones contra las regiones central,
media Yy (~terminal, mientras que los sueros de ratones infectados solo reconocen la region

(~terminal (]:igura 1-9). [ sta region se encuentra altamente conservada en las proteinas P

de 7. cruz (Péptido Ris, EEEFDDDMGIEGLED) Yy mamiferos (PéPticlo i3,
FESDDDMGEGLD) pero el suero de los ratones inmunizados, solo reconoce el
PePtic‘Io Ki3.



|pepties| 1] 234 s[e]7[a]s]10[11]=]13]14]15[16]17] 18] 19[20]21]22]23] 24] 25
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=
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Figura  1-9. Mapa de los
epitopes reconocidos por los
sueros de ratones. GruPo A
[nmunizados con T cF28-GST y
adyuvante de [roin  completo
(CFA). Grupo B: Inmunizados
con TcFP28-GST y Alumina.

GruPo C: ]nmunizados con TCFZB~I“115 y CI:A GruPo D: ]n?cctados crénicamente con [ . cruzi

Negro indica una alta respuesta y (iris una }Jaja respuesta contra el Pépti&o cnsagac‘o‘

(Jtilizando estos sueros con distintos Permes de reaccion fue Posible demostrar que

solo los anticucrpos cspechcicos contra la region (~terminal de T cf 28 Puec]en generar un

aumento en la frecuencia de latidos de cardiomiocitos de rata neonatales en cultivo (Tabla

1-3) por estimulacién del 8,-AR. [De esta manera, los anticuerpos contra la region C-

terminal de la Proteina TCFZB desarrollados en ausencia de una infeccion son capaces de

modularla actividad cardiaca a través de mecanismos de mimetismo molecular.

Tabla 1-3. Ffecto agonista de sueros
anti-R13. Se utilizaron |g(s purificadas
de los ratones inmunizados con | c[28-
GOT yalumina (grupo B), T cl28-HIS
y CFA (grupo () y de ratones

crénicamente infectados (gruPo D).

Mouse

Purified Antibodies  Antibodies

Group  antibodies  +bisoprolol  + atropine
Control  1.08+0.88 ND 04 +0.92
Bi 22+ 1.16 ND 20+ 1.24
Ci 1284132 06+1.16 18+1.56

C2
Di

16.6+1.36 0.6+1.56 212+ 1.4

20.8 + 1.04 12+1.12 26.8 £ 1.04




[l aumento en la frecuencia de latidos por minuto y el desvio estandar fue determinado del Promec{io
de 10 mediciones diferentes. 7| bloqucantc csPcchCico beta 1, bisoProlol (1 UM) y el agonista beta,

atroPina (i }JM) fueron agrega&as en experimentos diferentes. ND: experimento no realizado.

Fl scgunclo trabajo « A monoclonal antibocl9 against the immunodominant ePitoPe
of the ribosomal F2» Protein of ﬁﬂpanosoma cruziinteracts with the human B]~adrenergic
receptor” (Mahlery co|, 200]) informa la creacién de un anticuerpo monoclonal anti-R 13
(mAb 17.2), utilizando las técnicas de inmunizacion descriptas en el trabajo anterior y

caracteriza la reactividad de este anticuerpo.

El mAb 17.2 reconoce las cinco Prote:’nas F de T cruzi, dado que cuatro de ellas
poseen el ePl’toPe Ki» (EEEDDDMGFGLFD) y la quinta un ePftoPe muy similar,
lamado FOI 5 (EEEDDDDDFGMGALF) utilizanclo la técnica de reemplazo por

alaninas se realizé el mapeo del epitope encontrandose como Principales residuos para la
interaccion CCEC{DDmGFgIFd. Mediante la técnica de “surface P]asmon resonance”
(SFR, Biacore) se determino un Kd=3 nM por la Pro’ceina entera y utilizando el Pépti&o
R1%, un Ki=400 nM. [ | mismo analisis hecho con el Péptido corresPonc{iente al extremo C-

terminal de las Proteinas F humanas (H]ﬁ, EESDDDMGFGLFD) muestra un

KiZZ_IJM. No se Pudo obtener ninguna medicién con el Pépticlo corresPondiente al segundo
bucle extracelular del B,-AR (Pépticio [H26R,
FIWWRALSDEARRCYNDPKCCDEVTNR).

(tilizando cardiomiocitos de rata neonatales en cultivo se demostro que el mAb
17.2 tiene actividad agonista que Puec{e ser bloqueada tanto por el antagonista especi{:ico
beta i aclrenérgico, bisopro]o] como por agregacﬂo de los Pépticﬂos Ki3 y/o F26R (Figura

i-10).



}:igura 1-10. [ fectos cronotrépicos del mAb
17.2 en cultivos de cardiomiocitos de rata

104 neonatales. A Respuesta dosis dependiente

|
54
GJ . i - del mAb 172 y reversién del efecto por

5- &nM 30nM 60nM  +bisoprolol

increase in beats/imin
-
o

agregado del beta bloqueaﬂte }Jisoprolol

>

(IMM) B. Inhibicion de la respuesta maxima

E por preincubacion con los péptidos 12¢R y
= R13. For el contrario el peéptido Wizl
g T S derivado del primer bucle extracelular del B1-

7 o +5{,-U?1“3r'|1_ +3H'Z’éh|; +3§51L§M AR, no produce ninguna inhibicion del efecto

cronotrc')pico‘

I” stos resultados confirman el Posible rol Patogénico de anticuerpos anti-K 1%

basado enla caPaciclad para reaccionar de manera cruzada con el B,~AR.



1.3 HIPOTESISY OBJETIVOS

Dado que el anticuerPo monoclonal 17.2 presentd evidencias funcionales de
reaccion cruzada con el B-AR pero no se Puclo demostrar su Pegac{o al receptor, el

Presente trabajo s€ propone:

o (onstruir anticuerpos recombinantes de cadena Unica derivados del an’cicuerpo

monoclonal 1 72,

o [ studiarel efecto de linkers de ]ongitud variable y el orden de clonado de los genes

variables (\/H—\/L o VL‘\/H> en la actividad de dichos anticuerpos.

o Utilizar los anticuerpos recombinantes como herramientas para comPrender las
bases estructurales de la reactividad cruzada entre anticucrpos dirigic{os contra el

ePitoPe Ki3 Y el segunclo bucle extracelular de receptores cardiacos.

e [ studiarla Propiedad de estos anticuerpos para inducir los sintomas cardiacos en

ensayos de transferencia Pasiva.



Resultaclos

Cal:)i'tu]o ]



141 CONSTRUCCION Y SFELECCION DE  ANTICUERPOS

RECOMBINANTE.S DE CADENA UINICAAPARTIRDEL mAb 17.2

FITARN mensajero codificante para el anticuerpo monoclonal (mAb) 17.2
fue obtenido del cultivo de hibridomas y copiado a ADNe. [ ste fue utilizado como
molde para amplificar, mediante la técnica de FCKR, los genes Vi y V| - |os primers
utilizados son universales y corresponden a secuencias conservadas en los genes
variables de inmunoglobulinas (Ig). (na vez amplificadas las cadenas Vi y V| se
realizé una segunda (CR para agregar los sitios de restriccion y unir por
superposicion las cadenas ([igura 1-11). Con esta estrategia (FCR overlap) se

ensamblaron cuatro tipos distintos de anticuerpos de cadena simple oscl v

i. Sentido Vi1-V|_con peptido de union corto (GGHGE).
2. Sentido V-V con peptido de unisn largo (GGGGS)s.
5. Sentido V| -VH con Péptido de union corto (GGOHGE).
4. Sentido V| -VH con peptido de union largo (GGGGS)5.

Todas las construcciones fueron clonadas en el vector PHen” entre los
sitios S Yy Not]. [ ste vector es un )Cagémido que Permitc la exPresién de los
anticuerpos, tanto en la supcmcicic de la cépsidc del Fago Mi3 como en solucic’m,
gracias a un codén ambar que Puedc ser leido como un s’top o un g]utémico
depcnclicnclo de la cepa de . colien que se encuentre. | a utilizacion de este vector

Pcrmitié la seleccion de los sc[7v reactivos mediante la técnica de “P}wage clisp]ag”

(Figura 1-11).
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}:igura 1-11. Construccic’)n Yy seleccion de los scv. A [T xtraccion de ARN Yy obtencion del A]DNc

a Partir de hibridomas Productorcs del mAb 17.2.B. FCK para la amPIthcacio'n de los genes \/]—1 y

VL' C FPCR overlaP para ensamblar las cadenas en distintos ordenes y con distintos Péptic]os de

union en cada caso. |_os sitios de restriccion son introducidos en este paso. D. Clonado en el vector

Pch” entre los sitios SFI ] Yy Not |. . Transgormacio'n de [ co//XLi Blue e]ectrocompetentes‘

F. Seleccién de 48 clones de cada tiPo. G. Infeccion con Fago helper. H. Produccion de Fagos conel

anticucrpo. . EL]SA conlos anticuerpos fusionados alos 1Cagos para la seleccién de los clones.

Sc seleccions el anticuerPo mas reactivo de cada tiPo en un EL]SA con

Fagos, Yy los lamamos: C5 (\/]—1~\/L, Péptido de unién corto), 57 C\/H"\/LJ Péptido de

union !argo), F4 (\/1_»\/}—1, Pépticlo de union corto) Yy G] 2 (\/[_~V|—1, Pépticlo de union

largo).



T odas las construcciones fueron secuenciadas y comparadas con los genes
correspondientes a las lineas germinales de |g de ratén. [ a secuencia de la region
VH tiene un 98% de identidad con la cadena pesada MRI-DNA#+ (FMID
Mzi470) (Figura 1-12 A) al igual que la region V| que comparte un 98% de
homologia con la cadena liviana bd2 (FMID A J231196) (Figura 1-12 B).

17 .2 20  —s=ccocs=ssocososssos CTGGGGGAAGATTGGTGCAGCCTAAAGGGTCATTGAAACTC 60
MRL 1 GAGGTGCAGCTTGTTGAGA. . . .E. . .G. . ... i ittt iieeeeenn. 60

E vVoQ L E E S G G R L V Q P K G S L K L

17.2 61 TCATGTGCAGCCTCTGGATTCAGCTTCAATACCAATGCCATGAACTGGGTCCGCCAGGCT 120

MRL 61  ...... (€5 6600000000600 00000000000006000006080006000060600000080806060 ¢ 120
s ¢ A A S G F S F NTNA AMNWW V R Q A

17.2 121 CCAGGAAAGGGTTTGGAATGGGTTGCTCGCATAAGAAGTAAAATTAATAATTATTCAACA 180

NiIRIL  dZAd, co0c000000000000000000000000000000000000000G ©ooocoocoooon Gooocoa 180
P G K G L EW V A R I R S K I NN Y S T

17.2 181 TATTATGCCGATTCAGTGAAAGACAGGTTCACCATCTCCAGAGATGATTCACAAAGCATG 240

MR LBl  c000000000000000000000000000000000000000GC000000000000000GCA0GC 240
Y ¥y A D s v K DR F T I S R DD S Q S M
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Wi A4, cacocococcocoococ0000000000000000000600000000000000000000000000 0 300
L ¥y L. M N N L K T E D T A M Y Y C V R
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FIRL, ==========================================
G T T Y WG Q G T L V T V S8
17.2 7  ====== GTGATGACACAGTCTCCACTCACTTTGTCGGTTACCATTGGACAACCAGCCTCC 60

bd2 1 GATGTT........ @o00fNo000000000000000000000000000000000000000 0 60
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o1 120
I s ¢C K s S Q s L L D s D G K T Y L N W

17.2 121 TTGTTACAGAGGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCGCCTAATCTATCTGGTGTCTAAACTGGAC 180

loeld LAl 5 5 0066006 00006060006000060000600006000060000000000000000000000000 180
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o1 2 240
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lefelzd = 2l 5 5560 0000 0000000000000000000000000000000000003000 MBoocoocoooooa - 299
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ez~ ========================
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Figura 1-12. Secuencia de la cadena variable Pesacla (A) y la cadena variable liviana (B),
corrcsPonclicntc al mAb 17.2 y sus sc]:v derivados. | as secuencias nucleotidicas son comparadas

con los genes de la linea gcrminal mas cercanos. Las identidades estan como Puntos, las letras




mayusculas Yy mintsculas indican mutaciones que generan un cambio de aminoacido o silenciosas
rcsPcctivamcntc. Se muestra también la secuencia aminoacidica de cada cadena. | as regiones
l’uiPer\/ariaHes (CDK) estan en negrita. n la seccion 5.1 del anexo se muestra la secuencia

comP|eta del sc[:v Cﬁ.

1.4.2 EXPRESIONY RENATURALIZACION

Lucgo cambiamos a una cepa de cxpresién, .o coll FB2i151, que lee el
codén ambar como stop y Proclucc los sc[v de manera soluble. Se ensayaron
distintos Protocoios de induccion, variando la densidad o'Ptica a la cual se inducen
los cultivos (0,6; 0,8 Yy 1), la concentracion de ||} (G utilizada (0,5 mM o 1mM final),
la temperatura de induccion (57, 50 y ZO"C) Yy la Prescncia de glucosa en el medio
de cultivo inicial. | os Protoco]os cnsagacjos dan como resultado distintas
cantidades de Protcina final y distintas fracciones activas. | a fraccion activa de un
amticucrpo es el Porccntajc activo rcspccto del total de Protcina Producido. For lo

tanto se e!igio’ la mejor relacion cantidacl/actividacl, siendo el Protocolo final:

[nocular con un cultivo saturado ZxYT~AmP~G|u (dilucion 1:100), crecer a §7°C
hasta D05OO=1, cen’crhcugar Yy resuspen&er en medio ZxYT~AmP (Iibre de glucosa) con
imM PTG, inducir 16 horas a 20°(C. (osecharlas c¢lulas y Purhcicar los sc[7v del esPacio
Periplésmico mediante columna de rn'quel‘ (Con este Protoco]o la fraccion activa obtenida es

alrededor del 4% (Figura 1-1%).



}:igura 1-13. Purificaciéon en columna de m’qucl de

un extracto Pcriplésmico del scfv C5. A la FTWIW2W3E1 E2 E3 E1 Mk
izquierda se muestra un western blot, los lavados se
indican como Wn Yy las fracciones eluidas T n. A la T g = 28 KDa

derecha se muestra un gcl tefiido con azul de

coomasie del eluido 1.

No fue Posible obtener un sc["v 4 activo con ninguno de los Protocolos
cnsaga&os a pesar de que la proteina se Procluce y Purhcica adecuadamente. [ n
estas condiciones un [ | |SA de los cuatro anticuerpos recombinantes contra la
proteina T P28 se muestra en el Panel izquierdo de la Figura 1-14. Por lo tanto
sometimos todos los anticuerpos a un ensayo de renaturalizacion (reFolding) in vitro.
Bajo estas condiciones el sc[v |4 recobra actividad pero la actividad origina] de
aquc”os sc] v activos se ve disminuida (Figura I1~14, derecha). For esta razon
continuamos caracterizando las Propicdades de los sc[v C5 y 57 que constituyen

un par Vi-V| con Pépticlo de union corto y ]argo, respectivamente.

25 1| 8-C5 e g 5N 25 1|78 cs
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Figura 1-14. Reactividad en [T | JSA de los cuatro sc[Fv derivados del mAb 17.2. Ala izquicrda se
muestran todos los scv Purhcicados del espacio Periplésmico ya la derecha los mismos luego del

ensayo de rcholc{ing.




Dado que la longitud del Péptido de union determina el grado de
oligomerizacién de los scFv (Kortt Yy col, ]997) utilizamos una columna SuPerdex~
200 para comparar el estado de los scf:v C5 Y 57. La Figura I-15 muestra que el
scfv C5 puro se comporta como dimero, mostrando un Pico que corresPonde
aproximadamente a 55 k|Da mientras que el scfv B7 corre como monémero, con un

Pico que corresponde a aProximadamente a’0 kDa.

A 5 , A
0'125_5 oy . Flgura 1-15. Cromatogra]cya de los scfv
o 46 i
T —
o100+ 8 ¢ —
g “i ‘ Cj Y 57 puros en Supcrclcx 200. [ n el
0,075 25 a0 15 40 45
Tiempo (min) . . . . .y
£ 0,050 i i akDe Panc| superior se indica el tiempo de elusion
o
= 0,025 4 43KDa
x2 /\/\ /\ de los marcadores de peso molecular:
« : ; - - >
[ 29 31 35 43
E BPSA 67 kDa, Ovoalbumina 43 kDa,
E A A L |
o uimotripsinogeno 25 kDa y Ribonucleasa
< ScFv C5 9 psinog Y
0,100+ Dimeros 0,100
0,075+ 0,075 4+ A 4 I<Da. Se indica también la regresion
Scfv B7
0.050 1 2030 MonSmros lineal de los marcadores R*=0,962. Fn el
0,025} 0,025 /\
- , - Panel inferior se indican los tiemPos de
Ll T Lol
29,5 34,5
Tiempo (min) elusion para los scI:v Cﬁ Y 57‘

1.4.3 CARACTERIZACIONDE. L OS scfv

(Como se describié en los antecedentes, el mAb 17.2 reconoce las cinco
proteinas ribosomales [ de 7. cruzi. | sto se debe a que cuatro de ellas poseen e
epitope Ki bR TcF‘iOL, TCFI B, TCFZOL Y TCFZB Y la quinta, TCFO que posee un
ePitoPe muy similar. De la misma manera, todos los scf v derivados del mAb

reconocen las cinco Protefﬂas F Presentes en extractos totales de 7— Cruz/G:igura



1-16 A) [~ stos anticuerpos reaccionan con Parésitos )Cgados en ensayos de
inmunofluorescencia indirecta mostrando un Patrén de tincion granu]ar y

citoplasmatico, caracteristico de una localizacion ribosoma igura 1- .
topl t teristico d local b | (Figura 1-16 B)

scFv mAb
A C5 17.2 E)

mAb 17.2

PO — — 32

P1f —> scFv B7 scFv G12

p——
P2a __,
P20 — =3

o his tag

f:igura 1-16. Reactividad de los scfv contra las Protct’nas ribosomales F de T cruzii A. Western
blot del scfFv C5s Yy mAb 17.2 contra fracciones Purhcicaclas de ribosomas de T . cruzi. A la izquicrda
se indican las 5 Proteinas [ identificadas. B Inmunohistoqufmica de Parésitos Fﬂados con los scfv Yy

elmAb 1 7.2.1 os controles de antfcuerpo con)’ugac]o Yy anti-} |9 se indican en la base.

Mediante la técnica de “SurFacc Flasmon Resonance” (5FR} (Malmqvis’c,
l999>, se estudiaron las cinéticas de los sc[7v C5 Yy 57 Yy se compararon con la del
mAb 17.2. Se analizé también la capacidad de reaccionar de manera cruzada con el
Péptido HZéR, correspondiente al scgunclo bucle extracelular del receptor beta 1
adrcnérgico (Bj~AR). Fara esto, utilizamos un cquipo Piacore 3000 con tres

comciguracioncs distintas de trabajo, tal como se Cjémp]hcica a continuacion:
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Bivalent scFv
Diabodies

O

scFv

A sc[v como liganclos

(tilizando un CHP que Fﬂa niquel en una matriz
NTA, se {:jaron los sc[v Cs Yy B7 mediante la

marca de histidinas y se ingectaron en solucion la
proteina recombinante | c<[28-11]5S Yy el Péptfdo
Hz26R.

B. sc['v como analitos

@) _,
O

C. |nhibiciones

I n este tiPo de ensayo se utilizé el Cl’liP
descripto anteriormente donde se inyectan
concentraciones distintas de PéPtic{o Ki3 Yy
HZéRjunto con los sc[7v a fin de obtener las

constantes de inhibicion para cada PéPtfc{o.

SIS
H2ER Peptide

GST TcP2j R13 Peptide

Protein

uti!izanclo un Cl’np CM>5 que  une

covalentemente las moléculas, se Fﬂé la Protet’na
recombinante TcFZB—GSTJunto a un control

de GST y se inyectaron en solucién los scf7v
Cs yb7.



Freviamente, se habia determinado para el mAb 17.2 un Kd por la Proteina

TCFZB recombinante de 3 nM (anticuerpo como ana]ito) Yy utilizando el Péptido

Ki3, un Ki=+OO nM (inhibicién) (Mahlerg col, ZOOI).

[T n condiciones en las cuales los scf v se utilizaron como ligandos, el C5
mostro un K& por TCFZB similar al mAb 17.2, 8nM pero el scf:v 57 mostro una
menor afinidad por la Proten’naJ Kd= 4+6nM. Sin embargo, al utilizar los scf v como
analitos sobre la Proten’na TCFZB~65T la afinidad aparente para C5 fue 0,2nM.
Utilizando las mismas condiciones para el scf:v 57, se obtuvo un kd= 20nM. [ _stos
resultados subragan |a imPortancia de la avidez de las construcciones déjando en
evidencia el caracter dimérico de (U5 a diferencia del estado monomérico de B7.
Otra resultado importantc es que elscfv(Cs posce mayor afinidad por TcFP28 que
elmAb 17.2, por lo que Puede serun mejor modelo para el estudio de las reacciones

Cruzadas.

Aunque el mAb i7.2 habia mostrado en trabajos Previos (Mahler y col,
2001) la capacidacl de estimular el 8,-AR, no habia sido Posible medir de manera
directa esta interaccion. Ahora, utilizando el scl v C5 como liganclo G:igura 1~1 7),
fue Posiblc obtener una constante de afinidad por HZéR (iOMM) que nos Pcrmitc
comprcndcrg analizar la capacidad de estos anticucrpos para reaccionar de manera
cruzada con el receptor cardiaco. | a relacion entre las afinidades por los Péptidos
K13 Yy [126R obtenida, pone en evidencia una afinidad 20 veces menor por el
Péptido derivado del 8,-AR (Tabla 1-4). | eniendo en cuenta que la afinidad por
los Péptidos es menor que por la Protefﬂa completa no seria extrano que la afinidad

real POF C! rcccptor 5€a mayora la ca]culada.
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Figura 1-17. Mediciones en Biacore. AgC Corresponc{cn al sc["v (C5 utilizado como ligando con
los Péptidos Ki» Yy [426R en solucién, respcctivamcnte. | as concentraciones utilizadas de cada
PéPtic{o se indican en los sensogramas. BgD CorresPonden a los ensayos de inhibicion de la

interaccion scfv (C5-] <28, conlos PéPtidos Ki3 Yy [126R en solucién, respectivamente.

| a espechcicic{ad de la interaccién entre el Péptido [H26R Yy el scfv C5 fue
confirmada luego conlos ensayos de inhibicion de la interaccion entre (5 Yy TcF2s,
obteniéndose un ]C5o= i Z}JM [T nel mismo ensayo, se observa con el Péptido Ki»
un }C5O=725HM. Si comparamos nuevamente con los resultados obtenidos en los
ensayos donde scfv (C5 se utilizd como liganclo) encontramos nuevamente una

afinidad 20 veces menor por el Péptido derivado del p-AK.

A\ continuacion se resumen los parametros cinéticos obtenidos en Piacore

para los sc}:v C5 Yy 57 en las diferentes comciguraciones ensagacjas (Tabla l—-‘!-).



Tabla 1-4. Farémctros cinéticos obtenidos en los ensayos de SFR Se indican las tres

conFiguracioncs cnsayac{as para los scfv(Cs Yy 57. NRK, no realizado.

| igando Annalito Inhibicién
Tel2p Kd=8nM Kd=0,2 nM NR
OB R Kd=iopM NR |Csom12 1M
Ug NE) K d=604 nM NR |Cs0=725 oM
E TeF2s  Kd=t6nM Kd=20M NR

| a capacidad para reconocer y unir al B-AR fue determinada iucgo por
inmunolﬂis’toquimica, utilizando células CHO establemente transfectadas con el B~
AR humano. Tanto el sc]:v C5 como el 57 tiien las células tranchctadas,
observandose Principa!mente una marcacion en la membrana Yy el citoP[asma‘ [ sta
reaccion fue comPeticla exitosamente con los PéPtic{os Ki3 y r‘126K, demostrando,

una vez mas, la esPechCicidacl de la reaccion (]:igura 1-18).
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Figura i-18. ]nmunohistoqufmica sobre células CHO~B,. | as reactividades de los sc["v (5 y B7 Yy
los mAbs i 72 yanti-Bi se mucstranjunto alos controles de anticucrpo conjuga&o Yy anti~]—“”5, como

asi tambi¢n la comPeter\cia conlos PéPticlos HZéKﬁ Ki3.

144 ACTIVACIONDFE L 8;-AR

El B,~AK es un recep’cor de sicte pasos transmembrana acoplac{o a Pro’ccina
Cas. Como Proclucto de la activacion, la Protcn’na G heterotrimérica hidroliza C]TF
y se disocian sus subunidades, la subunidad (Gas activa la adenilato ciclasa que
Produce el Primer mensajero intracelular de la cascada de sealizacion, el AMF
ciclico (]:igura 1-19). Luego el AMFc activa la proteina quinasa A (PKA) y ésta
fosforila miles de moléculas blanco en la célula. [~ stos eventos /n vivo se traducen en
aumento de la fuerza de contraccion de los cardiomiocitos, de la frecuencia de

latidos Yy de la velocidad de conduccion del nodulo atrio-ventricular (A V).

cAMPe

Figura 1~19. Esqucma de la activacién del 8,-AR. A. [ receptor es activado por un ]igando y se

Produce un cambio conformacional en la cara citop|asma'tica. B. [ sto Permi’ce la interaccion con la

Protel’na (G heterotrimérica. C ﬁ_sta hidroliza (GTF y se disocian sus subunidades. [D. | a



subunidad (G activa una enzima de membrana, la adenilato ciclasa, que sintetiza el Primer mensa_jero

de la cascada de senalizacién el AMF ciclico (c AMP).

[ lhecho de que los sc["v se unan al receptor no imP!ica que tengan un efecto
sobre la activacién de este. For lo tanto, las mismas células fueron utilizadas para

determinar las Propiec{ades Farmaco]égicas de los scfv Cj Yy 57 Y comParar]as con
las del mAb 17.2.

De esta manera, la activacion del B-AR fue seguida midiendo los cambios en
la concentracion de AMFC, Primer intermediario de la cascada de seﬁalizacién, al
someter las células en cultivo a distintos tratamientos con los aﬂticuerPos y también

con agonis’cas beta adrenérgicos como el lsoProterenol (]50) (I:igura i~ZO>‘
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f:igura 1-20. Cambios en los niveles de AMFC en células establemente transfectadas con el B,~AR
humano. | as células fueron incubadas con distintas concentraciones de scfv (5, scfv 57, mAb
17.2 y mAb anti-B;—AR‘ E_n el caso de 57 las barras claras rePrcscntan el agregaclo del sc[:v solo

mientras que las barras oscuras representan el agregado del scI:v mas isoProtereno| iOnM. Los



asteriscos indican los resultados estadisticamente diferentes para el ensayo con y sin isoProtereno,

P<0,0§ test de Student.

E_l scf v Cﬁ, al igua] que el mAb 17.2 tiene la CaPacidacl de estimular al B~
AR en funcion de la concentracion. E_s’ce fenomeno también se observé con el mAb
esPeciFico anti-B-AK, que reconoce la region del segundo bucle extracelular del
receptor (Mobini Y col, 2000). | n estas condiciones el scf v 57 no tiene efecto
aparente sobre la Procluccio’n de cAMFP. Como control Positivo del ensayo se
utilizé ISO ijJM, un potente agonista del receptor. Luego buscamos una
concentracion de |90 que tenga un efecto sobre las células comParab]e al de los
anticuerPos, aprox 10 nM, para estudiar los efectos de la adicion de los scf v y el
agonistajuntos. De esta manera se puso en evidencia que el scf'v B7 tiene la
caPacidad de Hoquear la activacion del receptor inducida por ]SO I stos
resultados indican que el sc'v B7 (monomérico) se une al receptor actuando como
antagonista, mientras que el scr;v C5 (dimérico) se une al receP’cor actuando como

agonis’ca.

[ stas observaciones fueron luego confirmadas in vitro, estudiando el efecto
de los scf v en la frecuencia de latidos de cultivos de cardiomiocitos de rata
neonatales que laten esPonta'neamente. En este ensayo el scf:v C§ tiene un efecto
cronotrépico Positivo que es totalmente desplazado por el agregado del bloqueante
beta adrenérgico Propanolol (]:igura 1-21) indicando una activacion espcchcica del
B,—AR. E] sc]:v 57 no induce ningtjn efecto pero cuando se lo agrega antes que el
19S50 Puedc bloquear los efectos cronotrépicos Positivos inducidos por el agonista.
| a intensidad de los efectos descriptos &epende de la concentracion de scfv

utiliza&a, con un efecto maximo a 250 nM. [~ stos resultados confirman la actividad



diferencial de un mismo an’cicuerPo en estado dimérico (Cﬁ) o monomérico (57)

sobre el B]~AR.
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For altimo se realizé una caracterizacion Fisio!égica de los scf v Cﬁ Yy ]57,
ensayanclo los efectos /n vivo por transferencia Pasiva de los an’cicuchos
recombinantes a ratones Y monitoreo constante del electrocardiograma (ECG) E]
ensayo consiste en anestesiar los ratones, tomar un ECG de referencia e ingectar
de manera intravenosa lSO, SC]:V Cﬁ, SCFV 57 Y SCFV 57 seguiclo de lSO

(]:igura 1-22).

Ritmo basal «.\__h__A L _h A _J_ A _h_k
f:igura 1-22. Transxccrcncia Pasiva de los scfv

Cs Y B7. A Un ECG representativo del
tratamiento de ratones BALB/C con 200 p! de 10 Minutos "‘“wumm“ﬁ*

aMinutos Ak A A_A AR A AR A



scl'v C5 250 nM v B Aumento de la B
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frecuencia cardiaca inducida por los sc[venlos | o Zechosl .. ' |
50

distintos tratamientos, a los 10 minutos post ¢ T

inyeccién. | as dos barras negras con ISO

anla

IuM corrcsPondcn a las dos grupos o LI I"i—l |I:

exPerimenta|es (C5 y 57)

| os asteriscos indican los resultados estadisticamente diferentes de los tratamientos con solucion

salina solamente P<O‘05 enun test de Studcnt

E_] scf v Cﬁ induce un aumento signhcicativo de la frecuencia cardiaca al
ingectar 200 }Jl de una solucion 250 nM, lucgo de 10 minutos de tratamiento. E_]
mAb 17.2 tambien induce un aumento de la frecuencia cardiaca al inyectar 200 }Jl de
una solucién 200 nM, luego de 30 minutos de tratamiento (dato no mostraclo). [~ sta
diferencia en el tiemPo de respuesta se Puecle deber al tamafio de las moléculas
utilizadas. El sc[ v es 5 veces mas chico que el mAb y le Puede Permitir mayor
Penetrabili&ad Yy ra'Picla bio-distribucién. [ n los dos tratamientos clescriptos se
observan en los [ (C(G anomalias de rePolarizacién Yy Hoqueo AV de Primer grado.
Luego de los tiemPos citados en cada caso la frecuencia de latido basal se recupera

lentamente.

| a inﬁeccién de ISO (2 mg/kg) induce un marcado aumento de la frecuencia

cardiaca. Mientras que el tratamiento con el scf v 57 no Producc efectos notorios

enel T CG. Cuando se inyecta Primero el scfv B7 y 5 minutos c]cspués el 190,

se blociuea la taquicardia inducida por el agonista. [ ste efecto se logra solo de esta



manera ya que si se inyectan ambas sustancias al mismo tiemPo o0l |S0O Primero no

sSE PUCCIC desP]azar C] C]CCCtO C{Cl agonista.

1.4.5 MODELODFEL FPARATOPE. DEL ANTICUERPO

| a existencia de la estructura tridimensional de un anticuerpo FDB
INDBV) con alto grado de homologia con las cadenas Vi y V| del mAb 17.2 nos
permiticron la creacion de un modelo estructural del paratope. | a estructura
utilizada corresponde a un anticuerpo anti-ADN cristalizado con una resolucién de
2A (Herron y col, 1991). A nivel de aminoacidos ambas cadenas Vi y V| del
iINDBV tienen un 86% y 71% de identidad con las correspondientes cadenas del
mAb 17.2 (Figura 1-23). [~ sto nos permitié construir un modelo in silico realista del
sitio de unién al antigeno y Fgar los pe¢ptidos derivados de Tc["28 y del 8-AR para

comparar las bases estructurales de la reactividad cruzada (]:igura 1-24).

CDR1 CDR2
DNA H: 1 EVOPVETGGGLVQPKGSLELSCAASGFSFNINAMNWVROAPGKGLEWVARIRSKSNNYAT 60
EVQ E+GG LVQPKGSLKLSCAASGFSFN NAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSK NNY+T
17.2H: 1 EVQLEESGGRLVQPKGSLEKLSCAASGFSFNTNAMNWVROAPGKGLEWVARIRSKINNYST 60
CDR3
DNA H: 61 YYADSVEDRFTISEDDSQNMLYLOMNNLETEDTAMYYCVRDQTGTAWFAYWGQGTLVTVS 120
YYADSVEDRFTISRDDSQ+MLYLOMNNLETEDTAMYYCVR T YWGQGTLVTIVS
17.2H: &1 YYADSVEDRFTISRDDSQSMLYLOMNNLKTEDTAMYYCVRGTT====== YWGQGTLVTVS 114
CDR1 CDR2

DNA L: 1 DVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHSNGNTYLHWY LOKPGQSFEKLLIYKVSNRE 60
++VMTQ+PL+L V++G ASISC+SSQOSL+ S+G TYL+W LOQ+PGQSPEK LIY VS
17.2L: 1 ELVMTQSPLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLORPGOSPKRLIYLVSKLD 60
CDR3
DNA L: 61 SGVPDRFSGSGSGIDFTLEISRVEAEDLGVYFCSQSTHVPLTFGAGTE 108
SGVPDRF+GSGSG DFTLKISRVEAEDLGVY+C Q +H P TFG GTK
17.2L: &1 SGVPDRFTGSGSGTDFTLEISRVEAEDLGVYYCWQGSHFPYTFGGGTK 108

}:igura 1-23%. Alincamicnto de secuencias. | a secuencia de aminoacidos de las cadenas VH Yy VL del
mAb 17.2 (17.2H y 17.2L rcsPcctivamentc) son comparaclas con las del anticuerPo anti~ADN
utilizado como molde (DNA H Yy DNA L. | os residuos del mAb 17.2 que establecen contacto



solo con el Pépticlo derivado de T c[28 estan en rojo, aque”os exclusivos del Péptic‘o derivado del B~

AR estanen azul y aque”os que establecen contactos con ambos Péptic{os estan en verde.

Los Péptidos que se modelaron en la estructura son residuos de 10

aminoéciclos, derivados del extremo C~terminal de TCFZB, FDDDMGEGLE y
del segundo bucle extracelular del B]~AK, ESDEARKCYN La Figura i-24

muestra que 9 de los 10 aminoacidos del péptido derivado de Tc[28 podrian
interactuar con 25 residuos de los (_[DRs, formando dos uniones salinas ((Glui-
Arg 152 y Asp4—|_ys | 58) y 9 puentes de hidrégeno. [ n comparacion, 9 de los
10 aminoacidos del peéptido derivado del 8,-AR aparecen interactuando con 21
residuos de los (CDRs, formando tres uniones salinas ((Glui-Arg 152, Glui-Arg
50y Glut-l ys | 58) y 12 puentes de hidrégeno (Figura 1-24). Mas aun, la [hes
del péptido derivado de T c["28 queda rodeado de 4 residuos hidrofsbicos (T yr
137, Leul 55 Trp 94y Tyrli101) mientras que la Tyr9 enel péptido derivado
del 81-AR queda rodeado de 3 residuos aromaticos (Tyr |37, Phe [ 99 4y Tyr

| 101). [ stas diferencias son las Principales responsables de la baja energia
intermolecular ca]culada, ~-965 Kcal/mol para el complejo del Pépti&o derivado de
TCFZB y el an’cicuerPo comParada con ~504 Kcal/mol para el compiejo del Péptido

derivado del B]~AR3 el anticucho.

El modelo nos Permitié estimar que el nimero de residuos en contacto,
entendido como el numero de residuos que tienen al menos un 4tomo a 5/\ de cada
residuo (12 de la \/H y 15 de la \/L para la interaccion del Péptic{o derivado de
TCFZB y el sclv, y i de la \/H y iz de la \/]_ Péptido derivado del B-AR Yy el
an’cicuerp@) en el paratope es similar. Otra observaciéon interesante que se

c}csprendc &cl modclo es que 20 de los residuos que estan en contacto con Péptido



derivado de TCFZB estdn en contacto con el Péptido derivado del R-AR, lo cual

exPlica la caPaci&ad dC reaccionar dC manera cruzada con ambos CPl’tOPCS. FOF

altimo es de destacar que los residuos i y D+ del PéP’cido derivado de TCFZB)
(EDDDMGFGLF) establecen la mayor cantidad de uniones con el Paratope,

dcjanclo en evidencia una vez mas la imPor’cancia de estos residuos tal como se

determind con la técnica de rcempiazo por alaninas para e mAb 172

(EclchmG]:gl]C )(Ma"'lcry Col, 2001 ) n la interaccion con el Péptido derivado de
B-AR, estas Posiciones estan ocupadas por el i Yy 4 (ESDEAKKCYN),

siendo los Puntos de unién en el Para’cope los mismos para ambos Péptidos.

[_os CDRs estan representados en
colores: CDR] iceleste, CDR] 2
azul,  CDRL3»  azul  oscuro,
CDRH1 naranja, CDR2 rojo y
CDRIH» marron. | _os aminoacidos

del paratope involucrados  en
interacciones electrostaticas con los
residuos del Péptido i Yy D4/ 4+

se rePresentan como sticks.

Figura 1-24. Modelo del paratope del
anticuerpo. A la izquierda se muestra el
modelo con el péptido derivado de
Tecl28 y ala derecha con el peptido
derivado del B,-AR.




1.4.6 OTROSBLANCOSDE ] OSscfv

Mal'llcr Y col, 2004; describieron que la fraccion inmunoPuriFicada de anticuerpos
anti-R 1% del suero de Pacientes con Cardiomiopatia Chaga’sica (Crénica, Puecle tener
distintos efectos sobre los receptores cardiacos. Mediante cultivos de cardiomiocitos de
ratas neonatales se determinaron los efectos cronotrépicos de los sueros
inmunoPuriFicaclos y se encontro que algunas fracciones anti-K 1% generan un efecto
cronotrépico Positivo que se clcsplaza con Propano]o] (lo cual indica un efecto sobre el B~
AR). Pero existen otras fracciones, también anti-K 1% que generan un efecto cronotréPico
negativo que se clesplaza con atroPina (clroga antico]inérgica), lo cual indica un efecto sobre

el receptor colinérgico muscarinico de tipo 2 (M-AchR).

FPor lo tanto, utilizamos el mismo desarrollo hecho para estudiar la reactividad
cruzada con el B,-AR para estudiar la reaccion con el scgundo bucle extracelular del M,-
AchR. Sise comparan las secuencias de los Péptidos derivados de T <28, 8,-AR Yy M-
AchR (Tal:)la 1-5) se encuentra un motivo acido muy conservado lo que sugjere que este

altimo recePtor es un Posiblc blanco del anticucrpo.

Tabla 1-5. ComParacién de los PéPticlos derivados de los receptores cardiacos y TcF2s. [ a

seccion 5.3 ys4 del anexo contiene las secuencias completas de los rccePtores B,~AR3 MZ~AC}1R.

TcP2p 1o7-119  EEEDDDMGFGLID FdDDmGE

8-AR 197222 HWWRAESDEARRCYNDPKCCDFVTNR  FsDE.

Mo-AchR  169-195 VRTVEDGECYIQFFSNAAVTFG EiDE




Primero determinamos en Biacore el chado del scFv (C5 al Péptido V22(5 de dos
maneras distintas. |- n condiciones en las cuales el sc[7v se utilizé como analito, Fﬂando el
Péptido V225 biotinilado sobre un c}'n'P con estreptoavidina, se obtuvo un Kd=90nM
(TaHa 1-6). n la misma conFiguracio’n, sobre TCFZB, el scfv Cﬁ tenia un Kcl=O,ZnM, lo
cual indica una afinidad 500 veces menor por el PéPtido derivado del receP’cor M;;-ACI‘IK.
Lucgo, realizamos un ensayo de inhibicion de la interaccion T c[28-scfv (5 con el Péptido
\/27_6 libre. Como se muestra en la {:igura 1-25, se obtuvo un ]C50=59‘1~nM. Al comparar
este resultado con los obtenidos para los PéPticlos [H26R Yy K13 vemos que el Ki para el

Péptiéo \/ZZG es similar al del Pépticlo Ki», ambos menores al registrado para el Péptic‘]o
[H26R (T abla 1-6).

Curva de inhibicion con V22G
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f:igura 1-25. Curva de inhibiciéon de la 20
0 .
interaccion | cf2B-scf’v (C5 con el
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PéPtido V220 por la técnica de SFR. (M2]nM

T abla 1-6. Parametros cinéticos obtenidos para los distintos PéPticlos cnsayaclos. Ver tabla 1-5 por

la referencia de los Péptidos.

V22G V22(-biot

Kd=2%nM Ki= 400 nM

Kd=0,2 "M Ki=2%0nM Ki= 600 nM Ki=40nM Kd=90nM




" stos resultados indican que in vitro el Pegado al PéPtic{o derivado del segun&o
bucle extracelular del M,-AchR (V22(5) es mas fuerte que el chaclo al Pépticlo derivado

del B,~AR (HZéR}, por lo tanto estudiamos la caPaciclacl para reconocer al recePtor nativo

enla suPerFicie de celulas CHO.

Uti]izamos células CT”IO establemente transfectadas con el M2~AChR
humano. Tanto el SCFV C§ como el 57 tiien las células transFectadas,
observandose Principalmente una marcacion en la membrana y el citoplasma‘ [ sta
reaccion fue competicla exitosamente con los Péptidos Ki3 y V2235, demostrando

la esPechCiciclad de la reaccion (Figura ]-2.6).

scFv C5 scFv B7 mAb 17.2 Anti-M2 mAb Anti-His Ab Conj

células CHO

células CHO-M2

células CHO-M2 + R13 células CHO-M2 + V22G

f:igura 1-26. lnmunohistoqux’mica sobre células CHO-MZ | areactividades de los sc["v (5 Yy B7 y
los mAbs 17.2 Y anti~MZ se muestranjunto a los controles de Ac conjugado y Ac anti~r”5, como

asi también la competencia conlos Péptidos V220 y Ki3.



1.4.7 ACTIVACION DEL M,-AchR

El MpAchR es un receptor de la misma familia que el B-AR (siete pasos

’cransmembrana) pero esta acoplaclo a Protel’na Gai. Como Produc’co de la activacion

del receptor, la Proteina G heterotrimérica hidroliza GTF’ y se disocian sus

subuniclades, la subunidad Gai inhibe la adenilato ciclasa Yy b]oquea la Produccic’m

de CAMF intracelular ﬂ:igura l~27). /n vivo genera lﬁiPerPolarizacic’m de la

membrana del cardiomiocito por estar acoplaclo a canales de Potasio Yy disminuge la

frecuencia de latidos.
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}:igura 1-27. A\ctivacién del MrAchK. | a noradrenalina sobre el 8,-AR (R) activa la Protc:l’na Gs Yy

Pro&uce un aumento en los niveles de cAMPF via adenilato ciclasa. | a acetilcolina sobre el M,~AchR

activa la proteina Gi Yy Proc]uce inhibicion de la adenilato ciclasa, activacién de canales iénicos y otros

blancos‘



Tal como se describio para el caso del B-AR, el Pegaclo al receptor no
implica un efecto sobre la activacién de este. For lo tanto, las mismas células fueron
utilizadas para determinar las Propiedades garmaco]égicas de los scf'v (5 Yy B7 Yy

compararlas con las del mAb 17.2.

[~ n este sistema, la activacion del M2-AchR fue scguida midiendo los cambios en la
concentracion de cAMPF. | as células son tratadas con forskolina, un potente activador de
la adenilato ciclasa, que genera un aumento en los niveles basales de CAMF De esta
manera, la activacion del receptor ante los distintos tratamientos con anticuerPos Yy
agonistas quimicos como el carbacol, Producira’m una inhibicién de la activacion de la
adenilato ciclasa, con la consecuente disminucion en los niveles de cAMF. | a
interpretacién de estos resultados es, por lo tanto, inversa a la c{escrip’ca para el 8,-AR

(Figura 1-28).
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Figura 1-28. (Cambios en los niveles de cAMF en células establemente transfectadas con el
reccptor MZ-ACHK humano. | as células fueron incubadas con [Forskolina Yy distintas
concentraciones de scf:v C5, scFv 57, mAb 17.2 y mA}D anti—Mz-Ac}ﬂR‘ E_n el caso de 57 las



barras claras representan el agregaclo del sc[7v solo mientras que las barras oscuras representan el
agrcgado del sc[°v mas carbacol 100nM. | os asteriscos indican los resultados estadisticamente

diferentes para el ensayo con y sin carbacol, P<0,0§ test de Student.

| a busqueda de actividad muscarinica en ensayos de cardiomiocitos de rata

neonatales dio resultados controversiales y poco reProducibles. Fero no descarta un efecto

mixto sobre los receptores MrACHRg B,~AR,

| a atroPina (ciroga antagonista colinérgica) utilizada en ensayos de transferencia
Pasiva ratones, no Produce ningan cambio signhcicativo en la frecuencia de latido. Mientras
que el carbacol ((Jroga agonista colinérgica) Proc{uce una bradicardia Profuncla. Al combinar
in vivo los tratamientos con clrogas y anticuerpos vimos que el scfv B7 no bloquea la
bradicardia inducida por el carbacol y que el scf v C5 induce taquicarclia aun en Presencia

de atropina (igua! o menora la que induce solo).

s claro que in vivo el efecto de la transferencia Pasiva del scf'v (C5 es la
taquicarc{ia, por lo que la actividad sobre el B,-AR parece o bien enmascarar la activacion
del M-AchR o bien no suceder la activacién del M,-AchR in vivo (ver discusion). De
todas maneras este anticuerPo manifiesta la Propiedacl de reaccionar de manera cruzada

con el motivo FxxT presente en ambos receptores cardiacos in vitro.



1.4.8 NUEVOS EFECTOS FISIOLOGICOS

Matsumoto Yy col, 2006; describieron una fuerte asociacion entre la Prescncia de
anticuerpos con actividad funcional sobre el 8,-AR Yy la ocurrencia de una disfuncién visual
en Pacientes con Carcliomiopatia Cl‘xaga’sica (Crénica. [ sta disfuncion genera disminucion
de la vision nocturna Yy fue asociada a un efecto de reactividad cruzada de estos anticuerpos

sobre la Rodopsina.

La roclopsina es un reccPtor de sicte pasos transmembrana, acoP]ac]o a Proteina

(st presente en los conos Yy bastones de la retina (]:igura 1-29).

% " || =3

i
Cillary bod nner limiting
¥ Imalemla ‘)

Optic nerve

Figura 1-29. [ structura y organizacion de la retina. A la izquierda se muestra un esquema de un
corte de un ojo humano y ampliado una seccion de retina. A la derecha un diagrama de la

organizacion de la retina.

Cuando la rodoPsina recibe un estimulo luminico cambia de conformacién activando

la proteina (5 heterotrimerica, que Producira’ !uego la inhibicion de la fosfodiesterasa

(FDI), conla consiguiente disminucion del (GMPc (Figura 1-%0).




Figura 1~30. E_squema de activacion de un

it

Fotoreceptor dentro de los discos de los

bastones.

Dentro de los bastones la rodopsina se distrihugc en discos membranosos
intracelulares Presentcs en los segmentos exteriores, por lo que resultaria muy dificil el

acceso de anticuerPos aesta regién.

| a manera de estudiar /7 vivo un efecto sobre la retina es el electroretinograma
(FER@G). En este registro se Pueclcn diferenciar efectos sobre distintas regiones de la

retina, tal como se muestra en la Figura i-51.

standing potential e
} —EOG light peak
Onda C

1 c-wave
Onda A
—ERG a-wave
i tand
———ERG b-wave ERG estandar

. oscillatory potentials
STR

i s

} — pattern ERG

Potencial oscilatorio

Figura 1-31. Corte de retina y respuesta de las distintas zonas en L R(5. |_as regiones del epitelio
pigmentado (RP[D), segmentos exteriores (09), segmentos interiores (19), lamina exterior nuclear
(ONL), lamina plexiforme exterior (OFL), lamina interior nuclear (INL), lamina plexiforme interior
(FD) y lamina de celular ganglionares (GCL) se indican sobre el margen izquierdo. A la derecha se

muestran los trazos de un E_RG estandar humano Yy el Potencial oscilatorio.



FPorlo tanto realizamos |- R( en ratones sometidos a transferencia Pasiva del scv
(5 a distintos ticmPos post inyeccion. | a administracion intravenosa de 200 j.ll de una
solucion 250 nM del scfv Cs Proc{uce una disminucion sigrxiﬁcativa de la onda B. [ ste
efecto es mayor a medida que aumenta el tiempo de registro, siendo el maximo a los 30

minutos (Figura 1-32).
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Figura 1-32. ER@G de ratones BALB/C sometidos a distintos tratamientos. A. Registro
rePrcscntativo de la transferencia Pasiva de 200 }J] del sclv C5 250 nM. B Kegistro rcPresentativo

de la inyeccion de 200 H| de PBS iv.. C. Registro rePresentativo del tratamiento de ratones con

SO (2 mg/kg) iv..

[~ I tratamiento con ISO no genera disminucién de la onda B, lo cual Poclrl'a indicar
que lo que se observa con el sc[v (C5 no es un efecto sobre el ,-AR en la retina, o bien

que el ISO, al serun agonista beta adrenérgico genera], activa otros blancos. Sc sabe que



el ]SO clisminuge las resistencias vasculares Pcrhcéricas por rclajacio’n de la musculatura lisa

arterial yesto Puedc ser rcgistraclo como un efecto Potenciado enel T RG.

Otro efecto notorio de la transferencia Pasiva del scf v C5 es la disminucion casi

total del Potencial oscilatorio que reﬂeja una accién sobre la capa interna de la retina

(Figura 1-3%).
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1.4.9 INMUNOHISTOQUIMICAEN CORTES DE RETINA

Dado que no se ha rePortado en la literatura la distribucion del B,-AR en retina,
realizamos en colaboracién con el Dr (we Wo|1cgang (Mainz, Alemania),

inmunol’yistociuimica en cortes de retina de ratén. Se compararon la marca del mAb anti-B -

AR, ladelmAb 1 72y el scfv Cs (]:igura 1-34).



f:igura 1-34. ]nmunolﬁistoqufmica en cortes de Retina. A la izquierda se muestra la marcacion del

mA}J anti- B,~AR3 ala derecha se muestra la marcacién del mAb 17.2.

Las inmunofluorescencias muestran zonas de marcacion en comin, como la lamina de
células ganglionares (GC) Yy la lamina interior nuclear (INL), pero existen también otras
zonas de marcacién diferencial. Al comparar este patrén con el del scfv C5, vemos que la
distribucién de marca es similar ala del mAb 1 7.2 (Figura 1-35). [ patron de F R(G de los
ratones tratados muestra un cambio gcncral en e registro, disminucién de la onda B Yy

disminucién de los Potenciales oscilatorios. | odos estos datos son consistentes con un

efecto de los anticuerpos sobre la capa interior de la retina (]NL, lFLﬂ GLC)

f:igura 1-35. ]nmuno]ﬁistoclufmica en cortes de Retina. A la izquiercla se muestra la marcacion del sc

f:v C5 ya la derecha se muestra la marcacion del mAb 17.2.




1.4.10 BIODISTRIBUCIONDEL scfv Cs

Realizamos un ensayo de biodistribucién en ratones, inyectanc{o el scfv Cs
intravenoso, marcado con iodo 125 (Demartis Yy col, 2001). Analizamos la Presencia de
marca en corazon, ojos, cerebro, bazo, l‘n’gaclo, rifnon y sangre a tiemPo 5, 10, 20 y 40
minutos. [ n la mayoria de los tejiclos se observd la misma cinética de distribucion que
consiste en un Pico maximo a los 10 minutos scguido de un descenso brusco Yy estabilizacion

de la marca. Fcro esto no sucedié en corazén yen ojos.

Higado Y rifon comPar’cen el 60% del total de marca inﬂectado. Como es de esperar,
estos téjidos constituyen las vias de absorcién inmediata del scfv. | a Permanencia en
circulacion es baja, encontrandose alrededor de un 9% del Proclucto ingectado a las 40
minutos (f:igura 1—56). E_sto se relaciona con el tamafio Pequeﬁo del sc]:v, lo cual genera

una gran Penctracién yuna ra'Picla adsorcion en los tcjiclos.
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f:igura 1-%6. Distribucién del scfv C5 in vivo lucgo de la transferencia Pasiva. Se muestran las
cinéticas en Kifion, 5angre, (orazén Yy C)Jos alos ticmpos 5, 10, 20 y 40 minutos post inyeccion en

funcion del Porcentaje del total de marca ingectacla‘

[" n corazén se observa un Pico maximo a los 10 minutos, coincidente con el
efecto cardiaco maximo observado en los ECG y lucgo una disminucién gradual
(]:igura 1—56) La cinética que se observa en los ojos consiste en un aumento
sostenido de la marca en funcion del tiemPo, siendo el maximo tiemPo medido 40
minutos (Figura 1-36). [ sto coincide con el efecto funcional sobre la retina
registrado con los F R, donde el efecto maximo se obtiene en el tiempo maximo de

registro (30 minutos).

1.4.11 CRISTALOGRAFIADE L OS ANTICUERPOS

n el marco de una colaboracion con el Dr T“long Ming (Albang, New York,
(USA) se comenzé con la cristalizacion de los anticucrpos recombinantes (5 Yy B7
con los distintos Pépti&os asociados. [ara esto, fue necesario sacar el cpitope MIC
presente en el vector Pch” ya que es muy Hexible y no colabora con la formacién
de los cristales. For lo tanto subclonamos los scFv C5 y 57 en el vector PETZZE+
que solo posce marca de histidinas. A] igua] que el vector Pch” este dltimo tiene
una sefial de localizacion Pcrip!ésmica. il promotor es elde T7 y se utiliza una cepa

de . coli Bl2ien la que el agrcgado de I[P TG induce la sintesis de la ARN

Polimcrasa de 17 que lucgo comienza con la transcripcic’m del vector. [” nteoria este



sistema es mas activo que la clasica induccion del promotor | ac pero en nuestro

caso se obtuvieron niveles similares de expresién Yy actividad (Figura 1—57).

B7 B7 Cc5 C5
pHen Il pET22 pHen Il  pET22

Figura 1-37. T incion con azul de coomaise de la expresion de

g P

los scfv C5 Y 57 en los dos sistemas Procariotas utilizados.

Los scf:v en Tﬂen” se expresan en }‘lbliﬁi los scFv en
p P Y

PETZZI}F en BLZI

Los resultados de los cristales de los scFv aun se estan analizando pero se

ha finalizado con el analisis de los cristales de la region Fab del mAb i17.2 unido al

Péptido R13 (Figura 1-38).

}:igura 1-38. [ _structuras derivadas de cristalogra)cl'a. Ala iquJicrda se ve la estructura del complcjo
Fabi7‘Z~RI 3. A la cierec!'la, Parte superior se muestran las comParaciones estructurales con el
modelo in silico (izquierda \/H Yy derecha \/L) A la derecha, parte inferior se muestran las

comParacioncs estructurales del paratope completo (izquicrcla) Yy la orientacion de los Péptic{os

(dereclﬁa). Los CDKS estan rePresentados en colores: CDRL! celeste, CDKLZ azul, CDKL§
azul oscuro, CDRH1 naranja, CDRHz2 rcjo Yy CDRH» marrén. Fon gris se compara la estructura

Producto del modelado in sifico.



La comParacién del cristal con el modelo in siico aPor’ca imPor’cantes
consideraciones. (_uando se realiza la minimalizacion energética de los modelos se
liberan las regiones de los CDstunto al Péptido, por lo que las otras regiones del
anticuerPo permanecen rigidas como en el molde. Por lo tanto solo vamos a poner

atencién en la estructura de los (CDRs y el PéPtido.

De los tres CDRS de la cadena Pesada el CDRZ Yy el 3 son los que

presentan mayores diferencias con el modelo ya que quedan un poco mas abiertos,
dandole mas accesibilidad al ParatoPe. Lo mismo sucede con el CDR] de la cadena
liviana. [~ sto en Principio no genera ninguna contradiccion ya que vimos que, de

acuerdo al Péptic}o modelado en el Paratopej este se abre o se cierra. En el cristal

se resuelven 11 aminoacidos del Pépticlo Ris (FEEDDDMGEGLED) que
son distintos a los 10 aminoacidos modelados (EDDDMGFGLF) | a Principa]

diferencia observada es la &isposicién de los residuos laterales del Péptido (Figuras

1-38 4 1-39).

Figura 1-39. [ structura comParada de la cristalograﬂ'a Y el modelado in sifico. Supcrposicién del

modelo (gris) Yy el cristal (violeta). Solo se muestran los residuos del Pépticlo en comtn. | os CDRs



estan rePresentados en colores: CDRLI celeste, CDRLZ azu|, CDRL§ azul oscuro, CDRHI
nararja, CDRHZ rcjo Yy CDRr‘b marron.

A pesar de las diferencias observadas en el PéPtido, muchos de los residuos
del paratope identificados en el modelo permanecen como residuos importantes en
P P P P

el cristal. I sto se hace muy evidente con la observacion Previa de la imPortancia de

los residuos I Yy D4 del modelaclo, I y Déen el cristal (]:igura l—‘l"O).

[igura 1-40. |nteraccion de los residuos 3 y
Dé con el anticuerpo. | os residuos que
interaccionan estan representados como
sticks, conservando los colores del (CDR al
que  pertenccen. [ os  (CDRs = estan
representados en colores: (CDR[ iceleste,
CDRL2  azu, CDRL» azul  oscuro,
CDRIHi naranja, CDRHz2 ooy
CDRIH3 marrén.

"l acido glutamico de la posicion (IF3) tiene proximos 10 residuos distintos
de los aminoacidos Thr 31, Arg 52, Asn [156 y Ser 53, Pudiendo
establecer tres uniones puente de hidrégeno con los tres aminoacidos del CDR
H2 (Figura 1-40). Algo similar ocurre con el acido aspartico de la posicion ¢ (Dé)

que tiene Préximos 1% residuos de los aminoacidos Arg Lﬁl) Gly HIO], Thr



H 102 y Thr H 103, Pu&ien&o establecer dos uniones Puente de hidrégeno con las

treoninas 102 y 107 del CDRH» (]:igura 1-40).

For lo tanto estos resultados avalan las conclusiones del modelado Yy
refuerzan la imPor’cancia del motivo FxxD en la reactividad cruzada. I ste fenomeno

se va a terminar C{C comPrendcr cuando s¢€ analicen IOS Cristales de IOS SC]:V con €

Péptido derivado del B-AR.

1.4.12 EXPRESIONENSISTEMASE UCARIONTES

Con el objetivo de aumentar la cantidad y la fraccion activa de los scfv
Proclucic}os Yy también para conocer la Posibi]ida& de utilizar estos anticuerpos para
la construccién de animales transgénicos, pasamos a sistemas de cxpresic’m
cucariotas. | n Primera instancia utilizamos el sistema de F/’C/)/a Pastor/s (Cregg Yy
col, 1993 Yy Waterham Yy col, 1997) comercializado por invitrogen. Se utilizaron
vectores que, inducidos por me’canol, secretan la Pro’ccina al medio (FicZOﬁ) pero no
fue Posib]e Producir los sc[7v en este sistema. Se detectaron niveles muy bajos de

cxpresic’m en Periodos de induccion 1argos (mas de diez dias).

For lo tanto decidimos trabajar con cxpresién en células de mamiferos
utilizando el sistema de cxprcsio’n “Free Stgle 29%” (invitrogcn, cat no K 9000-01).
[ ste sistema utiliza las células r’]EKZ&ﬂI que crecen en suspcnsic’m, en agitacion
constante, lo cual Permitc alcanzar una mayor densidad celular y por consiguiente

mayor Produccién de Protcina.



I lvector emPleado fue el pSOec | ag 2 A (invitrogen) que posee un promotor
de citomegalo virus (CMV), una sedal de exportacion de la cadena kappa de
inmunoglobulina (|gk), un sitio de clonado compatible con el vector plen]| (SFil-
Notl), una marca Myc y una marca de histidinas ([1]9) para deteccion y
purificacion. [Fn estas células el sc[v se expresa en muy baja cantidad pero la

fraccion activa es notoriamente mas alta que en [ co//'(l:igura 1-41).

For lo tanto no se utilizé este sistema para la exPresién cotidiana del scf v

pero demostramos que el anticuerpo es activo en un sistema de exPresién eucariota.

]:igura 1-41. E_xprcsién eucariota del sc['v (C5. Se tomd una muestra
§Ol<Da de 50 ul de medio de cultivo 48 hs Post transfeccion yse corrid en un gcl

SPDS, se transfirié a nitrocelulosa y se reveld con un anticuerpo anti-

HIS Esta fraccién es activa en ensayos de EL]SA}) western blot.

| a imPor’cancia de determinar la actividad del scf v en un sistema cucariota
radicé en la utilizacién de este anticuerPo para la construccion de vectores para
transgénesis. El objetivo es obtener un ratén transgénico que exprese el scr:v C5
de manera inducible para estudiar los efectos de una exposicién cronica a este ’ciPo

de anticuerpos (]:igura 1-42).
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}:igura 1-42. E_xPrcsio'n condicional del sc[Fv C5 en ratones transgénicos. (na linea de ratones
Por‘taclorcs del transacivador de tetraciclina bajo el control de un promotor tejic{o cspcchcico seran
cruzados con los ratones Portadores del scf:v Cﬁ bajo el control de un Promotor minimo CM\/ Y el
operador de tetraciclina. T n Prcscncia del ané]ogo de la tetraciclina, doxiciclina (DOX), se reprimc

la expresién ACI transgen.

| a construccion del transgen del scf v C5 se realizé en el vector PTRE*
Tig!ﬁt (BD Biosciences Clontechj FT §7ZO~5>. [~ ste vector tiene un elemento de
respuesta a tetraciclinajunto a un promotor de CM\/ minimo y la sefial de corte Yy
Poliadenilacio’n de SV4o, para asegurar la correcta expresién del transgen. Se
saco del vector PSecTag ZA el casete entero del scFv C5 inclugendo la secuencia

de expor’cacién de ]gkg las marcas M}jc e HIS y se lo insertd entre los sitios [Hind]]]

gXbal.

Todas las construcciones fueron controladas por secuenciacion. | a
Preparacio’n del inserto para la transgénesis se logré por digestién con la enzima

BsBl, que libera un Fragmento de aProximadamente 1300 bases que abarca desde



el promotor hasta la sefal de Poli A de 5\/+O. [~ ste inserto se Purimcica en ge] Yy el

Producto se liofiliza (]:igura 1-43).

f:igura 1-45%. Digcstién de los transgenes Cj Y 57. ]zquierda Cs Yy

derecha B57. | a banda inferior correspondc al transgen comPlcto Yy la

suPcrior al vector residual.

™ n estos momentos ya se realizo la transgenesis y se esta analizando en e

laboratorio la Presencia del transgen del sc]:v Cﬁ enla Primera camada de ratones.
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Aunque muchos estudios han Propuesto que Protel’nas del Parésito Pucden generar
anticucrpos con caPacidad para reaccionar de manera cruzada con Protel’nas del
hospeéac{or generanc{o dafo tisular y/o alterando funciones Fisiolégicas normales, solo
existian hasta ahora evidencias Parciales (Giorclancngo Yy col, 2000; Hernandez-Munain Yy
col, 1992; Hernandez-Munain Y col, 1993, 5nar3 Yy col, 198%; Sterin-Porda Yy col, 1986).
[ ste trabajo fue disemado para demostrar claramente que anticucrpos clirigiclos contra la
region (~terminal de las Proteinas Pde 7 cruz/Pueclen estimular receptores cardiacos Yy
para definir de la manera mas Precisa Posible las bases moleculares de esta reaccién

cruzada.

[ studios Previos del laboratorio demostraron que la inmunizacién con la Proteina
ribosomal | c[’28 induce alteraciones en la frecuencia cardiaca, asociada a niveles elevados
de anticuerPos contra la region (_~terminal, Pépticlo Ki» (LOPCZ—BCI‘gami Yy col, 1997;
2001; 2005). I~ stos Protocoios fueron utilizados Iuego para Producir un anticuerpo
monoclonal anti-R 13, lamado mAb 1 7.2. [ ste anticuerpo reacciona con las cinco proteinas
P del Para’sito en ensayos de western blotg muestra una marcacion citoPIasma'tica Yy granular
en ensayos de inmunofluorescencia. | ambi¢n fueron demostradas las Propiec{ac{es
cronotréPicas Positivas en cultivos de cardiomiocitos de ratas neonatas (Mahlcr Yy col,
ZOOI). Sin cmbargo, en estos trabajos, no se ha demostrado la union del mAb 17.2 al By~
AR, como tampoco la interaccién con el Péptido correspondicntc al segundo bucle

extracelular del B,-AR (HZéR) en ensayos de 5FR Esto altimo es Probab]e que se deba

ala baja afinidad por el Péptic‘o derivado del recePtor.



Fnel presente trabajo se construyeron cuatro anticuerPos recombinantes de simple
cadena (sc[7v) derivados del mAb 17.2. Dos de ellos, clonados en sentido Vi-V| con
distintos Péptic{os de union (C5 y B7), presentaron nuevas caracteristicas con respecto a
las del mAb 17.2. EI scf v C5 demostré ser dimérico y tener mayor afinidad por la Proteina
TCFZB que el mAb i7.2, mientras que el scFv B] demostré ser monomérico y tener una
menor afinidad por la proteina TcP2s que el mAb 17.2. [ stas diferencias no son solo
Producto de la avidez ((C5 dimérico y B7 monomérico) ya que cuando se utilizan los sc[v
como ]iganclos en 5FR se elimina este factor y se siguen viendo diferentes afinidades. Por
lo tanto hag un efecto directo de los PéPticlos de union utilizados en la estructura del scfy,

afectando el Plcgamicnto y la actividad del anticuerPo recombinante.

Distintos ensayos /n vitro demostraron que ambos sc[7vs, Cs Yy B7, tienen efectos
sobre los receptores MFAcl'lKg B-AR. For medio de SFR solo fue Posible cuantificar la
interaccion del scf v C5 con los PéPtidos derivados de los recePtores, gracias al aumento
en la afinidad de este recombinante con respecto al mAb 17.2. [ stas mediciones
constituyen la Primer evidencia incuestionable de que un anticuerpo generado contra una
Protel’na intracelular de 7. cruzitiene la capaciéad de reaccionar con un Péptic{o derivado

del segundo bucle extrace!ular de recePtorcs cardiacos humanos.

[l hecho de que anticuerPos diméricos (scfv (5 Yy mAbs) tengan la caPacidad de
estimular los receptores M.-AchR Yy R-AR, apoya la idea de que anticuerpos anti-
receptores de sicte pasos transmembrana e_jercen su efecto por dimerizacion del receptor
(Mobini Yy col, 2000; Peter y col, 2004). Mientras que la unién de un anticuerPo
monovalente como el B7 ejerce Probablcmcnte su efecto antagonista rigidizando la
estructura del receptor o cerrando el acceso del farmaco, como fue previamente clcscripto
para anticuerpos recombinantes contra los recePtores MZ Y Bz*AR (Fctcr Y col, 2003%;
2004). | stos resultados también estan relacionados con la imPortancia del segunclo bucle

extracelular para la activacién de esta familia de receptores (Klco Yy col, 2005).



| os estudios /n vivo, por transferencia Pasiva de los sc[™v han demostrado dos
efectos Fisiolégicos claros, uno en corazon y otro en o_jos. [ stos efectos se correlacionan
con la biodistribucion del anticuerPo Yy las cinéticas en cada tejiclo. A los 10 minutos post
ingeccio’n se alcanza el maximo efecto cardiaco Yy la maxima concentracion de anticuerPo en
ese tejido mientras que en los ojos el efecto maximo se ve a los 30 minutos Post inyeccio’n al

igual que la maxima concentracion del anticuerpo.

La Pregunta que nos hacemos es si es Posible que in vivo el scf v C5 active ambos
recePtores M[vAChK Yy B-AR Producienc{o taquicardia o si la activacion del B-AR

enmascara el efecto del M,-AchR o este ultimo nunca sucede 7 vivo.

Si estudiamos en detalle el control de la frecuencia cardiaca (]:igura 1-44) vemos
que todas las c¢lulas cardiacas Pueden generar un latido ritmico pero las mas ra'PicIas estan
localizadas en el nédulo sino-atrial o sino-auricular (SA). (na vez que el SA inicia un
Potcncial de accion para la contraccién, estimula a las células cercanas para que se activen,
antes de que lo haga la semal ProPia de la célula. De esta manera, lidera Yy coordina el
impulso. (Una onda de contraccion se clesplaza desde el nodulo SA hacia el nodulo atrio-
ventricular (A\/ o NA) Luego de recibir esta seﬁal, el nodulo A\/ espera un momento y
Iuego manda su ProPia sefial a los ventriculos a través de un tiPo de célula nerviosa muscular,
lamada haz de T_HS Este haz termina en la base de los ventriculos Y cede el imPulso a otro
grupo de células cardiacas modificadas, las fibras de Purkinje. A medida que la onda via_ja de

la base de los ventriculos hacia arriba, se estimula la contraccion de las células ventriculares.



El Sistema Eléctrico del Corazén

Nédulo Haz de Bachmann
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(su sigla en
inglés es SA)
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I” sta secuencia Permite un latido coordinado del corazon: 71 nadulo SA inicia el
proceso completo, ]ucgo el atrio se contrae llenando los ventriculos. El nodulo A\/ recibe la
sefial y espera un momento Permitienclo el llenado de los ventriculos. | a sefal viaja hasta la
base de los ventriculos, desde el nodulo AV e inicia una onda de contraccion desde la base
hacia arriba. E_sto fuerza a la sangre de los ventriculos a salir por las arterias (aor‘ta Y
Fulmonar), localizadas sobre los ventriculos. | as valvulas previenen el xqujo reverso de la

sangre.

E_l ajuste en la frecuencia cardiaca Yy la fuerza de contraccion lo realiza la médula que
envia sefiales para acelerar o disminuir la frecuencia cardiaca via el sistema nervioso

simPético o Parasimpético, resPectivamentC ﬂ:igura 1-45).

Sistema nervioso simPa'tico: | a mayoria de las fibras nerviosas que ”egan al corazén
terminan en el nodulo SA. Cuando estimulan liberan noradrenalina (norepine]crina) en las
terminales nerviosas. [~ sto aumenta el Potencial de membrana (clespolariza) de las células del
nédulo 5/\3 de esta manera laten mas ra’Pido que la frecuencia normal (también aumenta la
fuerza de contraccién). |~ ste efecto se logra por un aumento en la Permeabilic{ac{ de Ca*" Yy

Na” por aumento de los niveles intracelulares de CAMF



Sistema nervioso Parasimpa’tico: s similar al simPético pero el neurotransmisor
liberado es la acetilcolina. (Cuando esto sucede h33 una reducciéon del Potencia] de
membrana (hiperpolarizacién por difusion de K que conduce a una disminucién de la

‘FFCCUCﬂCia carc{iaca.
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sistema nervioso simpa’tico Yy Parasimpa’tico.

FPor todo lo descripto es claro que el efecto de la taquicarclia es debido a la
activacion del B -AR pero algunas manifestaciones eléctricas de los FCG como anomalias
de rePo]arizacién Yy bloqueo AV de Primer grac{o Poclrfan tener relacion, al menos en parte,

con efectos sobre el recePtor Ml.

| os efectos en el ojo son menos claros y estan enun nivel de estudio mas Preliminar.
| os datos de Pacientes con Carcliomiopatfa Chagésica (Crénica indican una fuerte
asociacién entre la disfuncién retinal Yy la actividad sobre el B|~AR. [” sto nos hace pensar
enla Posibi]idad de un efecto de los an’cicuerpos sobre el B,-AR en retina, pero el hecho de
que no se haga descripto la Presencia de este receptor en este ’ceji&o dificulta el analisis.
| os ensayos de inmunohistoquimica muestran localizacion de B,-AR en distintas zonas de la
retina pero no se sabe que funcién tiene en la transmision del estimulo luminico. Por otro

lado la inyeccion del scfv B7 genera también en este sistema un efecto antagoénico al de



C5 ya que aumenta el Patrén genera] del ERG (&ato no mostrado) lo que sugicrc el mismo

juego agonista/antagonista delos sc[vs (C5/P7 en retina.

E_l modelado de la estructura del anticucrpo Y del PéPticlo Rl % en esta estructura,
nos dieron las Primeras bases para comprendery exPIicar la Propieclacl de este anticuerpo
para reaccionar de manera cruzada con los receptores cardiacos. [Tinalmente estos estudios
se completaron con datos cristalogrégicos del anticuerpo monoclonal 17.2 asociado al
Péptic{o R 13 donde se corroboraron las Principa!es conclusiones obtenidas del modelado in
silico. [ n este ultimo habiamos observado la imPor’cancia de las interacciones G]ul~Arg
Hﬁl Yy A5P4~- Lys L58 con el Péptido derivado de la Protefna TCFZB Yy de las
interacciones Glul~Arg 52, Glu]~Arg [Hs0 Yy Glu‘iuLgs | 58 con el Pépti&o derivado
del B|~AK.

I n el cristal se confirman la imPor’cancia del Gilu 1 (Posicic'm % en el cristal) que
Pucc{c establecer tres uniones puente de hi&ro’geno con los tres aminoacidos del (CDR Hz2

(Arg 52, Asn 156 Yy Ser [5%). Algo similar ocurre con el A5P4~ (Posicic’m 6 en el cristal)

que puede establecer dos uniones puente de hidrogeno con las treoninas 102 y 103 del
CDRIT3. Estos datos apoyan la idea inicial de que los residuos 1 y D4 del
decapéptido derivado de T c['28, (EDDDMGIGLIT) establecen una gran cantidad de
uniones con el paratope y explican tambi¢n la capacidad de este anticuerpo para reconocer
los residuos acidos presentes en el segundo bucle extracelular de los receptores M,-AchR
4 8,-AR. Considerando los motivos [T DG derivado del M,-AchR y F.SDE derivado
del B-AR, las posiciones acidas 1y 4 estarian dispuestas de manera similar a los residuos

acidos reconocidos en el Péptido de [ .cruz.

Los resultados aqui clescriptos constitugen una clara demostracion de que
anticuerpos originados contra la region (~terminal de las proteinas P Pueden reaccionar de

manera cruzada con 6! segundo bucie extracelular C‘ﬁ recePtores cardiacos 9 estimularlos.



Daclo que se han detectado altos niveles de anticuchos anti~Rl % en casos severos de la
enfermedad (Chialc Y col, 2001; Elics Y col, 1996; KaPlan Y col, 1997; | evin Yy colJ 199%;
_evitus Yy col, 1991; Mah]crg col, 2004; Mesri Yy col, 1990) es Posiblc hipotetizar que en
estas condiciones, las Propiedades agonistas de estos anticuerpos Puedan tener un efecto
mucho mas amPIio induciendo cambios funcionales en tejidos Yy tiPos celulares que presenten
estos receptores, aumentando de esta manera las manifestaciones clinicas de un organismo

infectado.

For ultimo, la construccion de un raton transgénico que exprese estos anticuerPos
bajo un sistema inducible nos Permitiré estudiar los efectos sistémicos de la exPosicio'n Yy
estimulacion crénica como asi también realizar la busqueda de agentes que Pucdan

neutralizar los efectos Patogénicos de los anticuerpos anti-K 13.
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2.1.1 L RIBOSOMAY |_ATRADUCCION

El ribosoma es la maquinaria rcsponsable de la sintesis de Proteinas en

todos los seres vivos. Esta’ formado por dos subunidades; menor y mayor. La

articula completa posee una masa molecular aproximada de 2,5 x 107 4,5 x 107
P P P p 9y

kDa en Procariotas (705) Yy eucariotas (805)) respectivamentc‘

| _a estructura general del ribosoma se esquematiza en la ]:igura 2-1. [ xiste
una cavidad entre ambas subunidades formada casi exclusivamente por ARNEF,
abierta en ambos extremos, donde se encuentran tres bolsillos en los cuales se
a]bergan los ARNt, llamados sitio A (Aminoacil-ARNEL), que es el sitio
decodificador; sitio P (Pep’cidiLARNt), donde se halla el centro PeptidiLtransxcerasa

que cataliza la formacion de la union Pcptidica, y sitio [F (exit, de salida), desde

donde el ARNt abandona el ribosoma.

Figura 2-1. [ squema de la estructura del ribosoma 705. [Ln el panel izquierdo se observan la
subunidad menor (izquierda) y la mayor (derecha) y los tres sitios de union a los ARNt (A, Fy D).
(Cate ycol, 1999). Fn el panel derecho se muestran los sitios A, [’ y [, los lugares de entrada y
salida del ARNm y el tinel de salida de la cadena polipeptidica. (Frank, 2001).




Morfolégicamentc, la subunidad menores a!argacla, yse observan claramente
varios dominios estructurales (]:igura 2-2) los cuales han sido denominados como
cuerpo (boclg, b), cabeza (head, h), Platamcorma (Plahcorm, Pt), Protuberancia (spur,
sP) y hombro (shoulder, sh). Por el contrario, la subunidad mayor posce una forma
mas redondeada, a excepcion de tres Protuberancias, lamadas central (CP), L1
(Ll) Yy L7/Li 2 stalk (en Procariotas) fe) F stalk (en eucariotas) (St) La regién de la
cavidad entre ambas subunidades cercana al sitio A Yy el stalk constituye la region
donde interactuan los factores de e!ongacién, de terminacion y de reciclado. n el
otro extremo de la cavidad se encuentra el sitio |, cercano ala Protubcrancia [ 1de

la subunidad mayor y la rcgién lamada “PlatForm” de la subunidad menor.

Figura 2-2. [ structura del ribosoma 70S de [. coli Se muestran separadas las densidades
correspondientes a la subunidad menor 305 (amarillo) y mayor 505 (azul). | os dominios
estructurales de la subunidad menor, body (b), head (h), platform (pt), spur (sp) y shoulder (sh) junto
con los de la subunidad mayor stalk base (St), protein [ 1(1) y central Protuberanceas (CP) estan

indicados (Gabashvﬂi y col, 2000).



| as moléculas de ARNr forman la parte central de ambas subunidades, Yy
por lo tanto son los resPonsables de las caracteristicas morFolc')gicas mencionadas
anteriormente. ]_:_n Procariotas, el ARNr de la subunidad menor posee cuatro
dominios claramente scparados, cada uno de los cuales forma un componente
moncolégico distinto. El dominio l forma la estructura llamada boclg, el dominio ”
forma la region denominada Plahcorm, el dominio l”a compone la region lamada head
Yy el dominio ]Hb forma la interface con la subunidad mayor ({:igura 2-3, Pancl
izquicrdo). n cambio, los seis dominios de estructura secundaria que componen el
ARN 235 de la subunidad mayor se encuentran mucho mas intrincados formando

una estructura mas (:ompac’caJ como se Puede verenla Figura 2-3%, Pancl derecho.

ARN subunidad menor ARN subunidad mayor
Dominio IV

Dominio Il Dominio Il -
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o’ .
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Vista exterior Vista desde interfase Vista exterior

]:igura 2-3. Dominios de las moléculas de ARN del ribosoma 705. Se muestran los cliagramas de

estructura secundaria (arriba) y terciaria (abajo). (Kamakrishnan Yy Moore, 2001).



La estructura secundaria de los ARN ribosomales eucariotas es similar, con
a]gunas diferencias. n Primer ]ugar, el ARNr 5,85 eucariota corresPonde al
dominio ] del ARN 255 Procariota. Ademés, las moléculas de ARNFr eucariotas
Presen’can imPortantes inserciones dentro de la estructura central conservada.
[ stas inserciones son denominadas Segmentos Expandidos, y su longi’cud es
variable dependiendo de la csPecie. Estructuralmente, estas regiones unicas del

ribosoma eucariota se encuentran localizadas exclusivamente en la Perhceria.

Los kinetopla’stidos Presentan una caracteristica Unica dentro de los
eucariotas. | a molécula de ARNr corresPondiente al ARNr 235 Procario’ca, es
Procesacla mediante mdltip]es diges’cioncs en sitios espechcicos para formar
finalmente seis moléculas de ARN ribosomal, las cuales en corﬂunto son !'romélogas
al ARNr 285 de otros organismos eucariotas. [~ stas moléculas se denominan
2850, 285y, 285PB, 28568, 285¢ y 285¢. | os sitios precisos de este
Proccsamicnto inusual han sido identificados en 7. hruce/ (\White Yy col, 1986). | as

razones y signhcicac}o funcional de este mecanismo son actualmente desconocidos.

Mediante ensayos de crio~microscopia electronica (crio-MI), se han
obtenido las Primcras imagenes de un ribosoma cucariota; el de 9. cerevisiae
<5Pahn y col, ZOOI). Los resultados de estos estudios han mostrado que la rcgic’m
central del ribosoma cucariota muestra una gran similitud con el ribosoma Procariota.
Sin cmbargo, se hallaron algunas diferencias estructurales en regiones
funcionalmente importantcs, Yy grandcs cambios en las regiones Perhcéricas, debido
Principalmcnte a la Prcscncia de expansioncs en las moléculas de ARN Yy la
Prescncia de Protcinas ribosomales adicionales. E] ribosoma eucariota presenta

cuatro puntos adicionales de interaccion entre ambas subunidades, ademas de los



seis hallados Previamente en el ribosoma Procariota. A] igua] que en bacterias, a

mayor Par‘ce de estas interacciones son llevadas a cabo por AKN

Desde el punto de vista del mecanismo, la sintesis de Protefnas es dividida
tradicionalmente en ctapas de iniciacién, clongacién y terminacion. T odas estas
etapas son catalizadas por los correspondientes factores de iniciacién, elongacién Yy
terminacion, los cuales interacttan transitoriamente con el ribosoma. Muchos de
estos factores son GTFasas, ysu actividad depende de cambios conformacionales
inducidos luego de la hidrolisis de GTF | os mecanismos de e]ongacién y
terminacion son altamente conservados entre Procariotas y eucariotas. For lo tanto
se describiran los procesos y factores dcscriptos en Procario’cas, Y se mencionaran
las Particulariclades de dichos procesos en eucariotas. [or el contrario, la iniciacion
€s un proceso mucho mas complfjo, Yy los factores involucrados y mecanismos son

mucho méas divergentes, por lo que se mencionara unicamente el modelo eucariota.

2.1.2 INICIACION.
[ sta ctapa se Puedc dividir en los siguientes eventos G:igura 2-4):

i E_l factor de iniciacion » (chﬁ) se asocia a la subunidad menor del ribosoma

evitando la union con la subunidad mayor.

2. E_l el 2 une GTF y se asocia cspcchcicamcntc al ARNtMet (iniciador}
formando un comp!cjo ternario (e]I:Z:GTF—ARNcht).

3. il complejo ternario se asocia a la subunidad ribosomal 405.



I complejo IT4T contiene varias proteinas: 74, que es la subunidad que
interactta directamente con el CAF, ”:‘%A, una ARN helicasa que rompe
estructuras secundarias en la region 5 UTK Pcrmitien&o que el comPlejo
455 Pue&a unirse y Jeer el ARNm; e ]F‘%G, que funciona como una
Protex’na central interactuando con ]F‘i-E, ]F‘!-A e ”:5 ”:46 también
interacttia con la Proteina de unién a Poli A (Folg A Binding Frotein;
FABD), Permitiendo de esta manera la circularizacion del ARNm (Wells Yy
col, 1998). | a union de todo el complejo guia la subunidad 405 activada
hacia el extremo 5’ del mRNA. [ ste tipo de iniciacion se conoce como
iniciacion &epen&icnte del CAF y es el tiPo mas comun de iniciacion

(LamPI'lear Yy col, 1995). T ambi¢n ocurrir a través de un mecanismo

alternativo incﬂepcndiente del CAF.

Todo el comP]ejo asociado al ARN mensajero se &esplaza hacia el extremo
3 en busca del codén iniciacion AUG [~ ste de proceso, conocido como

exploracic’mj requiere energfa y factores adicionales de la iniciacion.

(uando la subunidad 405 activada ha alcanzado el codén iniciacion, se
asocia la subunidad mayor 605. [ sta reaccion rcquicrc un factor adicional
de la iniciacion, 6”:5, que hidroliza el GTF unido al C”:Z, liberando los
factores de iniciacién del ribosoma (Pestova Yy col, 1998; Shin Yy col, 2002).
Como resultado de este proceso, el ARNt-Met se coloca en el sitio F del
ribosoma listo para comenzar con la e]ongacic’m. (Ina vez finalizada la sintesis
de proteinas el ribosoma 805 se disocia en las subunidades 405 y 605.1 a

reasociacion csponténca de las subunidades es Prcvcnicla por elfactor 6”:5.
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2.1.3 L L ONGACION.

n el proceso de elongacién, los mecanismos estan mas conservados entre

Procariotas Yy eucariotas. [ sta ctapa requicre de dos factores; llamados en

bacterias T [~ T u([F.[7-1 en eucariotas) Yy F -G (F -2 en eucariotas).

(n complejo formado por FF-Tu unido al aminoacil-ARNEt Yy GTF se
aProxima al ribosoma Yy el anticodon del ARNE es enfrentado al codon del ARNm

localizado en el sitio A (f:igura 2-5 b). (ra buena complcmentariedad entre codén

Yy anticodén Pcrmite la unién de [ 7~ T u al ribosoma, disparando a su vez la hidrélisis

de GTF, lo que Produce un cambio conformacional de EF—TU. E_l complcjo E_f:—



Tu:GDF posee baja afinidad por el ARNE, por lo que se disocia del ribosoma. | a

liberacion de EF~TuGDF Permite la reorientacién del aminoaciLARNt a una

Posicién cercana al centro Pep’cidiLtransmcerasa (Stark Yy col, 1997). | a actividad

PeptidiLtransterasa es debida al ARNr 255 de la subunidad mayor, mas

Precisamente ubicado en el asa central del dominio \V (Hampl Yy col, 1981; No”er,

1995). El grupo Peptidil unido al ARNt localizado en el sitio F del ribosoma es

transferido al aminoaci|~ARNt ubicado en el sitio A (]:igura 2-5cy cD I~ sto deja

un PeptidiLARNt en el sitio A y un ARNt deacetilado en el sitio P (Wilson Yy

Noller, 1998).
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]:igura 2-5. Modelo del

mecanismo  de  elongacion
peptidica durante la sintesis de
proteinas. a; (Inion del aminoacil-
ARNE correcto en el sitio A del
ribosoma. b Ingreso del complejo
aatRNALF-TuGTT y
EF-TuwGDF
luego de la hidrolisis de GTF. e
ngreso del FF-G que por
hidrolisis del (GTT produce la

liberacion  del

traslocacion del peptidi- ARNEt
del sitio A al sitio [7 y del ARNE
libre del sitio P al . g
| iberacion del ARNE libre. F
ribosoma esta listo para reiniciar

otro ciclo. (Agrawal Y col, 2000)



[ a ctapa final de la elongacion es la translocacion del ARNtvacio del sitio |7
al [Ty del PeptidiLAKNt del sitio A al [, y el desPlazamiento del ARNm por tres
nuclestidos dejanclo el proximo codon en el sitio A del ribosoma ([Figura 2-5 ¢).
[ sta ctapa es catalizada por -G (.FF-2 en cucariotas), el cual se une al
ribosoma acomplejado con GTT (Kaziro, 1978; Caworkowski y Moore, 1996;
Nyborg y Liﬁas, 1998). [ uego se produce la hidrolisis de (GTT, liberando la
energia necesaria para la translocacion, y finalmente 7 [7-(G (E.17-2) unido a GDF

se disocia del ribosoma.

2.1.4 T ERMINACION

| a finalizacion de la sintesis de la cadena Polipeptfdica (Figura 2-6) se Produce

cuando uno de los tres codones de terminacion (JAG, UAA o (UGA) se encuentra en
el sitio A del ribosoma ((Ganoza, 1966; Capecchi, 1967; Scolnick y col, 1968) (Reviews:
Nakamura y col, 1996; Puckingham y col 1997). [ n bacterias existen dos factores de
terminacion o liberacion que reconocen los codones de terminacion: RFF1 (UAA y UAG)
4 RF2 (UAA y UGA) y activan la PeptidiLhidrolasa del ribosoma. [T n eucariotas, solo

existe un factor de liberacion que reconoce los tres codones de terminacion, llamado R

(Kisselev y col, 200%).

(na vez que se ha producido la liberacion de la cadena polipeptidica del
ribosoma, RI71,/2 es liberado por R73, el cual se une formando un complejo con
GDF. LLa union de R[5 al ribosoma produce la liberacion del (GDF unido. Selo
después de esta ctapa R[5 puede unir G, el cual es hidrolizado y permite la
liberacion de RIF» del ribosoma (Kisselev y col, 200%). [ complejo de post-

terminacion esta formado Probablemente por un ribosoma con un sitio A vacio, un



ARNmMm unido, y un ARNE deacetilado en el sitio F Fosteriormente se unen al

ribosoma el factor de reciclado (KKFJ ribosome recgcling )Cactor> y EF~GGTF)

los cuales llevan a la separacién de ambas subunidades ([Jirashima Y Kaﬁi, 197%;

Janosig col 1996).

@\&:6
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RF1/2 Peptide RF3 RF1/2 GTP RF3
binding release binding release hydrolysis release

@ < factor, tRNA/mRNA release
RRF, EF-G GTP @ + P
binding hydrolysis

Key: 30S 50S mRNA = . P-site £ peptide J
¥ © 3 3" tRNA s
RF12 ¥ RF3 O RRF EF-G ? IF3 o=g

FFigura 2-6. Mecanismo de terminacion de la traduccion en procariotas. [~ | ribosoma llega a un codon
de terminacién y por lo tanto se incorpora un [Tactor de | iberacion (RF1,/2) en el sitio A. [ sto
produce la hidrélisis de la unién peptidica y la consiguiente liberacion de la proteina del ribosoma. [
ribosoma incorpora RI73, el cual interacttia con RIF2 en su estado libre de nuclestidos. | a
incorporacion de (5T T a RI3 produce la liberacion de RT72 y la posterior hidrslisis libera al RT3
del ribosoma. ['ara desacoplar las subunidades ribosomales es necesaria la accion del RRIF-EIF-G.

(Ramakrishnan, 2002).



215 AESTRUCTURADEL STALK RIBOSOMAL

| a subunidad mayor de los ribosomas, tanto Procariotas como eucariotas,
posee una Protuberancia lateral flexible directamente involucrada en el proceso de
sintesis de Proteinas, lamada stalk. En los organismos Procariotas esta estructura
esta formada por la Proten’na Ll I, una regién del ARNr 255 ala cual se une Ll I,
la Pro’ceina | 1o y multiples coPias de las Proteinas L7/L] 2 (las cuales son la forma
no acetilada y acetilada, resPectivamente, de una misma cadena PoliPePtfdica). L7 Yy
12 forman dimeros estables en solucién y su estructura consiste de un dominio N-
terminal flexible unido a un dominio (C~terminal globular compacto (Liyas Yy col,
1978). [~ studios de crio~microscoPia electrénica han demostrado que la region
GTFasa de muchos factores de transcripcic’m (JF2, Fh-Tu, F -G, KF})
interacciona con la region comPrendida entre el sarcin-ricin looP (SRL), el ARNr

2395 Yy el stalk. [T sto sugiere que esta region del ribosoma constituye un dominio

(GTFasa (]:igura 2-7) (Diaconu Yy col, 2005%).
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I sitio de union de las proteinas 1o/ i1 al ribosoma es bcfge, [ 11 amarillo, | 10 azul, | 12 rojo.

[ | sarcin-ricin IOOP en magenta (OSR1). [os dominios (~terminales (CTD) y N-terminales (NT D)

de | 12 estan indicados.



| os componentes ortélogos en el ribosoma cucariota son las proteinas
ribosomales [, y es aceP’ca&o en forma gcnera] que cumplen roles funcionales
similares. Sin embargo, las proteinas eucariotas poseen a]gunas imPor’cantes
diferencias respecto de sus contrapar’ces Procariotas, yno Presentan homo]ogia de

secuencia re]evante.

2.1.6 | ASPROTEINAS RIBOSOMALESF

n los eucariotas se encuentran diferentes tiPos de Pro’ceinas ribosomales F
n general existe un solo tipo de Protcina F “gran&c” (3540 k]Da), lamada FO Yy

diferentes tipos de Protefnas F “chicas” (10-12 kDa).

[ as proteinas [ “chicas” son funcionalmente analogas a | 7/] 12 pero a
diferencia de estas dltimas, son codificadas por genes independientes. [ n algunos
eucariotas, incluyendo humanos (Rich y Steitz, 1987), rata (Wool y col, 1991), e
invertebrados (van Agthoven y col 1977; Wigboldus, 1987), han sido descriptas
dos clases; ['1 y F2. Sin embargo, el nimero de proteinas [ “chicas” es mayor en
otros organismos. [ 1, 2 y ['3 han sido descriptas en Plan’cas (Bailey-Serres y col,
1997), Pia, F1B, P20 y 2P existen en 5. cerevisiae (Planta y Mager, 1998) 4 lo

mismo ocurre en /. cruzi(|_evin Yy col, 1993, Juri Agub Yy col, 2005).

E_] extremo C~tcrmima] se encuentra altamente conservado en todas las

Protcinas ribosomales F El Péptido consenso DMG}:GLFD se encuentra en

casli tOClOS IOS organismos con SélO algunas variaciones menores en Plantas g

protozoos. E_! alto graclo de conservacion de esta secuencia sugiere que cump!c una



funcion imPortanteJ Yy debido a que se encuentra expuesta al medio Citoplasmético,
se ha Propuesto que interactia con los factores de e]ongacién. Evidcncias
exPerimenta]es de estas interacciones han sido &escriptas en rata (Bargis—Surgcg Y
col, 1999) y levadura (] alioti Yy col, 2002). Por otro lado, este Péptido es altamente
antigénico yes fuertemente reconocido por sueros de Pacientes con enfermedades
autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico (E"con Yy col, 1985) e infecciosas
tales como la enfermedad de Chagas (|_evin Yy col, 199%) y leishmaniasis (Skciky Yy

col, 1994).

(Ina imPor‘cante Par‘cicularidad de las Protcfnas Fi/F2 que las diferencia del resto
de las Protefnas ribosomales es la Presencia de una fraccion libre en el citoPlasma, no
asociada a las Par‘ciculas ribosomales. [~ n tal sentido, estas proteinas han sido detectadas
en el ci’coP|asma en Artemia salina (van Agthovcn Yy col, 1978), 5. cerevisiae (Mitsui Yy co],
1988); Yy Kattus rattus <Uc‘1iumi Y K ominami, 1992; Tsurugi y Ogata, 1985). [ n 5.
cerevisiae, se ha demostrado que el numero de proteinas Fi,/F2 unidas al ribosoma varia
c{epenc}ienc{o del estado metabslico de las células (Saenz-Robles Yy col, 1990), sugirienc{o
un rol clave de estas Proteinas enla regulacio’n de la traduccion. Mas aun, la exPresién de
estas proteinas no es esencial para la viabilidad en S. cerevisiae, como se ha demostrado
mediante la técnica de "knock out® (Kcmac[ﬂa Yy col, 1995). Sin cmbargo, dichas cepas
presentan una velocidad de crecimiento signhcicativamcnte menor y un Patrén de exPrcsién
de Protel’nas diferente al de las cepas salva_jcs, sugirienclo un PaPel imPortante de las

Prote:’nas FI/FZ enla regulacién de la traduccion.

A nivel estructural, las Proteinas Fi Yy F2 carecen de un Plegamiento terciario
compacto. [ n condiciones Fisio]c')gicas estas proteinas muestran una estructura muy

cercana a un “random coil”, como ha sido demostrado mediante espectros de dicroismo

circular (CD) y resonancia magnética nuclear (RMN) (Zurdo Yy col, 1997, 2000a).



Al igual que F] Yy FZ con L7/Li 2, FO es la Proteina funcionalmente ané]oga

al 1o pero la similitud de secuencia no es obvia. FO es una Protcfna de mayor peso
molecular que [ 10 Yy posee una Prolongacién (~terminal de unos 100 aminoacidos,
altamente homéloga alas Pro’ceinas F] Y FZ. For lo tanto, FO parece ser el resultado
de una fusion entre una Protefrxa similar a Li Oyuna Proteina F “chica”. La similitud
entre FO Yy FI/FZ es especia]mente clara en los dltimos aminoacidos, los cuales

poseen la secuencia consenso DMGFGLFD Esta secuencia altamente

conser\/ada cs ]a resPonsaHe CIC la inmunorreac’cividad cruzada entre 185 Protefnas

Po,Pi yP2.

La caracterizacion funcional de FO, Principa]men’cc en 9. cerevisiae, ha
Permi’ciclo localizar diferentes dominios responsables de la interaccion de esta
Pro’ceina con distintos componentes del ribosoma Yy del citosol. El dominio N-
terminal (aproximaclamente 200 aminoacidos) es altamente conservado entre
distintas esPecics y esta involucrado en la interaccion con el dominio (5] FPasa del
ARNr 285 (Rodrx’gucz~6313riel Yy col, 2000). | a region intermedia es responsab]e
de la interaccion de FO con las Proteinas FI/FZ (Santos Yy Ba“csta, 1995; Lalioti

Yy col, 2002), mientras que el dominio (~terminal de 21 aminoacidos parece

interactuar conel [T -2 (Bargis~5urgeg Yy col, 1999;] alioti Yy col, 2002).

A pesar de que el Péptido C~tcrminal de las Protefnas F es la region mas
conscwada, en a]gumos organismos existen diferencias dentro de esta secuencia
consenso (Anexo 5.6). [ n Particular, la proteina Fo de 7. cruzino es reconocida

por la totalidad de los sueros reactivos contra 1,/ 2 <5chﬁman Yy col, 1992).



Mediante ensayos de inmunoprecipitacién (Mitsui Yy col, 1988) e
inmunotransferencia (Western blot} no ha Podido detectarse la Presencia de
Proteina FO libre en el ci’coplasma (Santos Yy Ba“csta, 1994')4 Mas aun, la
sobreexpresién de Fo en 5. cerevisiae tampoco resulta en la acumulacion de una
fraccion soluble. Es’co sugiere que, al contrario que FI Y FZ, la Proten’na FO no es

estable Fuera del contexto &e] ribosoma.

Otra imPor’cante diferencia entre las Protefnas FI/FZ y FO, es que esta
altima parece ser imPrescindiHe para la viabilidad celular en S. cerevisiae. [ sto se
puso en evidencia con la creacion de una cepa mutante condicional (Santos Yy
Ba”csta, 1994). De esta manera se Pudo estudiar el efecto de modificaciones de la

Pro’ceina FO sobre la viabilidad celular.

2.1.7 E1L COMPLEJORIBOSOMALF

(Como es de esperar, Fo interactia con las Protcinas Fi,/F2, confirmando la
similitud funcional con las Proteinas bacterianas LIO Yy L7/L]Z‘ Un comP]ejo de las
Prote:’nas FO/F]/FZ ha sido aislado a Par’cir de extractos de células de mamiferos (Rich y
Steitz, 1987, UChiumi y K ominami, 1992). Ensagos de entrecruzamiento (cross~lin1<ing)
realizados con ribosomas de Artemia salina también mostraron la existencia de un comPIejo
Fo/Fi/F2 ((,lc}'n'umi Yy col, 1987). Mas recientemente, el comP]eJo de rata ha sido

reconstituido in vitro a Partir de las Protex’nas F recombinantes (Gonzalo Yy col, ZOO]).



Si bien es amPIiamcnte acePtaclo que las proteinas FPo/F1,/F2 forman un comPlejo
Pentamérico similar al observado para las proteinas Lo/l 7112 bacterianas, la
organizacion de las Protefnas [ dentro de esta estructura sélo es conocida con cierto
detalle en el caso de 9. cerevisiae. Ademas, el numero variable de proteinas Fi Yy F2 (e
incluso la existencia de 3 en P]antas) impicle extraPolar los datos surgiclos en un sistema a
otro. (Jna de las preguntas a resolver es si las Protex’nas Fi/F2 dentro del complcjo se
hallan formando homodimeros (FP1,/F 1 Yy F2/F2) o heterodimeros (F1,/F2). | as Primcras
evidencias surgiclas de estudios de cross~linking sobre ribosomas de Artemia salina
(UChiumi Yy col, 1987) parecian apoyar la primera Posibiliclacl. [ n cambio, experiencias /7
vitro con Pro’ceinas F de rata sugieren que Fi es el Pucnte entre FO Y Fl, ya que F] Puec{e
unirse a [0 en ausencia de 2. Ademas, la formacion de un complejo entre O Yy P2 requiere
de Fi (]:igura Z—8> <Gonzalo y col, 2001; Gonzalo Y choud, ZOO§>. Ensagos mediante el
método de doble hibrido en levaduras utilizando las Protel’nas Fi Yy F2 humanas también han
mostrado una fuerte interaccién heterodimérica (Tcl"lc')rzewsl(i Y col, ZOOO). Por lo tanto,

las evidencias aPuntan a una interaccion heterodimérica entre FI Yy FZ.



}:igura 2-8. chrcscntacién de los comPoncntcs del stalk de

mamiferos. FO interacciona con el ARNr 285 y une dos dimeros

F1/F2 al ribosoma. | os dominios (C~terminales quedan expuestos < N1 and N2
P1/P2pfndmg
Yy la region bisagra (hingc) extendida. 2 no tiene contacto directo domain of PO
- FRANA binding

. . di in of PO
con FO yseune a Fi a través de la region N terminal. La Protcina omain

| 12, se une al dominio N-terminal de Fo Yy al Thiostraptone IooP S
iostreptone

Loop

del KNAr 285 constitugcndo la base del stalk.

El sistema de las Proteinas F de 5. cerevisiae ha sido el mas ProFundamente
estudiado, mediante diferentes aproximacioncs cxpcrimcnta]cs. (Jtilizando diversas
cepas knock out para una o mas Protex’nas F i/FZ, se ha analizado el efecto de cada una de
éstas sobre la caPacic{acl de las restantes Protex’nas para unirse a los ribosomas. E_stos
estudios han mostrado que las proteinas Fi/F2 de S. cerevisiae interacttian formando
heterodimeros, y que existen pares de interaccion Prcperencialcs; Fi OL/FZB Yy Fi B/FZOL. | a
ausencia de alguna de las Protefnas Fi/FP2 imPiée o c{isminuge sensiblemente la Posibilic{acl
de que su par interactuante se una al ribosoma (Zurdo Yy col, ZOOOb). [~ studios mas
recientes utilizando la técnica de doble hibrido han confirmado las interacciones
Preperenciales detectadas inicialmente (Lalioti Yy co], 2002). Ademas, han Permitido estudiar

con mayor detalle las interacciones entre [0 Yy cada una delas proteinas Fi/F2.

Mediante el uso de las cepas de levaduras mutantes condicionales para Fo (Santos
Yy Ba”csta, 1995) se han maPeado los dominios funcionales de esta proteina. (uando se
eliminan los 132 aminoacidos C~terminales de Fo (los cuales inclu}jen toda la extension de
FO homc’)]oga a FI/FZ), los ribosomas se vuelven inactivos Yy las Proteinas F]/FZ no
Pueclen interactuar con el ribosoma. (Cuando se utiliza una mutante de [0 carente de los

dltimos 21 aminoacidos en una cepa de levaduras que ademas carece de las Protefnas



Fi1/F2, los ribosomas se vuelven inactivos, demostrando que |a Presencia del Péptido C-
terminal de o es absolutamente imPrescindible para la viabilidad celular en esta cepa.
[ stos resultados sugieren que la Protuberancia ribosomal contiene cinco Péptidos C-
terminales acidos estructural Yy funcionalmente ana’logos, y que la Presencia de al menos uno

de ellos es imprescindible para la funcion del ribosoma.

Todo esto ha Permitido obtener un modelo solido acerca de la organizacion de las
Prote:’nas ribosomales F en 5 cerevisiae G:igura 2—9). E_n este modelo las Protefnas F i/FZ
se encuentran formando pares heterodiméricos Pregerenciales (P OL/FZB Yy Fi B/FZOL).
Ademés, se han demostrado fuertes interacciones entre ambas Proteinas FI Yy FO. Mientras

que solo existen evidencias directas de la interaccién de Fo con P2a.

Figura 2-9. Modelo propuesto por (Guarinos y col, 200% para las interacciones entre las Protcn’nas
ribosomales [ de 5. cerevisiae. | as proteinas FPia Yy FIB interactian fuertemente con Fo. Se
forman Prmccrencialmcnte los heterodimeros F]OL/FZB Yy FIB/FZOL La asociacién a FO se da

inicialmente a través de las 1 Yy finalmente se exponen en Folos sitios de interaccion para las P2.



2.1.8 | ASFROTEINAS RIBOSOMALESFPDE. 7~ Cruzi

Trypanosoma cruzi posee 5 Proten’nas ribosomales F: TCF](X, de 109

aminoacidos (Acceso (GeneDD F26643), TP 1B, de 115 aminoacidos (Acceso
GeneDB Q8IWFS5), TcP2a, de 112 aminoacidos (Acceso (GenDP F26795),
Tcl2B, de 107 aminocacidos (Acceso (GenDPB (Q26957) y Tclo, de 321
aminoacidos (Acceso (GenDPD (OQ4F 3A3). (Un alineamiento de las 5 proteinas P
de 7. cruzi se muestra en la seccidon 5.5 del anexo. [ stas proteinas presentan
muchas particularidades con respecto a los modelos expuestos anteriormente y a
pesar de que posce 5 proteinas, tal como se describio para (5. cerevisiac no existe

relacién evolutiva entre ellas.

[l estudio de las proteinas P de 7. cruzi comienza con la identificacion el
antigeno JLﬁ, correspondicnte a la region (~terminal de la proteina TCFZB,
rastreando una biblioteca de expresic'm de 7. cruzicon el suero de un Pacicnte UD)
con cardiopatfa chagésica severa (|_evin Yy col, 1989; Mesri Yy col, 1990). Mas tarde
se identificod el recombinante J] 52 correspondiente ala region (~terminal de la
proteina TcFPo (SCl'nﬁman Yy col, 1992). Mediante el uso de Péptidos sintéticos se
demostro que el determinante antigénico de la Protcina TCFZB que reconocen los
sueros de Pacientes chagésicos corrcspondc alos 1% aminoacidos C~termina!cs de
la misma (Mesri Yy col, 1990). [ ste Péptido fue llamado Ri13. Resultsé de interés el
hecho de que la rcgic’m correspondientc de las Proteinas F humanas (Hiﬁ) es
tambi¢n el cpitope reconocido por los sueros de Pacientcs con la enfermedad
autoinmune Lupus [ ritematoso Sistémico ([ lkon Yy col, 1985, 1987). | as
secuencias de [ 1% Yy Ri» solo difieren en un aminoécic{o, debido al recmplazo de un

residuo Scr en H i3 por Glu en Ki%:



H13 (. sapiens) EESDDDMGFGLED

Ri3 (T eruz) FEEDDDMGEGLED

Algunos sueros de Pacien’ces chagésicos son capaces de reconocer las
roteinas humanas, mientras que la mayoria de los sueros lupicos reconocen las
P 9 Y P
roteinas ribosomales de 7. cruzi Sin embar. o, la afinidad de los sueros
P g
chagésicos por Hi§ es mucho menor que por Ki» (Kaplan y col, l997>. [ sto
sugiere que la respuesta inmune esta dirigida espechcicamente contra el Parési’co, por
lo que se postula un mecanismo de inmunorreactividad cruzada, en lugar de un
9 P g

proceso autoinmune.



22 ANTECEDENTES

El laboratorio de Biologfa Molecu]ar de la enfermedad de Chagas tiene una
gran trayectoria en el estudio de las Proten’nas ribosomales F de 7. cruz [ n el
altimo Periodo se ha comenzado a describir a ProFundidad los componentes del stalk
del ribosoma de 7. Cruz/g las interacciones entre las Protefrxas que lo componen.
Hay dos Pub]icaciones recientes que voy a exPlicar a continuacién que constituycn

las bases del Presente trabajo.

Il Primcr trabajo “Frotcin—protein interaction map of the Trypanosoma cruzi
ribosomal [ Protein comP]ex” Uuri Ayub Yy col, 2005) exPIica como estad formado el
comPiejo P que forma el stalk en ﬁﬂpanosama cruzi y muestra un mapa de interacciones

entre Ias Protcinas qUC lO Forman.

Se habian descripto y caracterizado, hasta el momento de esta Publicacic’m, cuatro
Proteinas F (TCFO, TCFI, TCFZOL, and TCFZB). utilizando técnicas de bioinformatica en
bases de datos del proyecto genoma de 7 cruzi se encontré un quinto componente, que
resultod ser la proteina Fie. Se realizé un mapeo de las interacciones entre las cinco
Protcfnas basado en la técnica de doble hibrido y se encontraron caracteristicas Unicas
dentro de los eucariotas (r:igura 2~1 O). La Proteina TCFO Puecle interactuar tanto con las
Prote:’nas F] como con las FZ. Adema’s se identificaron interacciones entre la Protex’na
TCFZB Yy TCF] o como asf también la capaciclacl de la Primcra para formar homodimeros. La
cuantificacion de las distintas interacciones realizada por doble hibrido muestra al par

T cFPo/TcFiBcomo el mas fuerte del comPlcjo.



Mammals S. cerevisiae T. cruzi

}:igura 2-10. Organizaci(')n del stalk ribosomal en distintas csPccics. | as interacciones Protcfna~
Proteina detectadas entre las Proteinas F se indican como lineas. Aquc”as interacciones detectadas
por la técnica de doble hibrido se indican como lineas comPletas. | as lineas Punteadas indican
evidencias de interaccion por otras técnicas. | a flecha negra indica la capacidac{ de TcFP2r para

formar homodimeros.

il scgundo trabajo “The structure of the 805 ribosome from Trﬂ anosoma cruzi
reveals unique RNA components” (Giao Yy col 2005) presenta un analisis por crio-

microscopfa electrénica de la estructura del ribosoma comPleto.

il mapa de densidades obtenido del ribosoma 805 de 7. cruz muestra las
estructuras conservadas gilogenéticamcntc del ARNrJunto a caracteristicas distintivas en
las subunidades mayor y menor (]:igura 2-11). AParece una estructura que no habia sido
c{cscripta hasta el momento (spire), que es una helice Préxima al sitio de salida del ARNm.
Se propone que esta estructura Participa en el reclutamiento del extremo 5° del mensajero

facilitando Yy modulando el inicio de la traduccién, dnico en Trgpanosométidos.



entrance of entrance of
mRNA channel mRNA channel

exit of polypeptide tunnel exit of polypeptide tunnel

Figura 2-11. Comparacién estructural del ribosoma de T cruzi y levadura. (A y B) Vista de Ia
region interna de la subunidad 405. (D y ) Vista de la region externa de la subunidad 405. (Cyl?)
Superposicion de las subunidades (7 cruzi40S semitransparente rojo y levadura 405 en Amarillo
solido). (G y ) Vista de la region interna de la subunidad 605. (J 4y K) Vista de la region externa
de la subunidad 605. (J y 1) Superposicion de las subunidades (7 cruzi60S semitransparente rojo

y levadura 605 en Amarillo sélido).



I ste mapa expone caracteristicas unicas del ribosoma de 7~ cruz/quejunto a otras
caracterizaciones, como la expuesta en el trabajo anterior, orientan la bdsquedas de drogas

espechcicas con actividad triPanocic{a.



23 FIPOTESISY OBJETIVOS

Trﬂpanosoma cruzi presenta una organizacion general del comP]ejo F
distinta a la de mamiferos yes Posib]e que esta estructura sea comun al resto de los
Trypanosométi&os. For lo tanto, el estudio a ProFun&ida& de las Pro’ceinas que lo
forman Yy sus interacciones Pueden ser utilizados para el disefio de drogas en

distintas infecciones Parasitarias (Chagas, Leishmaniasis, enfermedad del suefio).

UCl'ziumi Yy col, 1990 Yy Zampicri Yy col, 200% demostraron que los anticuerpos
anti Pro’ccfnas F Yy sus recombinantes, dirigidos contra la region C~terminal, tienen
efectos inhibitorios sobre la sintesis de Pro’ccn’nas. For lo tanto, dado el desarrollo de
anticuerpos recombinantes clirigidos contra la region (~terminal de las proteinas P

de 7~ cruz/expuesto enel caPi’culo i el presente trabajo propone:

o |dentificar el numero Yy ’ciPo de Proteinas F’ que forman el stalk en los distintos

Protozoarios secuenciados.

e [Profundizar los conocimientos sobre la estructura del stalk de 7~ cruzi y las
asociaciones entre las proteinas P Yy el factor de elongacio’n 2, utilizando

Principalmente técnicas de “surface Plasmon resonance”.

° Realizar una caracterizaciéon funcional de los anticucrpos recombinantes
sobre ribosomas de 7. cruzi y de mamiferos buscando actividades inhibitorias

cspcci{:icas y/o selectivas en [ .cruz.

e Discrar Péptidos miméticos que Pucdaﬂ mantener el efecto inhibitorio del
anticucrpos sobre el ribosoma pero que no tengan efecto sobre los

rcccptores cardiacos.



Resultaclos

Cal:)i'tu]o 2



24.1 COMPARACIONDEL COMPLEJOF ENFPROTOZOARIOS

Gracias ala gran cantidad de Progectos genoma, contamos hoy en dia con las
secuencias de las Protel’nas F de numerosas especies de Protozoarios. n muy pocos casos
esta familia de Protefnas esta clasificada. For lo tanto, utilizando las Proteinas ribosomales F
de 7. cruzi realizamos la busqueda de las ortélogas en distintos Protozoarios. | os

organismos totalmente secuenciados hasta el momento que incluimos en este analisis son:

o Cryptosporidium parvum (Cp)

o Dictyostelium discoideum (Dd)

o [imeria tenella(F t)

o [ntamoeba histolytica (F h)

o [ cishmania braziliensis (] b)

o [ cishmaria infantum (L7

o [ cishmania major(]_m)

o [lasmodium berghei(Fb)

o [lasmodium chabaudi(Fc)

o [lasmodium falciparum (Pf)

o [lasmodium knowlesi (Fk)

o [heileria annulata (T a)

o Theileria parva (T p)

o T rypanosoma brucei(Th)

o [ rypanosoma congolense (T o)

o [rypanosoma cruzi(T c)

o T rypanosoma vivax(Tv)

" ncontramos en cada organismo todos los componentes del comPIcJo [ peroenla

mayoria estaban mal identificados. [_n todos los casos encontramos la proteina Fo, centro

orgam'zador del comPIejo y punto de anclaje al ribosoma. [T n algunos casos se encontrd una



proteina F1 yuna 2 y en otros dos proteinas 1 (ayp)ydos proteinas P2 (a0 y P) tal
como se habia descripto previamente en /. cruzi Para unificar la clasificacion de las
proteinas [ realizamos un alineamiento de secuencias y construimos un arbol filogenético
(Figura 2-12). Se utilizaron como marcadores de los grupos las proteinas [ humanas (Is
Fo, P14y 2), las de levadura (Sc o, Pia, P20l 1B y F2B), las de Arabidopsis thaliana
(AtTo,F1,FP2yF3) ylasde 77 cruzi(Tc o, Fia, F2a,l 1By F2p).
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Figura 2-12. Agrupamicnto de las proteinas P de Protozoarios. [ n rosa se agrupan las P2a, en
celeste las P2B, enlila las P2, en rojo las Pia, en azul las 1P, en violeta las P1. | a proteina 3 de
Arab/c/opsfs thaliana se representa en amarillo. | as proteinas Fo estan en color verde y se
diferencian en oscuro Yy claro aque”os organismos que poseen una F] Yy FZ de los que tienen dos Fi

Yy P2 distintas rcspcctivamcntc.

De este analisis se desPrcnde que la divcrgencia entre proteinas o y B de levaduras
es distinta a la de los Protozoarios y que el grupo de los TrgPanosométidos (géncros:
Trﬂpanosoma y [ eishmania, entre otros) poseen dos [i y dos [2 distintas, mientras que
los restantes poseen una sola Protefna de cada tiPo‘ I~ xiste tambié¢n divergencia entre las
proteinas Fo ya que se agrupan diferencialmente las de Trypanosométidos. Forlo tanto, es
de esperar, que la organizacion del stalk en estos ultimos sea distinta a la observada en

]evaduras Y también ciigiera de Ia de mamhceros tal como se mostro en ]os antecedentes.

De los alineamientos de secuencias se desprenden zonas altamente conservadas,
diferenciadas del consenso gcncral, en Trgpanosoma’tic‘os. La Figura 2-1% muestra una
rePresentacio'n gré}cica del alineamiento de todas las proteinas Fi que se utilizaron para la
construccion del arbol Filogcnético. [" n este alineamiento se Pueclen identificar tres zonas
altamente conservadas, corrcspondicntes ala region N-terminal, media Yy (~terminal. Si
analizamos estas zonas dentro del grupo de Trypanosométiclos encontramos Patrones
conservados entre Fla y FI B, tanto en la regién N~termina| como en la C~terminal, pero la

zona media de la Prote:’na Presenta motivos distintos en los dos subtipos de Fl (Figura 2~

13).
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Figura 2-1%. Alineamiento de las Protct’nas P1.T nel centro se muestra la representacién gra’ncica del
alineamiento de las secuencias de las proteinas F1 utilizadas en la construccion del arbol ﬁlogenético.
n la parte superior se destaca el alineamiento de las Proteinas F](x de TrgPanosoma’tic{os en
distintas zonas. [ n la parte inferior se destaca el alineamiento de las proteinas FIB de

TryPanosométidos en distintas zonas.

| a rePresentacién gréncica del alineamiento de todas las proteinas P2 (Figura 2-14)
muestra también tres zonas altamente conser\/aclas, corresponclieﬂtes ala regién N~terminal,
media y (~terminal. Si analizamos estas zonas dentro del grupo de Trgpanosoma’tidos

encontramos Pa’crones conservados entre FZOL y FZB en las tres regiones‘
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f:igura 2-14. A|incamicnto de las Protcinas FZ. I nel centro se muestra la representacién gréncica del
alineamiento de las secuencias de las Protcinas P2 utilizadas en la construccion del arbol Filogcnético.
E_n la Parte superior se destaca el alineamiento de las Proteinas FZOL de Trgpanosométidos en
distintas zonas. [ n la parte inferior se destaca el alincamiento de las proteinas FZB de

Trgpanosométidos en distintas zonas.

1 analisis de las proteinas Fo muestra una region altamente conservada que
corresponde aProximadamente a la mitad N~terminal y que constituge el sitio de union al
ARN ribosomal Yy de interaccién con la Protcfna L i1. I tercio (~terminal es la region
involucrada en la interaccion con los otros componentes del sistema P. Se muestra entonces
(]:igura 2-15) la rePresentacién gréncica del alineamiento de secuencias del tercio C~termina|
de las proteinas Fo utilizadas para la construccion del arbol Filogenético. Se destacan en

Trgpanosométic{os las regiones media Yy (_~terminal, altamente conservadas.

<oSVAT. ;YEFE,E-V-HGKJ EE. 1DDFGNGALF

Figura 2-15. Alineamiento de las proteinas Fo. [ nel centro se muestra la rcprcsentacién gréFica del
alineamiento de las secuencias del tercio (C-terminal de las proteinas Fo utilizadas en la construccion
del arbol Filogcnético. Fnrla parte superior se destaca el alineamiento de las proteinas Fo de

Trgpanosométic{os en distintas zonas.



242 INTERACCIONES ENTRE LASPROTEINASF

Realizamos un mapeo completo de las interacciones entre las distintas proteinas P
de 7. cruzi utilizando la técnica de SFR (Biacore 3000). Para esto trabajamos con las

cinco Proteinas F fusionadas a histidinas (vector PKSET) ya GST (vector PGEX) No

se utilizo la proteina Fo entera sino el tercio (C~terminal, llamado (Fo (Figura 5.7 Ancxo).

| as proteinas fusionadas a GSTJunto a un canal control de GOT libre fueron
unidas covalentemente a un chiP (M5, mientras que las Protel’nas fusionadas a histidinas se
utilizaron en solucion para determinar las cinéticas de las interacciones. | _a tabla 2-1 resume
las cinéticas ensagadas Yy expone la caPacidad para formar homodimeros de las proteinas
CFo, F2a y FZB Solamente de la ultima proteina habia evidencias de dimerizacién por la
técnica de doble hibrido. Otro resultado a destacar es que no solo la Protcina FO Pucde
interactuar con todas las Protcinas P «chicas” sino que tambié¢n lo hace FZB; siendo las
interacciones mas fuertes las que se dan con la Protefna FO. For lo tanto estamos ante un

panorama novedoso Yy distinto al descriPto mediante la técnica de doble hibrido.

T abla 2-1. Parametros cinéticos de las interacciones entre las proteinas P de 7. cruzi Se muestran

los datos de Kd (M) relativizados al orden de magnituci. Se acﬁunta una tabla con los resultados

reales (Figura 5.8 Anexo).

Chip CM>
Solucic’)n

CFo P2 Pia Fip F2a

5 7 6

CFPo ixio” ixio” Ix10 ix10” ixio

P28 110 110 i1x107 i1x107 i1x107

Pia ixio”’ Ix107° ¢ ) )

Fip ix10” ix10” & @) ix10”

P2a ixi0” Ixi0™ ) ixio” 1x107




Que&a expuesta la caPacidad de las proteinas P2 de 7. cruz para formar
homodimeros, al igual que la caPaci&ad para interactuar o con P. For el contrario las
proteinas F1 no forman homodimeros ni heterodimeros o/B (]:igura 2-16). | a proteina Fo
sigue manteniendo un rol central en las interacciones pero aparece la Proteina Flﬁ con un
rol imPor'tante también ya que es la tnica proteina P «chica” con capacidacl para interactuar

con todo el complcjo (Figura 2-16).

}:igura 2-16. |nteracciones entre las Protex’nas F de T cruzi A la izquicrda se muestra e mapa de
interacciones basado en la técnica de doble hibrido Gineas solidas) Yy ensayos bioqufmicos (Iinca
Punteada). A la derecha se muestra el mapa de interacciones basado en la técnica de SFR (Biacore

%000).

Fara Poder Pro{:unclizar en los dominios de interaccion entre las Proteinas F
utilizamos proteinas truncadas de (_[0 a distintos puntos desde la region (~terminal. A la
truncada A§ se le removieron i7 aminoa’cidos, a la truncada A5 se le removieron 51
aminoacidos ya la truncada A2 se le removieron 87 aminoacidos, tal como se ejcmpligica enla

Figura 2-17.



[— ]:igura 2-17. E_squcma de las variantes

| truncadas de CFO la region roja corresponde

a la truncada A4 utilizada solamente en los

ensayos de doble hibrido.

T odas estas variantes fueron utilizadas en ensayos cualitativos de SFR, en los
cuales se inyectaron en solucion contra todas las proteinas P Fﬂadas enel CHIP (Tabla 2~

2).

Tabla 2-2. Rcsumcn de las interacciones detectadas por SFR Las Protcinas truncadas utilizadas
en este ensayo son fusiones a (G T . No se utilizaron fusiones a histidinas por un Problema en la

Purhcicacién de las truncadas mas pequefias.

Chip CM5
CFo F2p Fia Fip F2a
CPo-A2 Q) “) “) “) Q)
CFo-A3 +) +) (+) (+) (+)
CPo-A5 “ (+) (+) (+) (+)

Solucion

De esta manera qucdan delimitados los dominios de interacciéon de (o con las
proteinas P «chicas” Yy tambi¢n el dominio de homodimerizacion. |~ stos resultados son
coincidentes con los ensayos de doble hibrido realizados con las truncadas para el par
CFO/F! ay CFO/FZU,. (uando se eliminaron 81 aminoacidos del extremo C—termina] de

CFO (variante AZ), se inhibieron totalmente las interacciones. 5i se eliminan sélo 17



aminoacidos (variante A%), dichas interacciones no se ven Perturbaclas. Finalmente, la

variante A5 recupero la interaccion con todas las Protefnas P «chicas” pero no con CFPo.

I” stos datos,junto con los de doble l‘\ibric{o, delimitan una region de i 9 aminoacidos
como responsable de la interaccion con las Protefnas Fla Yy FZOL. No se descarta que la
region A4 esté involucrada en la interaccién cuando hag mas de una proteina interactuante
(Juri Ayub Yy col, 2005). [ n tal caso, la zona se extenderia 11 aminoacidos hacia la region

N~termina].

Se ha demostrado que el fragmento C-terminal de la proteina | 10 de [T.coli
(ortéloga de [0), comprendido porlos residuos 71-164 participa en la unién de dos dimeros
L7/ 12 (ortologos de las [ “chicas”) ((Gudkov y col, 1980). | uego ((Griaznova y T raut,
2000) se delimits esta region a un segmento de 20 aminoacidos que une las cuatro copias de
las proteinas | 7,/ 12: la region 145-154 pega un dimero | .7/] 12 y la region 155-164
pega cl otro (Figura 2-18). | a cristalizacion del complejo Liol 7/ 12 (Diaconu y col,
2005) de [ hermotoga maritima revelo que existen tres sitios de union consecutivos para el
dimero | 7/1 12 (Figura 2-18). [.n levaduras las regiones 230-290 (Santos y Pallesta,
1995), 212-262 (L alioti y col, 2002), y 213-250 (Ferez-["ernandez y col, 2005) de la mitad
(~terminal de Fo fueron identificadas como los sitios de unién de las proteinas Fi/F2,
aunque no se distinguieron sitios individuales para los dos dimeros [71,/F2 (Figura 2-18).
Finalmente, trabajando con la regién C-terminal de la proteina o del gusano de la seda
(Hagiya y col, 2005) identificaron dos sitios distintos, consecutivos que tienen la capacidad
de unir el heterodimero '1,/F2. [T sta regién corresponde a los residuos 210-251 y 252~

261 (Figura 2-18).



Fara comparar todos estos datos con los obtenidos en el Presente trabajo se
alinearon todas las regiones de interaccién maPeadas en las proteinas Fo. Se indica en

cada caso las regiones de interaccion con las Protefnas P «chicas” o sus equivalcntes

Procariotas L 7/1 12 (Figura 2-18).

TcPO 217 VEKYLLEGISNVAALSLGAGIPTAATLPHMIMDAFKTLLGASVATEYEFDEFDGKNLR 275

ScP0 212 ---HFVSAVSTIASISLAIGYPTLPSVGHTLINNYKDLLAVATAASYHYPEIEDLVDR 267
BmPO 210 LRAKFQAGVANVAALSLAIGYPTIASAPHSIANGFKNLLAIAAVTEVEFEE------- 261
EcL10 145 ----IDRLATLPTYEEATIARLMATMKEEASAGKLVRTLAAVRDAKEAA-----—-———— 164
TmL10 133 ----LPSKEELYAMLVGRVKAPITGLVFALSGILRNLVYVLNAIKEKK---—--—-——— 177

Figura 2-18. Alineamiento de la region C-Terminal de las proteinas FOg L1o.] as proteinas FPode
lepanosoma cruzi (Tc), 5acc/zaromyces cerevisiae (5c) Yy Boméyx mory (Bm) o gusano de seda,
junto a las Protcx’nas | 10 de Fscherichia coli (F ) Yy Tﬁcrmotoga maritima (] m) fueron alineadas
con el programa Mega 40.Tn rcjo sc resalta la primer zona de interaccién, en azul la seguncla yen
naranja la tercera. [ n rosa se marcan las regiones que Pueden o no contener un segundo dominio de
interaccién. [n negrita se muestran los residuos hidrofabicos que interacttan directamente con los

dimeros | 7/] 12 segun datos cristalogra’]cicos‘

No existe un motivo conservado en estas regiones, aunque los residuos hidrofébicos
Podrl’an tener un rol central. Se ha Postulado una interaccion de tiPo cierre de leucinas
(Tsurugi Yy Mitsui, 1991; Tsurugi, 1992). [ ste Podrl’a ser el caso de los

Trgpanosométidos ya que estos residuos se encuentran altamente conservados.




| a capacidad de CFPo para formar homodimeros queda delimitada a la region C-
terminal, en la que no Participan los ultimos 17 residuos de la proteina. No sabemos si este
efecto es Proclucto de traba_jar con una fraccion de Po (CFO) o si tiene una imPortancia in

VIVO. Bioquimicamente esta interaccion es Posible Yy diferencial con respecto a las [ “chicas”.

Fara ProFunclizar el estudio de la interaccion de la proteina F2B con el resto del
comPcho P utilizamos una serie de Pépti&os que mapean por comp]cto la secuencia de esta

Protex’na:

Féptido i Féptido 3 Féptv’do 5

MKYLAAYALVGLSGGTPOSKOSAVEAVLKAAGVFVDFSRVDALFALFAGK

Féptv’do 2 Féptido 4

Féptido 7 Féptido 9

DLDTVCTEGKOKLVGGATRIPNAATASAF T AAAAASSGAAAFAAAA

Féptido 6 Féptido 8

Féptido Ri»

CEEEDDDMGEGLED

Féptido io

Los resultados obtenidos con estos Péptic{os muestran que los Puntos de
interaccién estan localizados en zonas altamente conservadas entre las Protel’nas F2, como

ser la regio’n N~terminal Yy central (TaHa 2-3 Y Figura 2—]‘1'). Los PéPtidos Iy 5 son



capaces de interactuar con la proteina TCFZB comP]eta, lo cual indica que estas dos zonas

estan involucradas en la homodimerizacion.

T abla 2-3. Parametros cinéticos de las interacciones entre los Pépticlos de TcFZﬁ y las proteinas P
de 7. cruzi| os Péptic]os que no estan en la tabla fueron negativos para todas las interacciones. Se
muestran los datos de Kd (M) relativizados al orden de magnitud. Se adjunta una tabla con los

resultados reales (]:igura 5.8 Anexo).

Chip CM5
CFo F2p FPia Fip P20

FcP 1 P2B @) ix107 ix10" ix10™ O

Solucién

Pep5P2B ixi0” ixi0” ixio™ ixio™ ixio™

Solamente el Péptido 5 interactia con la Proteina TCCFO, por lo que el par
interactuante CFO/FZB queda acotado a una region de 19 y 15 aminoécidos,

resPectivamente. Fn negrita y subragado se representan los aminoacidos hidrofébicos:
CFPo 254 TLLGASVATEYEFDEFDGK -272

F2p  4o- ALFAFFAGKDLDTVC 54

I” ste mismo Pépticlo (5) es el responsable de la interaccion con [2a pero se
desconoce el sitio de interaccion en esta dltima. (n alineamiento de las secuencias de P2a y
CFO muestra una zona de alta homologl'a, por lo que es Posible que esta regic’m esté
involucrada en la interaccion con FZB n rojo sc representan los residuos idénticos yen

VCFdC lOS conservaclos:

CFPo 254 TLLGASVATLEYLE 265

F2a  46-  SIAGRSVATLVA 57



No se sabe como interacciona el Péptido 5 de TCFZB con las otras Protefnas P
pero pensamos que las uniones acido-base son imPortantcs ya que ambas proteinas F1 son

muy basicas en esta zona.

[ lhecho de que el Pépticlo | no se asocie a | cf 20 presenta una Particularic{ad ya
que esta proteina es muy similar a FZB enla region N-terminal. |~ sto Podrl’a indicar que las
interacciones no se dan entre las mismas zonas maPeac{as sino con otras regiones de la

Protcn’na. n rojo sc representan los residuos idénticos yen verde los conservados:

Tel2p -MKYLAAYALVGLSGG-15

TcF2a »-MKYLAAYALASLNKF-18

A] comparar esta misma region con la correspondiente enlas Fi, no se encuentra tal

homologfa, pero existe un dominio ’ciPo cierre de leucinas presente:

TelP2BLX Xl Tl 2a EXXeL

TP IBLXLXLXL TeFia LXAXL

[l cierre de leucinas es un motivo en el cual dos hélices de proteinas diferentes se
unen entre si como una hélice suPerenro”ada dando ]ugar a un dimero. | as rePeticiones
deben ser cada 6 residuos (LX) Yy rePctirse este motivo en ambas hélices al menos 4
veces. [or lo tanto, en nuestro caso, ninguno constituye un cierre de leucinas tiPico, a

excepcidon de | c| 1P, si consideramos una isoleucina como parte del motivo: é é é)-
pcion de TP 1B, si consid isoleuci parte del motivo: | Xl Xl X4



[~ stos resultados son consistentes con los Pub]icac{os para las Pro’ceinas Fi/F2 del
gusano de la seda <Naganuma Y col, 2007) donde la eliminacion de 10 aminoacidos de la
region N-terminal son suficientes para evitar la formacién de heterodimeros F1,/F2 y para
imPeclir el Pegac{o a FO. También se ha demostrado que la region N~terminal de la Proteina
F1 de rata (residuos 1-63) es insoluble pero Puede ser solubilizada por el agregaclo de la
misma Porcic’m de la Proteina F2 (Gonzalo Yy col, 2001); sugiriendo una interaccion entre
estos dominios. Por dltimo, ensayos de dicroismo circular con las Protex’nas [ de levaduras
indican que el dimero P1,/F2 contiene un 65% de a-hélices, mientras que solas forman una

estructura de tiPo “random coil” (Tchérzewski y col, 2003).

243 FORMACION DEL COMPLEJOF (STALK)

Lucgo de analizar las interacciones entre las proteinas P de a pares comenzamos
con el estudio de la formacién de complejos ternarios por 5FR Para esto utilizamos en
solucién una concentracion Fga de una Protefnajunto a concentraciones variables de otra Yy
este conjunto fue ingectado sobre el chip CM5 que tiene Fﬂadas todas las Protcinas F
[ ste ensayo Puecﬂe dar un aumento de la sefal se si estan formando complejos ternarios o
una disminucion de la sefal si existe inhibicién de la interaccion de las proteinas en solucion
con la del chiP‘ For lo tanto se ensayaron todas las interacciones Posibles entre las

Proteinas F (TaHa 2~4~).

Tabla 2-4. Ensago de formacion de complcjos ternarios por 5FK Se indica como 3X a un aumento
de la sefial en funcién de la Protcina variable; [nhibicion, a una disminucion de la sefal en funcion de la
Proteina variable; (~) cuando no l’lag interaccién detectable Y “«_“« cuando hag una sola Proteina que

interacciona en el par.



Chip CM5
Solucion

CFo P2 Fia FiB F2a

Flﬁ + Fla Jnhibicion 32X Jnhibicion Jnhibicion 23X

P28+ FiB Inhibicion 3% X »X 5X

FZﬁ + FZ(X. ]nhfbicién ]nl’libicic’m ]nhibicién ]nhfbicién ]nl’libicic’m

F2p+CFo »X 5X 35X 5X 5X

CPo+Pia 53X 32X Jnhibicion 5X X

CFPo+T1B 5X 53X »X [nhibicion 3\

CFO + FZ(}, 23X Jnhibicion Jnhibicion |nhibicion |nhibicion

FPro+Fip 5% 53X @) ®) -

Fra+F2a 53X Inhibicion o — _

F! B+ FZ(X 3% |nhibicion ) Jnhibicion |nhibicion

De este estudio se desprende que siempre que haya dos Protex’nas CFO
involucradas en la interaccion en distintas conFiguraciones (chiP o solucion) se van a formar
comPIe:jos 3x. [~ sto se debe a que el dominio de homodimerizacion (A3, ]:igura 2.—-17) no
Participa de interacciones con las proteinas F «chicas”. Algo similar ocurre con la proteina
FZB a excepcio’n del par FZB/FZOL. La Presencia de la Prote:’na FZOL en solucién inhibe
todas las interacciones de FZB, Probablemente debido a la similitud de los dominios N-

terminal.



[T s destacable que el par FZB/CFO forma comPchos ternarios con todas las

Proteinas, coincidentemente con los resultados de interacciones individuales.

Del analisis todas las interacciones ternarias, se construyeron distintos modelos de
asociacion secuencial de las proteinas en el complejo F.F nlatabla 24, se observa que las
proteinas P no se asocian al azar por lo tanto, disefiamos un ensayo de asociacion
secuencial usando SFR " neste exPerimento se inyectan de manera secuencial y en series
diferentes, las Proteinas [ «chicas” sobre la Protel’na (CFo fﬁac{a en el CI"IIP (l:igura 2-19).
Dado que las cinéticas de disociacién de estas Proteinas son muy réPiclas, es de esperar
que la formacion de un complejo ternario lo estabi]ice, Permitienclo la asociacion de una

cuarta Prote:’na, Yy asi sucesivamente.

RU Proteina 1 Proteina 2 Proteina 3 Proteina 4

Asociacion Disociacion

Absoluto Relativo

Tiempo

Figura 2~I9.Cuwa tedrica del ensayo de
interaccion secuencial. Se Prucban distintas
secuencias de inyeccion de proteinas y se
registran los valores de unidades de respuesta

(KU) absolutas Yy relativas en cada caso. Lucgo

Froteina 1

Proteing 2
Frateina 3

Proteina 4 estos rcsu]tados s0n vo|ca&os a un gréncico de

barras, donde se resta el canal control.



De acuerdo a las secuencias cnsagacias las relaciones entre RO absolutas Yy
relativas variaron notablemente. | o que buscamos en este ensayo son las combinaciones
que Permitan una asociacion equimo]ar de cada Protefna inﬂcctacla (iguales R relativas) Yy
que esta asociacion rePrcscnte un incremento Proporcional en las ingecciones sucesivas
(Ku absolutas), es decir condiciones en las que se rePita la curva teorica de la Figura 2-19.

| a Figura 2-20 ilustra una de las secuencias cnsaya&as que se asemeja al modelo propuesto:

Figura 2-20. Formacién de comPlcjo P
comP|cto. (no de las series de

asociacion Posiblcs entre las Protcinas

P «chicas” Yy sobre (Fo. Ro_jo, R

absolutas; azul, RU relativas.

Tn la inyeccic’m secuencial de las Protefnas FZOL, F]OL, FZB Yy FIB hay una
asociacion equimolarg un aumento Proporciona] de la respuecsta absoluta. [~ sto indica que
este orden de asociacion es altamente estable Yy Permite la formacion de un complejo
Pcntamérico con un componente de cada tiPo. Otras secuencias que dieron resultados
similares fueron: FP2a-PiB-FPia-f2p y F2a-FPia-FiB-F2B. Fn todos los casos se cumPle

que FZOL esla Primera yque F] Qo se asocia antes que Flﬁ



Al no haber interaccion entre P2a Yy Fia y por todo lo descripto hasta ahora, estos
resultados parecen indicar que (CFo expone dos sitios de interaccion Yy F2a se une a uno de
e”os, luego quedan cxpuestos nuevamente dos sitios (uno en CFO Y otro en FZOL) que
Puec]en ser ocuPados por F] a en CFO o por Fl B en FZOL sin un orden determinado. For
altimo FlB se unirfa a [ 1a finalizando con la constitucion del compleijo Pentamérico. (omo
estas proteinas presentan interacciones redundantes con los distintos miembros del
complejo, el orden de las interacciones se Pucde alterar, ocuPanclo una proteina un lugar
distinto, pero esto Peljudica luego la asociacién de las Proteinas siguientes que no sc van a
Poder acoPIar o que van a desplazar a otra para asociarse, tal como se vio con las otras
secuencias de proteinas ingec‘caclas. (Cabe aclarar que las Posibili&ades ensayadas no
cubren toda la combinatoria Posib!e ya que las secuencias de inyeccion se disefiaron en
funcién de los resultados de formacion de complejos ternarios pero solo estas tres

comciguraciones entre mas de 20 ensagaclas dieron este resultado de manera reProclucib]e.

La constitucion del stalk en mamiferos esta dada por dos heterodimeros F]/FZ
asociados a FO donde las Proteinas Fl actuan como Puentes (Gonzalo y Rcboucl, ZOO§>
(Figura Z—Zl). En levaduras se forman los heterodimeros FZOL/FI B Yy FZ_B/F]OL que se
asocian a [0 ((Guarinos Y col, 2003). [ n ese mismo trabajo los autores proponen que todas
las Protefnas F “chicas” interacttian con FO aunque no se ha demostrado la capaciclacl de la

Proteina FO de levaduras para unir 4 Prote:’nas (Figura 2-21 )



Dominio N-terminal y
sitio de unién en PO a
las proteinas P1y P2

Deminio C-terminal comin
Regién bisagra g g

Dominio de unién PO
al ARN ribosomal

Mamiferos Levaduras

]:igura 2-21. Complcjos F de distintas cspccics.
Se ilustra la constitucion del stalk en mamiferos,
levaduras Yy 7 cruzi | os distintos dominios de las

Protcinas P estan indicados para el caso de

mamigeros 3 s50n lOS mismos en tOdOS IOS esquemas.

Fn 7. cruz la formacion de los heterodimeros P20,/F 1B y F2B/Fio esta
favorecida aunque se Pueclen unir de otras maneras, pero no sabemos si las Proteinas F2a Yy
Fio actuan como puentes para la union de las otras [ “chicas” a 0 o si todas tienen la
caPacidad de interactuar con Fo al mismo tiemPo. Dados los mapeos de los dominios de
interaccién en [0 (]:igura 2-18) creemos que es mas Probablc que el modelo se asemeje al
de mamiferos, con dos sitios sobre [0 al cual se unen los heterodimeros (Figura 2-21). Pero

las interacciones Protel’na~Protefna muestran que todas tienen la caPaciclacl de union a Po.

244 L CENTROGTFASA ASOCIADO

| as Proteinas ribosomales Fjunto ala Proteina | 12, el “sarcin ricin ]ooP” y el
“thiostrcptonc looP” (sitio de union de las Proteinas Fo Yy | 12) del RNA ribosomal 28 S
constituyen un centro GTFasa asociado a distintos factores de la traduccién (]:iguras 2-5

Yy 2.-8). Tn Par‘ticu]ar el factor de eiongacic’m 2 (EFZ) se une a esta region Yy requiere de la



region (~terminal de las Protefnas P para su actividad (3] Fasa <Gomcz—-Lorcnzo Y col,

2002; UChiumi Y col, 1990).

| a region del stalk que forma una Protuberancia lateral en la subunidad mayor del
ribosoma se Puede dividir en tres segmentos. il Primero esta formado por la region del
RNAr reconocida por la Proteina Li 2 Y la regic’m N~termina] de FO. E_sta es la base del
stalk y es el punto de ancla_jc para componentes mas Perhcéricos como las proteinas P
“chicas”. El scgundo segmento esta formado por las regioncs N~tcrminalcs de las Protel’nas
F «chicas” que inclugen las zonas de asociacion con la region central de Fo. | ste segmento
es muy Hexible y constituye una PlataForma movil Probab!emente funcional al proceso de
elongacién. E_l tercero esta comPuesto por las regiones C~terminales de todas las Protefnas
P, contiene una region bisagra que une los Péptic{os (_~terminales conservados que les
confiere gran movilidad (Diaconu Y col, 2005). Es_justamente la region (~terminal de las
proteinas Fla que interactta funcionalmente con |~ [72. Sise le bloquea la flexibilidad o se

elimina esta regio’n se anula la sintesis de Proteinas.

1T 2 de levaduras ha sido cristalizado en distintas conformaciones (J;zrgcnscn y
col, 200%). Un analisis comParativo conel T2 de 7. cruzimuestra un 60% de identidad en
las secuencias, con un 76% de homo]ogia (]:igura 2-22). | os seis dominios estructurales
estan totalmente conservados en 7. cruzi | _os sitios de union a (5] [, sombreados en la
{:igura 2-22 estadn conservados asi como la histidina 699 (5c) o 70?% (Tc) que se modifica
Iuego de la traduccion en una diftamida. Sin embargo, existen dos treoninas conservadas en
levaduras Yy mamiferos (T57 Y Tﬁ?), que son FosForilabIes, una de las cuales no esta
presente en 7 cruzi. I | sitio Principal de fosforilacion es la T57 (Marzouki Yy col, 1989) y

enel TCEFZ solo esta Presente la T59‘
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}:igura 2-22. ComParacién estructural de los [ 72 de levadura y de 7.cruziFnla parte suPcrior se

muestra el alineamiento de secuencia Yy la estructura secundaria del FF2 de levadura (Sc) y la

esPerada para 7 cruzi(T c). Ala derecha se muestra la estructura 31D del F 72 de levadura (FDB
iNoV). A la izquierda se muestra la estructura 3] del T 72 de 7 cruzimodelado. | os dominios

estructurales se representan en color violeta (D, rosa (”), azul (”]), rojo (]\/), verde oscuro (\/) y verde

claro (G’)

71 dominio | es el dominio catalitico, une e hidroliza (G TF generan&o un cambio
conformacional que Permi’ce la translocacion del ribosoma. E_nsagos de crio~microscopia
electronica en levadura demostraron que el dominio || interacciona con el “shoulder’ de la
subunidad menor. 7] dominio ||| entra en contacto con el cuerpo de la subunidad menor,
cerca del sitio Al 1 dominio |\ mimetiza la estructura de un ARN de transferencia Yy el

dominio \/junto al dominio (3 interacciona con la base del stalk (Gomez-| orenzo Yy co|,



2000) (]:igura 2-2%). [7 1 analisis estructural no revela evidencias de contacto con la region

(~terminal de las Proteinas P aunque son imPrescindiHcs para la actividad (5] Fasa.

Figura 2-2%. | ocalizacion del F[F2 de
levaduras. Mapa de crio—microscopia

electrénica del ribosoma de levadura con el

F T2 unido. | as subunidades mayor (azul) Yy

menor (amarillo) junto al FF2 (rojo) y un

ARNt (verde) se indicanjunta a los dominios

estruturales de cada uno.

Fara comPrender como interacciona el factor de elongacio’n 2 de 7. cruzicon las
proteinas que conforman el stalk, clonamos el ] c[7 [72 fusionado a histidinas Yy expresamos
la proteina recombinante en /. cols pero el Producto fue insoluble (cuerpos de inclusion).
Para solubilizarla ensayamos diversos Protoco]os de renaturalizacion de factores de
elongacién (K ristensen Y Laurbcrg, 2002; Li Y col, 2006), pero ninguno dio resultado.
Luego recurrimos a la técnica de “step wise dialisis” que reduce la concentracion de los
agentes desnaturalizantes de manera graduaL Como el E]:Z tiene actividad GTFasa, se
agregd en los buffers GTF lmM Yy MgC]z 5mM. E_n estas condiciones ensayamos e

[ 72 recombinante sobre las cinco proteinas [ en Biacore (Tabla 2-5).
P



T abla 2-5. Parametros cinéticos de las interacciones entre el T<F [ 2 Yy las Proteinas P de 7. cruzi
Se muestran los datos de Kd (M) relativizados al orden de magnitud. | as tablas siguientes
corresponden a los ensayos de inhibicion con los Pépticlos derivados de T c[2P Yy la ultima con las
proteinas truncadas de (_Fo Yy el Pépticlo corresPonc]iente ala region (~terminal (Fo15). Se ac!junta

una tabla conlos resultados reales (f:igura 5.8 Ancxo).

Chip CM>
Solucic’m
CFo P2 FPia FiB F2a
EF2 ixi0” ixio” ixio” ixi0” ixio0”
FF2+ FcPl ]C5o ix10” Jnhibicion Jnhibicion Jnhibicion
Inh 2 fase
E]:Z + FCP 10 Aumento Aumcnto ]ﬂ}‘l 2 fase
|Cso 1x107

FF2+(CPoAz &

EF2+CPo-As | 1Cso ixi0*

FF2+Fois )

[~ xisten en la literatura datos de la interaccion del [T |72 con las proteinas [ de rata
p
(Bargis—Surgcy Yy co|, 1999); para la proteina i se midio un Kd =ix10° M mientras que

para la Protefna P2 unKd=1x1 o M, no existen datos de la interaccion con Fo.

I~ n nuestro estudio encontramos una interaccion similar con todas las Protefnas P
“chicas” y una afinidad dos érdenes menor por FO. Daclo que la region C—terminal de las
proteinas [ es esencial para el funcionamiento del [ |72, Probamos inhibiciones con los

Pépticlos (~terminales de las proteinas P «chicas” (Pepio) Yy de Fo (Foi5). [ Pépticlo



Foi5 no inhibe la interaccion T 72/ Fo; por el contrario el PéPtic{o 10 aumenta la

interaccion del T 72 con las Proteinas Fi(a Yy [3) Yy solo inhibe la scguncla fase de asociacion

en las interacciones [~ [72/F2 (o Yy B) I~ stas cinéticas son atx’Picas y poseen una fase de

asociaciéon Partida (Figura 2-24). | a zona de interaccién de las proteinas P con el 2

esta contenida en el Péptido i de FZB, que inhibe por comPIeto las interacciones con las

Proteinas F «chicas” al igual que la Protcu’rxa truncada A5 para (CFo (]:igura 2-25).

Inhibicion EF2-P2j x Pep 10

% Inhibicion

Tiempo (s)

}:igura 2-24. E_nsago de
de

la

EFr2/F2p

inhibicion
interaccion
con el Pépticlo 10. | a
Pencliente de la segunda
fase de asociacion se

utilizé para el calculo del

|Cso.

}:igura 2-25. E_nsago de
inhibicion de la interaccion
EF2/P2B conel PéPticlo 1.
| a Pcndientc de la Primera
fase de asociacién se utilizo

para el caleulo del ]Cﬁo.

RU

% Inhibicion

EF2 1 uM + Pep 140 uM

Inhibiclon EF2-P2fix Pep1

1000

100 200

Tiempo (s)




FPor lo tanto, identificamos la region N-terminal de las Protefnas F como las que
interacttian con el [T [72, en concordancia con los datos de localizacion por crio microscoPia
electrénica. | a afinidad de la interaccion es distinta para Fo que para las [ “chicas” mientras
que la region (~terminal Poc{ria tener un rol regulatorio en la interaccion del factor con las
Protefnas F, aumentando o disminugenc{o la interaccion segun se trate de Protcinas Fl fe) FZ
rcsPectivamentc (Tabla 2-5). Algunos autores sugieren que el Pépti&o (~terminal es
necesario para gati”ar la actividad (3] Fasa del factor de elongacién una vez dentro del

ribosoma (Diaconu Yy col, 2005).

Dada la funcion rcgulatoria de la actividad ribosomal de la region (~terminal de las
proteinas P Yy dada la comp]eta caracterizacion de los anticucrpos recombinantes anti R-1%
expuesta en el capitulo 1 decidimos estudiar la capacidad del sc["v (U5 para inhibir la

P P P P

sintesis de Protefnas en Trgpanosométidos Yy mamiferos.

24.5 £ SPECIFICIDAD DE EFITOPES

(Como se describié en el capitulo 1, el scfv (C5 que reconoce la region (C-terminal
de la proteina T c[2B (peptido R13), reconoce las cinco proteinas 7. [Csto se debe a que
las cuatro proteinas [ “chicas” (T cFia, T<[ 1B, Tcl2a y Tcl2p) comparten la misma
region (C-terminal y la quinta, TcFo, posce una region homologa llamada Foi5 (Figura 2-
26A).

| os residuos imPor’cantes en el reconocimiento del anticuerpo sobre el Péptido Ki3
son 3-I xDDx(G] -9 pero no conociamos con exactitud la influencia en su reactividad de
las sustituciones presentes en la contraparte humana, [11% o los cambios que presenta
Fois. Uti]izanclo SFR, comparamos la inhibicion de la interaccion scFvCﬁ/TcFZB por los

Pépticlos Ki», FOI 5y H i3. Los ensayos son equivalentes alos descriptos enla Pa’gina 32



(Jnhibicion) (]:igura 2-26P5). Solo se obtuvo una curva de inhibicion completa con los

Péptic{os Ri b (]C5o=2,4~uM) Y FOI 5 <1C5o=22,6uM) pero no con H 5. Es’cos resultados

demuestran la }Jaja afinidad del scfv Cs por el ePitoPe presente en mamiferos (PéPtiéo

rl i 5) a pesar de un tnico cambio con resPecto aRi3. FO] 5 también Presenta cambios con

resPec’co a Kl 3 pero parece que en este motivo el reemplazo de la g]icina 8 (R] 5) por el

acido asPértico (Poi15) afecta menos al reconocimiento del anticuerpo que el cambio del

acido gluta’mico 3 (R13) por serina ([713%). Luego hicimos ensayos de western blot para ver

siel sc}:v C5 Puede reconocen las Protefnas F de mamiferos (Katttus novcrg/cus) pero esto

no ocurrioé (Figura 2-26().

H13 EESD

LFD

R13 EE-Dib -.}cln GLEFD
P015 EEED DE‘GMGAJ.F

B 120

100 ® FRi3

H PM35
a0

& H12

&0

% Inhilition

40

20

04 1 10

100

[Peptide] wi
1 2
Cc
TcPO — —32,5
25
TeP1p
el B
c
TePlw = —6.,5

Figura 2-26. [ specificidad de epitopes del sc[v
C5. A. Alineamiento de secuencia de los
peptides de /. cruzi Ri% y [oi5 con el
correspondiente en mamiferos [113. | as letras
blancas corresponden a los residuos necesarios
para el reconocimiento del anticuerpo. [~ | fondo
sombreado indica los residuos conservados en
los otros dos peptidos. B. |nhibicion de la
interaccion entre el scf'v (C5 y Tcl2b por los
Pepticles Ri13,Foi5 y 13, utilizando la tecnica
de SPR. C. Western blot de estractos crudos
de T~ cruzi (calle 1) y K. novergicus (calle 2) con
clscf'v(Cs. | a posicion de las proteinas [ de 7~

cruzise indican a la izquferda.



2.4.6 INHIBICIONDE LA TRADUCCION

Disefiamos un sistema de traduccion /n vitro para determinar la caPacidacl del scfv
Cs para inhibir la sintesis de proteinas. Se utilizaron extractos ribosomales de 7. cruziy K
novergicus y se compararon los efectos del anticuerpo en ambos sistemas. | a concentracion
de ribosomas en las Preparaciones fue de aProximaclamente 130 nM. [F.n estas condiciones
la inhibicién de la traduccion por el s’V (C5 sobre ribosomas de 7. cruzifue dePendientc
de la dosis con un lcjo de 78,5 nM (]:igura 2—27/\). Fara los ribosomas de rata no fue
Posible obtener una inhibicion comPIeta de la traduccion, incluso a concentraciones de 500
nM de scf v Cﬁ. Mas aun, una concentracion de 160 nM de scf v C5 que inhibe
fuertemente la incorporacio'n de metionina (555~Met) en /. cruzi no tiene efecto sobre los
ribosomas de rata (Figura 2—275). I” nestos ensayos se utilizé un anticucrpo recombinante
(A4) como control Positivo de inhibicion. Se trata de la versién recombinante de un
autoanticuerpo anti-f (regic’m C~terminal)j conocido por su accion inhibitoria de la
tracluccic'm, obtenido de un Paciente con la enfermedad de IuPus eritematoso (ZamPicr‘i y
col, 200%). | os valores de fondo de incorPoracién de marca se calcularon utilizando
[~ metina, que es un inhibidor de la e|ongacic’>n (Olcinic‘(, 1977). [ | efecto inhibitorio del
scFv C5 se revierte por comPleto con el agrcgado del Péptido Ri 3 pero no por Hi§
(]:igura 2~2.7C>. [ stos resultados indican que el scfv Cs b]oquea la elongacién de los

ribosomas por unién ala region (~terminal de las proteinas P del Parasito.
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24.7 INTRABODIES

(n intrabodg es un anticuerPo recombinante que, exPrcsa&o en e citoplasma de
una célula, sigue vias distintas a la secrecion. Fara este tiPo de construcciones, se utilizan
Péptic{os sefial que determinan la localizacion de anticuerpo dentro de la cé¢lula. Asi, estos

Pueclen reaccionar con distintos blancos intracelulares.



Uti]izancio la secuencia nucleotidica del scf™v (C5 Yy distintos vectores de exPresién
construimos un vector para expresar intrabodies en 7. cruzi Uti]izamos el vector PTREX,
de alta expresién (Vazquczy |_evin, 1999) y el vector PR]BOTEX, de mediana cxpresic’m
(Lorcnzi Yy co], ZOO§> para la exPresién citoplasma'tica del sclv Cﬁ. Todas las células
transfectadas dejaron de crecer antes de finalizar el Pcriodo de seleccion, no asi los
controles con vector solo. Luego, utilizando el vector PCDNA§ construimos un intrabociy
para ser exPresado en células CHQO. [ste anticuerPo sc expresa bien en células de
mamifero y no afecta la tasa de crecimiento. Por ultimo, dado que 7. [Jruccl’Posee la misma
region (~terminal de las proteinas P y que existe en este organismo un sistema de expresién
concliciona], clonamos el scFv C5 en el vector PLCW 100. Este vector posee Promotor de
T] Y operador de tetraciclina regulanclo al transgen. 56 transfecta la cepa de 7_ brucer
29-1% la cual expresa la ARN Polimerasa de T7 Yy el represor de tetraciclina en los
Plésmiclos PLEWI >y PLEWZ9 (]:igura 5.9 Ancxo) (Wirtz Yy co], 1999). " n estos
exPerimentos se usan como control Positivo el vector PLEW]OO conteniendo el gen de la
luciferasa y como control adicional un intrabodg corresPondientc a un scf v contra un

ePitoPe interno de la Protefna TCFZB (scF\/ 55), cuya secuencia no estd conservada en

7 brucei

Los Para’sitos transfectados fueron sometidos a dos semanas de seleccion y se
obtuvieron clones individuales por dilucion limite. Se realizaron curvas de crecimiento para
cada clon seleccionado en Presencia de tetraciclina y reversion del efecto por remocién del

antibiotico.

Después de ocho dias de tratamiento se Puclo detectar por RT~FCR el ARNm
corresponc{iente al scfv Cs (]:igura 2-28A). Fara detectar el Producto Proteico lisamos
los Parésitos Yy absorbimos el sc]:v C5 en niqueLNTA. Lucgo analizamos esta fraccién

por SPDS FPAGE y western blot, demostrando la Prescncia del intrabodg (Figura 2~

285). Flscv(C5 también se observd en ensayos de inmunufluorescencia indirecta donde



la tincion se distribuge de manera Puntcacla en el citoP|a5ma, reaccionando de la misma
manera que el scFv C5 soluble sobre Para’sitos no transfectados (I:igura Z-—Z8C). Las
ima’genes magnhcicadas muestran algunos cambios )Ccnotfpicos como aumento de tamafio y
Pérdicla de la forma afargada, asociado a una disminucién notoria de la tasa de crecimiento

(I:igura 2-29).

A MK WT I C
B S5 WT I

Wild type Wild type + C5
42—
32,5—
25—
16,5—
6,5—
C5 Induced C5 Induced

Magnification

Figura 2-28. [ xpresion delintrabody de C5 en 7. brucei A. RT-FCR del ARN correspondiente
al scf'v C5. Wt corresponde a parasitos salvajcs y la letra | indica los parasitos inducidos. B.
Deteccion del intrabody por western blot. Ss corresponde al sobrenadante luego de la absorcion
con Ni-NT A, wt corresponde a parésitos salvajes y la letra | indica los parasitos inducidos, todos

tratados de la misma manera. C Jamunofluorescencia indirecta de Parésitos sa|vajes (wt) e inducidos.



24.8 TASADE CRECIMIENTO

(Cada uno de los clones inicialmente seleccionados fue sometido a un Perioéo de
induccion de veinte dias. Durante el mismo se comparé la tasa de crecimiento de Para’sitos

transfectados con el intrabodg del scFv C5 oel scFv 55 Yy el control de luciferasa (Figura

2-29).

1e+23

le+22

1e+21

1e+20
T 1e+19
2 fer1s Figura 2-29. Curvas de crecimiento de
§ 1e+17
® ]
bl Para’sitos transgénicos. Comparaaén de
S fe+1s

1e+14

Heeis las tasas de crecimiento de Paréskos

fe+12

le+11 T T transfectados con luciferasa ﬂﬁuc),scrx

6 8 10 12 14 16 18 20 22
Days
5% (53-) ysclv Cs (Cs-D.

a tasa de crecimiento de los parasitos sc["v 5% es normal comparada con la de los
p P
arasitos transfectados con el gen de la luciferasa. | os efectos son lentos ya que las curvas
P g ya 9
sc separan |ucgo de diez dias de induccion y ese fue uno de los Prob]emas para la deteccion
e a proteina correspondientes al sc[™v. [T n los primeros % a ias de induccién
del ,Zf\fzir\J y | p tei p dient | T‘ I ] P 3a’s d d d ,
los Parésitos se vuelven redondeados Yy forman agregaclosj Iuego de los 5 dias los agregados
desaparecen 3las c¢lulas comienzan a aumentarckitamaﬁo.lﬁos Paréskos Pcntaéores del
scf:v C§ induciclos, son aProximadamente 40% mas grandes que los Portaclores del scl v

53 y poscen una relacion ADN/ARN anormal, consistente con una acumulacion de
ARN.



24.9 DISENO DE FPEFTIDOS DERIVADOSDEL SCFVCs

| a resolucion de la estructura tridimensional del anticuerpo asociado al PéPticlo
Ki% nos dio la Pauta de cuales son los residuos Principales para la interaccion con la region
(~terminal de las proteinas FP.EICIDR2 delacadena Pesada establece un gran nimero de
interacciones con el Péptido (Figura 1-40). | eniendo en cuenta este analisis, se sintetizé un
Pépti&o corresPondiente a esta region con el agregado de dos cisteinas en los extremos,
conel finde preservar la forma de bucle que adquiere esta region en el anticuerPo (r:igura 2~

30).

Figura 2-30. | structura del PéPtido derivado del scFv (C5. ] os datos estan extraidos del cristal del

mAb 17.2 con el Péptido Riz.[n rojo se representa el CDR2 delacadena Pesac]a

| a secuencia del PéPticlo es: N-CRIRSKINNYSTC-C, 13 aminoacidos con
un peso molecular de 1 558 Da yun Punto isoeléctrico de 9.5 (el mas alto de los 6 CDKS)

(Una vez sintetizado el Pépticlo, como se describe en materiales Yy métodos, se cicld por



oxidacion natural (1 6hs en agitacion Pcrmanente) a temperatura ambiente. | _a evolucion de

la reaccién se siguic’) por csPectroscoPia de masa.

Il Péptido circular fue Puri{:icaclo en HPLC yse utilizo en ensayos de SFK,junto
con el PéPticlo lineal, para determinar la cinética de interaccién con las Proteinas F de T

cruzi. A diferencia del Pép’cido lineal, el circular se pega a las proteinas P «chicas” con un

Kd=1x107 (]:igura 2-31).
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f:igura 2-31. 5cnsograma obtenido para la interaccion del Pépticlo circular de (5 con la Protcfna

Fl o Ka=1 ,4265 i/M, Kd=7,05c"é M. | as otras Protel’nas P «chicas” dieron cinéticas similares.

Actualmente se estan realizando los ensayos de inhibicién de la traduccion para
determinar si el PéPtido lineal o el circular mantiene la caPacidaci delscFv(Cs para inhibir la

traducciéon de manera selectiva.




Discusion

Capf’cu]o 2



Mientras que las comParaciones de secuencias muestran una gran diversidad entre
las proteinas del stalk de los distintos reinos, hag una organizacion funcional conservada Yy
se Pucc!en c{istinguir motivos conservados. [ Dentro de los Protozoarios analizados }139 dos
granc{es grupos distinguibles, aque”os que poseen un solo tiPo de Protefnas Fl Yy FZ Yy
aque”os que poseen dos tiPos de Prote:’nas F] (OL Y [3) Y FZ (0( Y B) Junto con este
fenémeno se observa que las proteinas Fo de estos ultimos organismos se agrupan
diferencialmente de las otras, lo cual indica una organizacion gencral Particular. Dentro de
este grupo encontramos los géneros [ eishmania y Tfypanosoma, por lo que es Probable
que todos estos posean una organizacion similar del comPlejo F <5ta”<). Tomando a T
cruzi como modelo de este grupo vemos que presenta una organizacion similar a la de
levaduras aunque es claro que la divergencia entre o y B observada en levaduras es
indepcndicntc alade Protozoarios. Sin embargo tienen en comun que todas las proteinas P
“chicas” tienen la capacic{ad de unirse a Fo. [ sto Puecle deberse a una redundancia de
sitios de interaccion, a la redundancia de proteinas o a una razén funcional que aun no
conocemos. | _nla mayoria de los organismos estudiados el stalk es un comp]ejo Pentamérico
pero falta definir en nuestro caso cuantos sitios de union existen en o para saber si es
Posible la interaccion de dimeros de [ chicas (dos sitios) o de monémeros (cuatro sitios).
]ntegranclo las regiones de interaccion mapeaclas hasta el momento con los ensayos de
SPR Yy de formacion de comPIejos Pentaméricos es Posib]e reconstruir una Primera

aProximacio'n ala arquitectura del stalk de T@Panosoma Cruz/(r;igura 2-3 Z).



P1B |1 35 [ 48
P2a h\\\\\\\\ﬂi 40‘ |54

o/ IR

Cpo [ 2 o/ IR
o/
o I

Pla |1 35 [+

P2 B @\\\\\\\\\\\j 1 5 40 ‘ | 64

Figura 2-32. Arquitcctura del Stalk de TrgPanosoma cruzi. [ esquema representa un alineamiento
de los sitios de interaccion maPeados para uno de los Posiblcs esquemas de interaccion. [ n ragac{o
se rePrcscnta el PéPtido i de TCFZB y su corrcspondicntc en FZOL. E_n negro se rcPrcscntan los
extremos C-termina|es acidos yen distintas escalas de grises los sitios internos encontrados en CFO

Y FZBjunto conlas regiones mas conservadas de las otras Protel’nas F

De manera equivalente alas Proteinas ribosomales F el factor de elongacic’m 2 esta
conservado entre las esPecies no solo a nivel estructural si no a nivel de secuencia.
(Consistentemente, exPerimentos donde se intercambia el stalk sugieren que tuvo lugar un

mecanismo de coevolucion donde se mantuvieron las Parejas funcionales L 7/112-T1-G

Y Proteinas F~ EI:~Z (Wahl Yy Mé”cr, ZOOZ).

Ensagos en levaduras con Proteinas F carentes del extremo CJcerminal 4cido
demostraron la Pérdicla de la capaciclac{ de sintesis de Proteinas. I~ sto esta asociado a una
incapacidad funcional del [T [72. For otro lado se habian hecho estudios de SPR para
demostrar la interaccion del T |72 con las Protcinas P pero no existen evidencias directas de
la interaccién con la region ( ~terminal (Bargis~5urgcg Yy col, 1999). Nuestro trabajo pone
en evidencia que la regic’m N~termina1 de todas las Proteinas F de T cruz/(base del sta”<)
estan involucradas en el reconocimiento del factor de elongacio’n, tal como se espera de su
localizacion dentro del ribosoma. Pero demuestra tambié¢n el efecto de la region (_~terminal

en esta interaccién. Los ensayos de SFR entre el EFZ y las Proteinas FZ (OL y B) muestran



dos fases de asociacion donde solo la segunda se inhibe por el agregado del peptido C-
terminal. s muy extrafio el efecto observado con las proteinas 1 (o y B) donde e
agregado del péptido (C-terminal favorece la interaccién. T odo parece indicar que la
interaccion diferencial del T |72 con las proteinas [ «chicas”, en presencia del Pépti&o C-
terminal, obedece a un rol regulatorio de la elongacion, como ha sido propuesto para el [ [
(5 procariota y la region (C-terminal del dimero |_7/1_12 (Diaconu y col, 2005) (Figura 2~

33).

Figura 2-%3%. Keconstruccién del stalk
Procariota. Modelo que explica la
interaccion funcional de la region C—tcrmina|

de las Protefnas del stalk con los factores de

elongacic’m durante la sintesis de Protcinas.

T odos los motivos caracteristicos de /. cruzi encontrados constituyen Potencialcs

blancos para el disefo racional de érogas altamente selectivas.

Fue demostrado por Ucl‘liumi Y col, en 1990 que anticuerpos dirigic{os contra la
region C terminal de las proteinas P y no contra otras regiones de estas proteinas son
capaces de inhibir la sintesis de proteinas en sistemas /17 vitro. [ | Pegaclo de los anticuerpos
reduce la union del factor de elongacio’n 2ysu actividad (3] Fasa. ] ambién se vio que los

anticuerpos gcnerados en la enfermedad ]uPus eritematoso sistémico, contra la region C-



terminal de las Protel’nas F humanas tienen el mismo efecto al igua| que los anticucrpos

recombinantes derivados (Zampicri Y col, 200%).

FPor todo esto decidimos estudiar la esPeciFicidad del sc["v (5 en el reconocimiento
del extremo C—termina] de distintas Proteinas F. | ncontramos una gran esPechCiciclacl en el
reconocimiento del ePitoPe de 7. cruzi(R13) a diferencia de su contraparte de mamiferos
(r‘l | 5) y esta diferencia se hizo evidente en los ensayos de inhibicion de la traduccion in
vitro. | _os diferentes ]C5o calculados por SPR (R 3=2 4uM Yy i §=ZZ,6HM> cxP]ican la
inhibicion selectiva a una misma concentracion de anticuerpo. [~ sta esPeciFiciciac{ quedo
demostrada /n vivo mediante la generacion de intrabodies (expresién citoP]asmética del scfv
Cﬁ) en células CHO Y Tfypanosoma /7ru<:61; donde solo se afects la morFologfa Yy la tasa
de crecimiento en los ultimos. (Como no se Pudo demostrar la exPresién en /. cruzituvimos
que recurrir un sistema de exPresio'n condicional. [7] sistema mejor descripto craclde 7
brucei, Principalmente utilizado para ensayos de ARN interferencia. Dado que 7. 5rucc/9
7. cruzi comparten la arquitectura del stalk y poseen la misma region (~terminal en las
Protel’nas P decidimos utilizar este sistema. " n estas condiciones fue Posible seleccionar
clones de Para’sitos transgénicos y hacer Pruebas de induccion en las cuales se Pudo
detectar el ARNm codificante para elscfv(Cs Yy el Producto Pro’ceico gracias a una marca
de histidinas introducida en el clonado. | as curvas de crecimiento retrasadas Yy los cambios

genotipicos observados son consistentes con un bloquco de la actividad ribosomal.

| os intrabodies se han expresac{o con éxito en diferentes tiPos celulares
(Kontcrmann, 2004, Bélclickc y col, 2005; Wol{:gang Y col, 2005; Faganctti Y col, 2005;
Giriffin Yy col, 2006). Forlo que sabemos hasta el momento es la Primcra vez que se describe
la exPresién de un intrabodg en Trypanosométidos. I sta estrategia de “knock-down”
presenta a]gunas ventajas sobre los ensayos de ARNI para el estudio de genes que tienen

alta tasa de reemplazo a nivel de AKNm o también para aque”os Productos Proteicos que



tienen Baja tasa de rccmP]azo ya que actua directamente sobre una Protel’na blanco yno se
ve afectado por la dinamica de esta Protcfna. For todo esto, el uso de intrabodies tiene un
gran valor para el bloqueo de funciones Proteicas o complcjos Proteicos que Pueéan servir

como punto de Partida para el disefio de c{rogas (Stocks, 2004).

| os analisis de secuencias muestran que los mamiferos poscen un extremo C-
terminal en las Proteinas F Iigeramente diferente al de Trgpanosométiéos, siendo la
diferencia PrinciPa] la sustitucion de un g]utémico poruna serina en la Posicio’n 3 del Pép’cido
Ki» (Figura 2-34) | a Figura 5.6 del anexo muestra los extremos (_~terminales de todos los

Protozoarios utilizados en el estudio Filogenético.

Mamiferos
bits

[Figura 2-34. Region (-terminal de

las Protcfnas F chucﬁas. Las

Protozoarios

flechas indican los residuos criticos

para el reconocimiento del sc[7v Cﬁ‘ + + + + +

[ ste residuo parece ser clave en el reconocimiento del anticucho, y si esto es as,
este anticuerpo Podria inhibir la traduccion en muchos otros Parésitos Protozoarios

causantes d@ en{:ermedades ecn mami{:eros sin aFectara Ia célula hosPeclaclora.



Ensagos de western blot contra lisados de distintos Protozoos muestran una
correlacion entre el reconocimiento de las Proteinas P Yy la caPaciclac{ de inhibir la traduccion
(7. brucei T cruz). Crft/ud/:a fasciculata contituye un nuevo e_jemplo de esto y estamos

amP]iando la busqueda de otros Posib]es blancos (Figura Z~§5).
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R. novergicus Crithidia T. cruzi

}:igura 2-35. Reconocimiento de las proteinas F e inhibicion de la traduccion en distintos extractos.
A la izquierda se muestra un ensayo de Wcstem blot con el scFv Cﬁ: Ca”c i extracto de 7_ cruzi,
calle 2 7 brucei, calle 3 . )[ascfcu/atag calle 4 / . mexicana. A\ la derecha se muestra la inhibicion de
la traduccion a distintas concentraciones del scf-v (5 comParac{a en los distintos extractos

ribosomales.

Desafortunadamente no l’wag datos disponib]es de las secuencias de las proteinas P
de (. fasciculata pero nuestros resultados sugieren que contiene el mismo extremo (-

tcrminal o uno a]tamentc homologo‘

| eishmania spp, a diferencia de 7~ cruzi y mamiferos poseen otro cambio en la

region (~terminal de las Protel’nas [ «chicas”:




[ rypanosoma spp(K13)  107-119 CEEDDDMGEGLITD
Humano (H13) 102-115 CESDDDMGIGLID

Leishmania spp (A13) 93-105 EEADDDMGEGLID

[~ studios de resonancia magnética nuclear demostraron que la scguic{i”a de residuos
4cidos en Ki» generan una gran libertad de movimientos y no es Posib]e determinar una
estructura para este Pépticlo. Distinto es el caso de Tﬂ]} donde la serina rigicliza la

estructura y algo similar ocurrié en A 13 (Soares Y col, 2004).

©) ASP6
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Fortodo esto es Probable que de observarse un efecto en [ eishmania PP, el mismo
se deba al reconocimiento del extremo (_ ~terminal de Po yno al de las [ “chicas” tal como se
ve en el ensayo de western blot de la Figura 2-35. | sto nos Permitiré comPrendcr mejor los

roles de las distintas Protefnas F durante la ctapa de elongacién en la sintesis de Protel’nas.

I I disefio del Pépticlo derivado del sc[™v (C5 fue bueno en términos de que conserva
la caPacidad de union a las proteinas P. ] acinética rcgistrac{a para las [ “chicas” muestra

un Kd=1x107 M. [ sto representa el mismo orden que la inhibicion de la seguncla fase de



asociacion |- [72-F7chicas” rcgistra&a con el Pépti&o Ri» (ix107) por lo que Po&rl’a seguir
existiendo una comPctcncia por el sitio C~terminal. Fnla I:igura 5.2 del anexo se muestran
las caracteristicas de los distintos PéPtidos derivados de los CDRs del scfv (Cs. | ste
c{atojunto a los estudios cristalogré{:icos revela que es Posible derivar Péptic‘os de otros
CDRs que Puedan conservar la union a las proteinas F, como ser el (CDR? de la cadena
Pesada. Mas aun, los datos cristalogrépicos del mAb 17.2 unido al Pépticlo Ri% son el
punto de Partida para el disefio de Pseuc{oPéPtidos Yy distintas estrategias de miméticos que
Puedan inhibir especf}cicamente la sintesis de proteinas en Trypanosomas <Saragovi Yy col,

1991; Takasaki y co], 1997; Bcrczovg col, 200%; Cassctg col, 2.005).

Sin embargo, los resultados aquf exPues‘cos, demuestran que no solo la regic’m C~
terminal de las proteinas P constituye un blanco esPeciFico, sino que todos los motivos

ribosomales exclusivos de 7. cruzison Posibles blancos para el disefio de clrogas.
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3.1 MEDIOS DE CULTIVO

o |B: 1% [riptona, 0.5% [Cxtracto de levadura, 1% Na(l, PH‘ 7.0.

o [ B-Amp: B+ 100 pg/mlampicilina.

o | B-Agar| B+ i1.5% Agar-Select.

o 2xYT:1,6% Triptona, 1% [Cxtracto de levadura, 0,5% NaCl, pl: 7.,4.

o 2xYT-Amp: 2xYT + 100 lg/ml ampicilina.

o 2xYT-Gluc: 2xYT + 2% dextrosa anhidra.

o 2xYT-Agar: 2xY | + 1.5% Agar-Select.

e Medio SOB: 2% Triptona, 0,5% [xtracto de levadura, 1omM Na(l,
2,5mM KCl Autoclavar y agregar 1omM MgCL y 1omM MgSO-.

e Medio SOC: Medio SOB +2% dextrosa anhidra.

e Medio LIT:0,5% [nfusion de higado, 0,5% T riptosa, 68 mM Na(l, 5.3 mM
Kl 22 mM NaxHFPOs, 0,2% dextrosa anhidra, 1 ml hemina, penicilina (G
100 (|/mly sulfato de streptomicina | ooug/ml, 10 % suero fetal bovino.

e D-MEM F-12 (GIBCQO): suplementado con 10% de suero fetal bovino
GSrp, GIpCO), Peniciliﬂa (G 100 (I/ml y sulfato de streptomicina

iOOug/m].



3.2 Pacterias:

o [ coiDH50: [7, endA 1, hsdR 17 (K omKD), glnV/a##,thi-1 deoR, gyrA s,
recA 1, relA, supl[”+4, ANac/ Y A-argf ) ]169, M (980dlach (lac,/) M15)

o [ coliFB2151: Aac-pro araNal” thiT” (pro A lac/ lacZAN 15)

o [ coliXL1-Blue: endA 1 hsdR 17 sup[~ 4+ thit recA 1 gyrA\96 relA T lac
FlproAB facft lacZAM15 T 70)

o [ coi DHi10B: T merA A(mrr hsd RM.S-mer BC) ¢80d/ac/AN i1 5
AacX74 deoR recAt ara[21%9 N ara lew)7697 gall | galK M- rps/[. end A
rup(s

o BL21DE3)plysl: - ompl AsdSD (B- mB-) gal dem (DL3)
plysS (CamR)

3.3 | evaduras:

o [ pastoris X-33: Cepa salvaje de [ichia pastoris, presenta fenotipo Mut”.

o [ pastoris (GS-115: Incluye la mutacion Ais# (inactivacion del gen que
codifica para la enzima histidinol deshidrogenasa), son levaduras que
necesitan de medio enriquecido con histidina para crecer.

3.4 Parasitos:

° TrgPanosoma cruzi: CL Brener

. TrgPanosoma brucei cepa 29-1%: Fosece integrados los genes que codifican

para la Po]imerasa de 17 Yy el represor de tetraciclina.

3.5 Ll’ncas Cclularcs:
o (CHQO-Ki:Ceélulas Provenientes de ovario de hamster chino.



3.6 VECTORES

plen-]l: Vector de clonado de anticuerpos de cadena simple y expresion
procariota. [osee gen de resistencia a Ampicilina; secuencia de exportacion
periplasmica pelP; sitio de clonado multiple con sitios Sfil, Neol, Xhol, Apal | y
Notl; péptido de unidn de 15 aminoacidos; marca de [istidinas (6x); marca Myc;
codon stop ambar | AG. Promotor | ac, inducido por [PT(G. For ser un vector
fagémido permite la expresion dirigida al periplasma de los anticuerpos fusionados o
no ala proteina 3 del fago M 1% dependiendo sila cepa de /7. (ofies supresora o

no respcctivamcnte.




PE.TZZb"': Vector de expresién Procariota. Fosee gen de resistencia a AmPici[ina;
secuencia de expor’cacién Periplésmica Pe]B; sitio de clonado multiple (ver esqucma)
y marca de Histidinas (6x). El Producto clonado esta bajo el control del promotor

T7. Al inducir la cepa BLZ] (DE5>PL35E con ]FTG se sintetiza la ARNPOI de

17 yse activa la sintesis de la Protefna codificada en el vector.
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PGEX Vector de cxprcsién Procariota de Protcfnas de fusion a GST. Fosce gen
de resistencia a Ampicilina; secuencia de (39| fusionada al extremo N-terminal;

sitio de clonado mdltip]c (ver csqucma). FPromotor | ac, inducido por IFTG.

pSj10ABam7Stop?

Pstl

pGEX

~4900 bp

pBR322
Miul on



PRSE_T Vector de exPresién Procariota. Fosee gen de resistencia a AmPicilina;

secuencia de 6 histidinas fusionadas al extremo N~terminal; sitio de clonado multiP]e

(ver esquema). FPosee promotor T7. Al inducir la cepa Bl2i (DF3) PLﬂSE con
lFTG se sintetiza la ARNPOI de T7 y se activa la sintesis de la Proteina

codificada en el vector.

PGEM-T \/ector de clonado Y selecciéon de transformantes. Fosee gen de
resistencia a Ampici]ina. El sitio de clonado md]tiplc posee extremos abiertos
cohesivos con la Presencia de timidinas (Para la insercion directa de Procluc’cos de
FCR) I~ ste sitio esta interrumPiendo el gen | ac/ de manera que se Pueae realizar
una bdsque&a de las colonias con y sin inserto por actividad de la enzima ante la
Presencia de un sustrato que daun Producto coloreado (Xgal).
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P]CZ—(IB: Flésmido disefiado para la exPresién de Protefnas que Presenta
herramientas que Permiten su seleccion en bacterias asi como su insercion en
levaduras. (Gen de resistencia a /eocina. El [Factor-o es una sefial de secrecion de
5acaromﬂces cerevisiae. Marca myc y de histidinas (6%). Fromotor AOXIJ
inducible por metanol. Kegic’m de terminacion CYC/ para el correcto

Procesamiento de los ARNm. Sitios 53(:[ ch /5 BstX/que Permiten la

linearizacion del vector para su correcta incorPoracién al genoma de /l>./085f0fl:5.

PPICZo: B (3.6 kb)

_ —®
teg= BR——=——
|m 8E§§g§§§§§§§ c-myc epitope | 6xHis @l

* Frame-dependent variations

AOx;
7}, \/Bam H1

3

-

pPICZo.B g

<~
Bgl Il PUC o o

FLewlOO: Vector de cxprcsio’n condicional en 7. brucer. | os genes clonados en
este vector qucdan bajo el control del promotor 17 Yy el opcraclor de tetraciclina. | a
cxpresién de estas secuencias esta modulada por la concentracion de tetraciclina en

el medio de cultivo (Figura 5.9 Anexo).




PR]BOTEX Vector de exPresién en /. cruzi [ s un derivado del PTEX (Kc“y
Yy col, l992> que posee un sitio de inicio de la transcripcién (TSF) del gen de RNA

ribosomal de 7. Cruzfy la region intergénica de Procesamiento GAFDH

GAPDH
intergenic

pRIBOTEX
6024bp

| GAPDH downstream
Kpnl

p T REX: Vector de alta expresion en 7. cruzi Posee gen de seleccion (neomicina)
flanqueado por regiones de procesamiento (GAFDH). Promotor ribosomal de 77
cruzi. Debajo del promotor ribosomal contiene la region X1 de 220 pb que se
encuentra rio arriba del gen T c[2beta y que posce sefales de trans-splicing muy

eficientes.

B sitio de
oliadeniiacion
%, P pPy PPy PRy \
. w JORENW A 15 8 121, nc TcP2B
{ ' PIREX !J 144 -75 a4+
y

$ Region HX1



PCDNA§: Vector de expresién eucariota. Fosee gen de resistencia a AmPicilina

(Procariotas) y Neomicina (eucariotas); sitio de clonado multiple Yy sefal de corte Yy

Poliadenilacién (BGH) Fromotor CM\/

There is an ATG upstream A-150223

s the Xba | site Bsml

PSecTagZ: Vector de expresic’m cucariota. Posee gen de resistencia a Ampicilina

(Procariotas) Yy / cocina (cucariotas); sitio de clonado mL'J]’tiPle; marca Mgc; marca

H]S Yy sefial de corte Yy Poliadcni!acién (BGH) Fromotor CM\/ y sefial de

exportacién de inmunoglobu]ina kappa.

=
T7 g ATG lgk Leader = myc epitope | (His)g TAA
l |

“ The Sfi| site is located
before the variable region



PTRE—Tight: Vector de exPresién condicional eucariota. Fosee gen de resistencia
a Ampici]ina; sitio de clonado mdltiple; sefial de corte y Poliadeni]acién (5\/4-0)
Fromotor CM\/ ml’m’mojunto a un elemento de resPuesta a tetraciclina modificado
(TKEmod). Fara activar la transcriPcién requiere del transactivador de tetraciclina
(’CTA) codificado en otro vector. Si el transactivador es directo, la adicion de
tetraciclina rePrime la exPresién del gen. 51’ el transactivador es reverso tTA), la

adicion de tetraciclina induce la exPresién del gen.
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3.7 SOLUCIONES Y BUFFERS

e DBromuro de [ tidio (Br t): 1omg/ml.

o Pulferde Siembra X (ADN): 60% Glicerina; 0,25% Azul de PBromofenol;
0,25% Xilencianol.

e Buffer Citrato: 0,iM Citrato de Sodio; 0,1M Acido Citrico. ,Ajustar a
pi15,5.

e DBuffer Carbonato (0.1 M carbonato): 1.59¢ Na,(C(Os, 2.92g Nal1COs,

levara i 19 ajustara PF[: 9.

° C]oro{:ormo ]soamx’lico: 24 Partes de Cloro?ormo mas | Partc de AICOI’\O]

lsoamn’lico.

e  Dextran Sulfato: 1% Dextran Sulfato en Buffer Citrato.

o EDTA o5M pi 8: (250ml) 46,55 EDTA; 175ml [1,0; agjtar con
calor, llevar a pH 8 con 10N NaQl; completar con .0 y autoclavar.

o PTG 100mM: 24mg [P TG en 10 mlde H,o.

o PBS:0,8% p/vNalClio02% KCl 0,14 % Nax P Ou 0,024% KOs
pi 74

o PBS-TW:005% de Tween20en FBS.

o TBS:s50mM Tris-HCIpl 74, 1 50mM NaCl.

o TBS-TW:005%de Tween 20en TRS.

o TAE 50X: (1L) 242g Tris Base; 57,iml Acido Acético Glacial; 0,5M
EDTA (pl 8,0) 10oml.

e TBE. 1ox: (i litro) 108 g Tris base, 55 g acido borico, 40 ml de EDTA
05M (pti s.0).



TE: 10mM Tris-HCI (pH:8) 1 M EDTA.

TMD (3,%, 5,5’-tctramcthglbcnziclinc clihgclrocl'!oloriclc, Sigma): 30 mg/m]
de TMB en buffer citrato 0,i M, 7,2% DM&O) 1,8% g]icero].

Tris-HCI 1M pi18: (11) 121g Tris Base; 700ml [1,O; llevar a pl 8 con
5N HCIL Completar con 1,0,

Fenol/Cloroformo: 50% de fenol mas 50% de cloroformo saturado con
buffer Triso,iM PH 8.

Reactivo de Pradford: Bio-Rad [rotein Assay, de BIORAD, diluido 1,75

ecn agua

Solucioncs para miniPreParaci(')n de ADN P]asm:’dico (MiniPreP)

Solucién 1: 25mM Tris~HCl PH 8; Glucosa s5omM; 1o mM T DTA.

Autoclava r.

Solucién 2:0,2N NaOfﬂ; SDS 1%.

Solucién 3. (100 ml) oml de Acetato de F’otasio 5M; H,5ml Acido

Acético Glacial; 28,5m| de Iﬂzo

Soluciones utilizadas en 5D5"FAGE.3 Wcstcrn blot

Buffer de Corrida: Glicina 385mM; Tris Base 5o0mM; SDS 0,1% p/v.
Buffer de Muestra 3X (Cracking Buffer): Tris-HCI (pl 6,8) 240mM;
SDS 6% p/v; Glicerol 33% v/v; una gota de Azul de Promofenol; 5% v/v
de B~Mcrcaptoetanol.

Buffer de gel de separacion (4X): T ris-I1Clpl 8 1,5M.

Buffer de gel de concentracion (4X): Tris-I1Clpt 6,8 M.



o Puffer de Transferencia (Western blod): (Glicina 385mM; T risPase
50mM; Metanol 20%.

. Rojo Ponceau: Ponceau S 0,5%; Acido Acético 1%.

o  Azul de Coomasie: 0,25% de (Coomasie Prilliant Blue R 250 en metanol:
agua: acido acético (5:5:1).

[ Solucién Decolorante: Metanol 25% v,/v, Acido Acético Glaciar 7% v/ v.

Purificacion de proteinas en condiciones nativas con marca de histidinas.

e PBufferde [isis: 5o0mM Nal1.FPOx pl18; 300mM Na(l.

o PBuffer de [ xtraccion Feriplésmica: 17,2% sacarosa, 200mM | ris, 1uM
EDTA e Inhibidor de Proteasa ("Complete Mini, EIDTA free” de
Roche).

e PBuffers de | avado: 50mM Nal1.F O, pi 8; 300mM Na(l; 5-25mM
imidazol.

o PBuffer de Flusion: s5omM Nal1.F O, pi1 8 300mM Na(l; s0omM

imidazol.

Soluciones para preparar cultivo de cardiomiocitos de rata neonatal

[ FBS—-Glucosa 1%

° Solucic’)n enzimatica: 80 mg de tripsina, 5 mg de co!agcnasa y2,5mg de

ADNasaens50mlde FBS ix. [ sterilizar por filtrado con filtros Mi”ipore®

de 0,22 um.



o Solucién de Pipcteo: 2,5 mg de ADNasaen 25 mlde F55~glucosa %, 1
ml de suero fetal bovino <5FB, G]BCO) Esterilizar Pomciltros Mi”iPore®

deo,22 Hm.

e DMEM-Ti12 (Dulbccco’s Modified Eaglc Medium-[7 1 2.®, GIBCQO):
DMEM~F] 2,3,574g HEFES, ,2g NaZCO% i gglucosa Llevara
PH: 7,2~7 4 con NaOH Yy ajustar volumen a 1 litro con 10% suero fetal

bovino inactivado por calor.

3.8 Marcaclores

i kb DNA | adder i kb+ DNA | adder Frcstaincc{ Frotein Marl«:r
(]nvitrogenTM) (]nvitrogchM) Broad Kange 6-175 kDa
. (NFB)
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3.9 [ nzimas y anticucrpos

Las Taq ADN Polimerasa, con sus respectivos buﬁcers, fueron adquiridas
en lnvitrogen.

| _as enzimas de restriccién Yy la enzima T4 ADN ]igasa, fueron adquiridas de
New England BioLabs. n todos los casos, estas enzimas fueron utilizadas segun
las instrucciones de los fabricantes.

| os anticuerPos monoclonales anti-[is y anti~]gG de ratén ambos

acoplados a Peroxi&asa Yy el anticuerpo anti~M5c utilizados fueron los Producidos

por SIGMA-AL DRICH.

3.10 Construccion de los sc[v

I RNA total fue extraido de hibridomas Productores del mAb 17.2,
utilizando el RNCaSg kit (Qiagen, Valencia, CA, (USA). | asintesis de A]DNc se

realizo con transcriptasa reversa (invitrogen) utilizando hexameros al azar como

Primcrs (Fromega, Madison, W], USA) | a ampliFicacic’m de \/H Yy \/]_ se realizé por

scparado utilizando Primcrs cspechcicos.

AmPIiFicacic')n VH
17.2Back  5-GAAGTGCAGCTCCGAGGAGT CTGG3
17.2 or 5 -AGAGACAGTGACCAGAGTCLOTTGGCC-



Ampli{:icacién VL

VLAI 5 -CGAGCTCGTCATGACACAGTCTCCA-3

VK2For 5 -CCGTTTTATTTCCAGCTTGGTCCC-3

Mezcla:

Mgl (50omM) sl
Buffer de PCR 10x 5l
ANTT (25nM) m
ADNc sul
Primer Sentido (5pmol/u) 6ul

Primer Antisentido <5Pmol/ul) 6u|
Taq Polimerasa il
HZO C.S.P. 50“1

Ciclos:

94°( 5 min

40 ciclos: 942 %0 seg
522(_ %0 seg
722(_ 30 seg

722(_ 10 min

Recuperar la banda de 4~OO~§5OP!3.

F’urhcicar en gcl de agarosa.

| os Péptidos de union y los sitios de restriccién fueron agrega&os por

supcrposicién en una scgunda reaccion de FCR (F’CR overlap), utilizando los

siguicntes Primers:

[F nsamble de los sc[Fvs sentido VH”VL; Péptido de unién corto:

1725f 5 -CATGCCATGACTCGCGGCCCAGCCGGCC
ATGCCCCGAAGT GCAGCTCGAGCAGTCT GG
172 LBSH 5-GCCACCCAGCCCGCCAGAGACAGTGAC

CAGCAGTCCCTTGGCC-3




172 LFSH 5-GGCGGGTCGGGTGGCGAGCTCGTGATG
ACACAGTCTCC-3

NOTVKFORz2 5 -GATATGAGATACTGCGGCCGCCCGTT
TTATTTCCAGCTTGGTCCC-3

VH G4S VL Not

I

FéPtido de union largo:

172 BLG 5 -CCCCCGCCGCCCGACCCGCCACCTCCAG
AGCACAGT CGACCAGAGTCCCTTGGCC-3

17.2 LFLG 5 -GGCGGGT COGGCGGCOGGGCATCOGOGOT G
GCGGAGGGTCGGAGCTCGTGATCGACACAGTCTCC-5

VH (G4S)3 VL Not

I

IF nsamble de los sc[7vs sentido VL‘VH: Pépticlo de unién corto:

17.2 SH VL 5 -CATGCCATCACT CGCGGCCCAGCCOGCC
ATGGCCCAGCTCGTCGATCACACAGTCTCC-3

172 LBSH VL 5 -GCCACCCCACCCGCCCCGTTTTATT
CCAGCTTGGTCCC-




172 LFSH VH 5 -GGCGGGT CGGGT GGCGAAGT GCAGCT
CCGAGCAGTCTGG-3

NOTVKFOR2 VH 5 -GATATGACAT ACT GCGGCCGCAGA
CACAGTCACCAGAGT CCOT TGO

Sfi VL G4S VH Not

FéPtido de union largo:

17.2 L BLG VL 5 -CCCCCGCCGCCCCACCCGCCACCTCC
CCGTTTTATTTCCAGCTTGGTCCC-3

172 LFLG VH 5 -GGCGGGT CGGGCGGCGGGGCATCGGG
TGGCGCGAGGGTCGGAAGT GCAGLTCGAGGAGTCT G
G-3

—
Sfi VL (G4S)3 VH Not
e



Mezcla: Ciclos:

MgCl, (50mM) 5l 942 5 min

Bufferde PCR 10x 5ul 50 ciclos: 942 30 seg
ANTT (25nM) il 522 %0 seg

\/H (cantidades equimo]ares} x],tl 729C i min
V| (cantidades equimolares) xul 722 10 min
Frimer Sentido (5 Pmol/],tl) 5u|

Frimer Antisentido (5Pmo§/},ll) 5u|
F’rimer solapante | (O,ﬁpmol/pl) O,5|,t1 Recuperar la banda de 800-750Pb.

F’rimer solapante 2 (O,ﬁpmol/pl) O,5|,t1 F’urhcicar en gcl de agarosa.

Taq Polimerasa il
HZO C.S.P. 50“1

| os Pro&uctos fueron clonados en los sitios Sfil Yy Not] del vector pHen”.

3.1 1 Purificacion de ]:ragmcntos de ADN
| a Purhcicaciéﬂ de Fragmcntos de ADN Producto de FCKg de Cligcstioncs

enzimaticas se realizo mediante electroforesis en gc! de agarosa de bajo Punto de

fusion (LMF) 1% + Priitooi% en TAD ix | as bandas corrcspondicntcs al

Fragmcnto de ADN a Purhcicar se cortan del ge] visualizandolas en un

transiluminador de luz (JV y se Purhcican con el kit “Wizard DNA C]canup®
Sgstem” (PFPROMEGA), siguiendo las instrucciones del fabricante.



5.12 Digestion [ nzimatica de Plasmido e |nsertos
o [lasmido/|nsertos 1opl (5mg/ml)
e 1O 16l
o 10x NILB2 (New[ nglandPiolabs) 3,54l
e BSAI/io4l
o SHIGU) Tl
o Digestion O/N (1 éhs) 50°C
e Na(Cls5M 2yl
o 1oxNEB2o7ul
e 1,0 2u
o Not|(5(L/u) 1yl

o Digestion 5-6hs a»7°C

3.1% Ligacién

| as Proporciones inser’co/Plésmido se establecen por comParacién de
bandas en un gel de agarosa 1% + Briftooi%. | as ligaciones se armaron a volumen
final 1opl conteniendo distintas relaciones inscrto/P]ésmido, iu de Puffer de
Ligacién, O,ﬁu] de T‘%Ligasa (5()/]1]) Yy . hasta completar volumen. Jncubacion
O/N i GQC 02-% hs. a temperatura ambiente. Se detiene la reaccién mediante una
incubacion a 659C por 10 minutos.

Fara las ligacioncs a PGEM"T se siguieron las indicaciones del fabricante.

3.14 | ransformacion
Fara la transformacion de bacterias utilizamos tres mctodologias distintas:

shock térmico, electroporacio’n o infeccion con Fagos‘



Shock T érmico
o 50-1] OO],L[ de cultivo saturado de bacterias comPetentes qufmicas
o | ulplésmido
® 30 minutosen hielo
* 45 segundos a "rZQC
e 2 minutos en hielo

° Agregar "rOOul ZXYT o SOC

e |ncubar45 minutos en agitacion a 200 rpm a 372

° F’laquear en 2xYT~Agar~AmPicilina

E_Icctroporacién
e 50-100ul de cultivo saturado de bacterias elcctrocompctentcs
e 2pnlde P]a’smi&o
e 10 minutos en hielo
e [ ransferiracubetade electroporacién
. Electroporar a2,5 Ky, 25 pf~ y 200Q14,6-4,7
o | avar inmediatamente con 1ml de SOC y pasaraun tubo estéril.
° chetir el paso anterior 2 veces, recupcrando el medio en el mismo tubo.

o |ncubar por I hora en Agitacio’n a200rpma 372

o F!aqucar en ZxYT~Agar~AmPici]ina

3.15 ExPresic’m de scfvenla ca’Pside del ?ago
56 transformo por cicctroporacién E coly XLi blue (ccpa no supresora>
con las construcciones mencionadas y se Plaquearon en P]acas ZXYT ampicilina

(Amp), suPlementac{as con g]ucosa (Glu) al 2% para rePrimir la exPresio'n de los



sclv. 56 seleccionaron 48 colonias de cada tiPo y se crecieron cultivos ll’quidos
(200 ul ZxYT~AmP~G|u) en Placas de 96 Poci”os. I sta P]aca fue coPia&a a una
nueva y la anterior fue glicerolada al 20% Yy guardada a-80 (.| anueva Placa se
infecta con Fago he]Per, que aporta las proteinas de la cépside necesarias para el

ensamblaje de los Fagos~scf:v

3.16 |nfeccion con ]:agos

e ['n ZOO],L] de ZxYT~amPici§ina~glucosa inocular 2-1 O},ll de bacterias
transformadas

e |ncubar2hsen agitacion a 200 rpma 372

° Agregar Zﬁul de 2xYT~amPici1ina~glucosa Yy Zul de Fago Helper

° lncubar 30 minutos a 579C sin agitacion

e |ncubar 60 minutos en agitacion a 200 rpm a 372

o Ccntripugar 10 minutos a 1800(5 Yy descartar el sobrenadante

° Resuspendcr el Pe”et en ZOO},LI de ZxYT~ampicilina~!<alamicina e incubar
(O/N en agitacion a 200 rpma 379

° Centrhcugar el cultivo (cn el sobrenadante se encuentran los Fagos)

o Lanzar cultivos en ZOO],L] de las cé¢lulas a ser transformadas con los Fagos e
incubarlas 90 minutos en agitacion a 200 rpm a §7QC

o |nfectarlos cultivos con i O],L] del sobrenadante que contiene los Fagos

° lncubar 30 minutos a 579(: sin agitacic’m

o Flaqucar en ZxYT~Agar~AmPici]ina



3.17 MiniPrcPs

° Las miniPreParaciones de ADN Plasmfdico a Par’cir de cultivos bacterianos
se realizaron mediante el sistema ”GenEluteTM Flasmic{ MiniPreP Kit”
(S]GM,AVALDRICH)J oconel siguiente Protocolo:

° Far’cien&o de »-1 5ml de cultivo liquido saturado de bacterias

° Centrhcugar los cultivos 5 minutos a 3000 rpm y descartar el sobrenadante.

° Resuspender en 500“1 de Solucién i

° Agregar 300ul de Solucion 2 y mezclar 10 veces porinversion.

. Agregar 300ul de Solucion 3 y mezclar 10 veces porinversion.

° Déjar 10 minutos en hielo

° Ccntripugar 15 minutos a 42

° F’asar el sobrenadante a un tubo limpio y agregar 8u| de RNAsa, incubar por
thras7e(C

° Aﬁaclir 600“1 de Clorogormo |soamilico, mezclar enérgicamente, ccntripugar 5
minutos a 4°(_.

° F’asar la fase acuosa (superior) a un tubo limPio conteniendo 700ul de
lsopropanol

e |ncubar 30 minutos a temperatura ambiente

o Centrhcugar 15 minutos a ‘1~QC.

e [escartar el sobrenadante y resuspcnclcr el Pc”ct en etanol 70%

° Centrhcugar 5 minutos a ‘1"QC

. Dcscartar el sobrenadante Yy clcjar secarel Pe”ct a tempcratura ambiente

° Resuspcndcr el Pc”ct en 50|,L] H.0O



Fara la cuantificacion se utilizé un equipo Genespecl? calculando la
concentracion Yy pureza de las muestras mediante los valores de DO a 230 nm, 260

nmy 280 nm.

3.18 ]nmunoensago [ nzimatico (F 1 |SA)

T odas las reacciones se realizaron en Placas de Poliestireno de 96 celdas.

° Cobertura (coating): 56 di]ugen las Proteinas a ser unidas a las Placas en
Buger Carbonato a una concentracion de §ug/m1. Se utilizan §O|,L1 de la
solucién por cada celda yse incuban las Placas O /N a4

° Bloqueaclo: Sc ponen ZOOM] de FBS~TW con 5% leche descremada por
cada celda. [ncubacion de 1 hora en estufa a 3 7.

o Anticucho Primario: Se utilizan iOOulPor celda de una solucion de PPBS-
TW con 1% leche descremada y el anticuerpo de interés (sc[™v). Jncubacion
de 1 horaenestufaa 57‘—“(:

o Anticucrpo Sccunclario: Se utiliza anti-histidina acoP]ada a Pcroxidasa en
la misma forma que el Punto anterior.

o Revelado: Se realiza utilizando TMB como sustrato cromogénico. Se
detiene la reaccién con 50]1] por celda de HC[ | N

e | as Placas sc leen a una longitud de onda de 450nm en un lector de

microplacas VE_RSAmax® (Molecular Devices Corporation).

L4 Lavaclos: E_ntre PaSO 5 PaSO se vacian ]as cc!das POF volcaclo 5 se lavan 6

veces con FBS~TW



3.19 Expresién en . colide anticucrpos recombinantes a pequefia escala

lncubar bacterias transformadas en 3ml de ZxYT~amPicilina~glucosa O/N
en agjtacion a 200 rpm a 579C

Repicar §Opl del cultivo anterior a 3ml de ZxYT~amPici]ina e incubar 4 horas
en agjtacion a 200 rpm a 372

Agregar §pl de ”)TG iM (induccion) e incubar 4 horas en agitacion a 200
rpma 37°C

Bajar las bacterias Yy resuspenderlas en | 50],Ll de HZO

Tomar 4"0“1 dela resuspensién Yy agregar ]Ou] de Cracking Buger

A Partir de este Punto se Procccle como en un 5D5~Fage Y Westcm Blot

normalcs

3.20 E_xPresién en . colide anticuchos recombinantes a gran escala

De cultivos de 15ml de ZXYT, saturados de bacterias (HBZ] 51) crecidos
O/N en agitacion a 200 rpm a 37°(_ tomar 7m1 e inocular 8ooml de 2xY'T
con 1% de glucosa y amPicilina. (receren agitacion a 200 rpm a 37 hasta
que el medio alcance una densidad o’Ptica (DQO) de 1 para una ]ongitud de
onda de 600nm.

Centrhcugar los cultivos a una temperatura de 4"9(:.

Dcscartar el sobrenadante Yy resuspendcr el Pc”ct de bacterias en 800ml de
2xY'T con amPicilina (sin glucosa) mediante agitacion.

Agrcgar el ”DTG (i mM Fina]) e incubar O/N en agitacion a 200 rpm a
20°( .

Centrhcugar los cultivos a una temperatura de 4"9(:.



° Descartar el sobrenadante Y resusPender el Pe”et en 10ml de Bu]cxcer de
I~ xtraccion Feriplésmica mediante PiPeteo.
o Centrhcugar aa4°(C afinde separar los esferoblastos (Pe”e’c) del Periplasma

(sobrenadante).

3.21 Expresién de Proteinas en /D.Pastorlis
| a Preparacién de los medios de cultivo csPeciales para /D Pastoris, asi como
la transgormacién, seleccion Yy expresién se realizaron siguien&o las instrucciones del

fabricante acorde alas dos cepas utilizadas.

3.22 Purificacion de los Anticuchos Recombinantes

| a Purhcicacio'n de los scfvs del Periplasma se realizé mediante cromatograxcfa
de afinidad utilizando }ﬂ]S~5@lectTM Nickel AF}Cinitg Gel (SIGMA), la cual se
incuba 1-2 horas con el Periplasma a 4—‘—’C, ]uego se realizan 3 lavados de 10 minutos
con Puffer de | avado y & elusiones de 5 minutos con Puffer de [T lusion. | as
fracciones eluidas obtenidas se vuelven a dializar contra FBS para eliminar ¢

exceso de ]midazol.

3.2% E_lectrogoresis en geles de Poliacrilamida

| as electroforesis en gcles de Poliacrilamida se realizaron utilizando el
sistema Mini Frotcan ]”TM de BioRad.

Se utilizaron gelcs con diversos Porccntajcs de Poliacri]amida, utilizando una
relacion acrilamida/bisacrilamida 29,2%,/0,8%. | a electroforesis se llevé a cabo a

vo]taje constante de 100-150V para la separacio’n.



3.24 | incién de gcles con Azul de Coomasie
| os geles fueron tesidos (O/N con agitacion suave en Solucion de
Coomasic, y Posteriormentc decolorados con Solucién Decolorante hasta que las

bandas s€ observaron claramente SO}:)I"G Cl ]COﬂClO.

3.25 ]nmunotrans{:ercncia (Wcstcrn Blot)

Fara la deteccion inmunoiégica de las Protefnas seParadas mediante
electroforesis en ge]es de Poliacrilamida, estas fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa (Amersham Pioscience (3f7). | as transferencias se llevaron a cabo en
Buffer de T ransferencia aPlicanclo una tension constante de 100V durante 60
minutos. Fara confirmar que las protel’nas fueron transferidas correctamente, las
membranas fueron tefiidas reversiblemente con Rojo FPonceau y lucgo decoloradas
en sucesivos lavados con agua destilada.

| as membranas con las proteinas transferidas fueron bloqueadas O/N a
4~°C con Tbﬁ suplementa&o con 5% de leche en Po]vo descremada.

| a deteccion de scfvs se realizé utilizando anticucrpos monoclonales anti-
histidina conjugaclo a Pcroxidasa o anticuerpos anti-myc y anti~lgG murina acoplado
a Peroxidasa. | os anticucrpos para dicho fin fueron Preparados en | PBS
suplementado con 1% de leche en Po!vo descremada (Para disminuir la Probabi]idad
de formacién de uniones incspcciﬁcas}. E_l revelado se realizo utilizando TMB

como sustrato cromogénico.

%.26 Determinacién de la concentracion de Protel'nas
| a concentracién de Protcinas se mide mediante un micrométodo adaptado

del Pro’coco!o original descrito por Bradgorc{ (Brad{:ord, l976>. A iOul de cada



muestra se le agregan lOOpl de Reactivo de Bradxcorcl Preparado segun las
instrucciones del fabricante (Bio Rad). | as muestras se analizan por duPlicado en
P]acas de Po]icstireno de 96 celdas y se mide la absorbancia a 595 nm en un lector
de microplacas \/ERSAmax® (Molecular Devices Corporation). Se utilizan
Patrones de BSA (0,07§~] mg/mD para la construccion de una curva de
calibracion Yy sobre la base de la misma se determina la concentracion Proteica de las
muestras.

Fn el caso de los scfvs Purhcicados) la cuantificacién se lleva a cabo
midiendo la absorbancia a 280 nm. El coeficiente de extincion molar para las
proteinas se calcula a Par’cir de su secuencia de aminoacidos utilizando el programa

F’rotFaram de E_xPasg, clisponible en el sitio WWW.EXpasy.org.

3.27 R enaturalizacion (rc{:olcling)

El ensayo de reFo]ding de los anticuerpos se realizd con la técnica de “s’ccP~
wise dialgsis” (Asano y col, 2002). Consiste en dialisis sucesivas de 12 hs cada una,
donde se elimina el agente desnaturalizante gradualmente y se agrega un par redox
para favorecerla formacion de puentes disulfuro.

E_] ensayo de reFo!ding del E_]:Z se realizé con la misma técnica pero con
distintos buffers. Partiendo de cuerpos de inclusién puros, sc resuspenclic') la
Protcina en buffer fosfato sM Urca. Se armaron alicuotas de distintas
concentraciones y el Protocolo se Probé en 20, 10y 5 MM E_]:Z Los buffers de

dialisis utilizados fueron:

Bumcper 1:4"M Urea, 50mM NaHZFO% 300 mM KCI
Bumcper 2: ZM Urea, 50mM NaHZFO% 300 mM KCI


http://www.expasy.org/�

Buffer 3: 1M Urea, 50mM Nal1.FOs, 300 WM KCl 05 WM EDTA, 5
mM MgCly, 0,1 mM GDF, 0,5 WM G55 G, 0,05 mM GO, 04 M L-Arg.

Buffer 4:0,5M (Urea, 5o0mM Nal1.FOs, 300 M Kl 0,5 WM EDTA,
5 mM MgClL, 0,1 WM GDF, 0,5 mM GSSG, 0,05 "M GSH, 02 M L-Arg.

Buffer5: 20mM HEFES, 75 M KCL 5 oM MgCli, 1 M GDF.

5.28 (Cromatografia de exclusion

[os scfvs C5 y B7 fueron sometidos a una cromatografia analitica en una
columna Superdex 200 R 10/30 (Amersham Pharmacia). Se utilizé un sistema
de FPLC a21°C en PO, previamente calibrado con estandares de proteinas de
SIGMA. [ Hujo fue 0,5ml/min y la absorbancia del eluido fue seguida a 280nm

(Kortty col, 19945 1997).

3.29 SurFacc Flasmon Rcsonancc <5FR>

Se utilizo un cquipo BIACOR. 3000 para la determinacion de los parametros
cinéticos de los sc[vs Yy las proteinas ribosomales . T odos los reactivos utilizados
fueron obtenidos de BIACORE (Uppsala, Suecia).

Fara los sc]v se ensayaron tres condiciones diferentes:

A) scl v como ]iganclo: | os anticuerpos Cs y B7Jumto a un scf v control
son inmovilizados en un c}wip NTA. [ ste chip se regenera en cada medicion con
una solucién de NiCl, a un Hujo de 10 Hl/min por un minute, Prcvio lavando con
FDTA Los antigenos fueron ingec’cados aun Hujo de 20 }J]/min por tres minutes
scguido de una fase de disociacion de tres minutos.

B) scf:v como analito: La matriz de dextrano carboxilada (B l) fue activada

con 35 Ml de una mezcla de 0.2 M /\/~et}131~/\/~dimethg]amiﬂoProPHI carbodiimida Yy



0.05 M /\thdroxgsuccinimida as j,il/mirx. | as Proteina de )Cusiénjunto a un control
de GST sola fueron inmovilizadas con el Protoco]o estandar a una densidad de
0.05 Pmol/mmz. | os estudios cinéticos de las Protex’nas inyectadas fueron
realizados como se describe en la referencia 18.

() |rhibicion: Se pre incubé una concentracion Fﬁa del analito con
concentraciones crecientes del agente inhibidor (Péptido o Pro’cefﬂa) por 30 minutos
y se inﬂectarorx luego en el chip conteniendo la Proten’na de fusion. [T n estas
condiciones la Pendientc de la fase de asociacién es directamente Proporcional ala
inhibicion de la interaccién (Richalct~5@corclc] Yy col, 1997). | a concentracion
necesaria para inhibir el 50% de la interaccion (lcjo) fue calculada en un gra?ico logit
(5igmaplot).

Fara las interacciones entre las proteinas ribosomales [ se utilizo la forma de
analito donde las cinco proteinas recombinantes fusionadas a (397 fueron unidas
al cl'xiP y las proteinas recombinantes fusionadas a 6 x histidinas se utilizaron en
solucion. | ambién se hicieron ensayos de inhibicién en estas condiciones.

I n todos los casos los sensogramas fueron analizados por ajuste general

con el programa Biacva] P4

3.30 [nmunofluorescencia indirecta (|[7]) sobre células CHO

Celulas CHO-K establemente transfectadas y células no transfectadas
fueron lavadas 2 veces con FBS 1, se Fijaron con formaldehido (3.8%) en PBS
i X por 30 min a temperatura ambiente y se lavaron con PPBS 1X (2 veces). Se
agregd glicina 0,02M en PBS 1X por 5 min a temperatura ambiente para

ncutra!izar ]OS grupos a!dchfc{os librcs dC] Formaldehido 9 se lavaron las cé]u]as con

FBS 1'X (2 veces). Cada maniPulacién fue Prececlida por 5 lavados con FBS~



0.05% | ween 20 (FBS-T) por 5 min. | odos los anticuerpos se diluyeron en
FBS-T20-BSA (1%) y se incubaron con agijtacion suave por | ha temperatura
ambiente. Después de bloquear las células con PBRS-BSA (5%) durante 1 h a
temperatura ambiente, las células se incubaron con los distintos anticuerpos mAb
anti-B; (150 nM), mAb anti-M2 (150 nM), mAb 17.2 (300 nM) or sc[vs (200 nM).
Se revels la reaccion inmunolégica con anticuerpos contra |g(5 de raton (H+[)

acoplados a F]TC (Jackson ]mmunoRescarch, Baltimore Fike, FO) diluidos

i/100. Fara los scfvs se realizo una incubacion Previa con mouse anti~His tag.
Lucgo de los lavados con PPBS-T, las células se lavaron 1 vez con FBS 1X y se
puso ]fquic{o de montaje. | a marcacién se visualizé mediante un microscopio confocal
/eciss | OM-510 con objetivos de C~Apoc}1romat x 40 numerical aperture 1.2
under water. | as imagenes se procesaron con el programa del microscopio confocal

/eiss | SM ]magc Prowser versién 3.0.

| os ensayos de competicién fueron realizados por Preincubacién con los

Péptidos }ﬂléR (i MM), \/ZZG (i pM) fe) R]§ (iOO nM) durante una hora a

’cemperatura ambiente.

3.3 1 |Jnmunofluorescencia indirecta (J[F]) sobre parasitos.

[ rypanosoma cruzi (| Prenner y [ rypanosma brucei 29,/1% tanto de la linca
salvaje como transfectados con los intrabodies segun se explico en cada caso fueron
lavados dos veces en PPBS helado y fijados con 3,6% (v/v) de formaldehido en
BSOS por 30 min a temperatura ambiente y se lavaron con PPBS 1X (2 veces). Se
agregd glicina 0,02M en PBS 1X por 5 min a temperatura ambiente para

ncutra!izar ]OS grupos a!dchfc{os librcs dC] Formaldehido 9 se lavaron las cé]u]as con

FBS 1'X (2 veces). Cada maniPulacién fue Prececlida por 5 lavados con FBS~



0.05% Tween 20 (FBS~T) por 5 min. Luego del Hoqueo con FBS~BSA 5% las
células fueron incubadas con mAb anti~HlS (~350 nM) 3/0 scf v C§ (200 nM).

a reaccion fue detectada con un anticuerpo anti-mouse acoplado a F]T
P P

Uackson ]mmunoRcsearch, Baltimore, MD, USA)

3352 Frocluccic')n de AMFC en células establemente transfectadas

Se crecieron las lineas celulares corresPondientcs <~105 cé]u]as/Poci”o) en
Placas de 96 Poci“os 24 h antes de la estimulacion. Se lavaron con PBS 1X y se
incubaron con 1 ml del medio T“lanks’ conteniendo 1omM de HEFES Yy 100],LM
de isobutil metil xantino (]BMX) (b]oquea la hidrolisis del AMFC) durante 30 min a
37°(. Se determinaron los niveles de AMFc Iuego de incubar las células con
concentraciones crecientes de los distintos anticucrpos y agonistas cspechcicos
durante 1 h a 372(C. Se determing el AMPFc total usando el kit comercial “AMFc
enzyme immunoassag” (Amersham FEarmacia) y se siguieron las indicaciones del
Proveeclor. | os ensayos se realizaron por duplicado de tres experimcntos

indcpendien’ccs. | os desvios Standard se calcularon con el programa de GraPHFaA
Frism.



3.3% (Cultivo de Cardiomiocitos de Ratas Neonatas
(Fara aProximadamente 20-3%0 P]acas de §§mm>

° Ge]atinizar las Piacas con ge]atirxa 0,1% (en HZO) Dejar 2 horasj recuperar
la gelatina sobrenadante ysecara 579(: en estufa.

e | omar 5-6 ratas Wistar neonatas (idea]mente de 1-3 cln'as). Sacri{:icarlas por
decapi’cacién. Rociar los cuellos con O] 70% Yy realizar un corte en el
torax de cada rata que rompa el esternén. Con una Pinza curva, extraer los
corazones y Pasar]os inmediatamente a un falcon con 10oml de FBS~
Glucosa Pre~crncriacla.

. Descar’car el FBS~Glucosa Yy pasar los corazones a una Placa de Petri
esterilizada y Previamente mantenida en hiclo. Cortar los corazones en
Pedazos teniendo cuidado de no clesgarrarlos. T omarlos corazones con una
Pipcta Yy Pasarlos aun galconj realizar dos lavados con 5ml de FBS~G|ucosa
Pre~cmcriaclo. Descartar el PBS-Glucosa clcjando el menor volumen Posible
de ll’quido.

o Agregar 8ml de Solucion [ nzimatica. Agitar suavemente el falcon durante
1O minutos. Guardar en hielo.

° Agrcgar 4ml de Solucion de Fipctco Yy clisgregar el tcjic{o mediante un suave
Pipetco durante 2 minutos. Dejar decantar los Pcdazos de tcjiclo y tomar el
sobrenadante Paséndo]o a un falcon ]impio y guarclar]o en hielo. chetir el
Protocolo desde el punto anterior con el falcon en el que qucclé el decantado
de tejic{o. chctir esta opcracién hasta obtener 6 tubos.

° Centrhcugar los falcon obtenidos por 5 minutos a 1400 rpm.



L] Descar’car el sobrenadante Y resusPender el Pe“et en medio de cultivo f:] 2~
SID, utilizando 1ml de medio cada dos Pe”ets. (Guardar en hiclo hasta

P]aquean

3.34 Ensago de actividad funcional

Luego de obtener el cultivo Primario de cardiomiocitos donde las células laten
coordinadamente se realizaron las mediciones en el incremento en la frecuencia del
latido. | odos los ensayos se realizaron por duplica&a (ra hora antes de realizar

las determinaciones, las células se incubaron con medio DM M-I 12 sin suero.

° E_rx las P]acas de 35 mm, se realizaron 10 marcas de campos en el fondo de
cada Placa, para contar los latidos durante 15 segen cada campo y realizar

un Promedio de los mismos.

o  Se determing la frecuencia de contraccion basal de los cardiomiocitos de

cada campo por 5 segunclos. Las frecuencias de contraccion basal ideal

deben serde 60 a 120 latidos,/min.

o Se agregaron a cada Placa los an’cicuerPos corresponc}ien’ces a distintas
concentraciones hasta obtener un efecto funcional (curva dosis~respucsta).
Sc incubaron durante 1 h en estufa de 5% COZ a 579C, y se determiné la

frecuencia de contraccién de los cardiomiocitos.

° Fara determinar la espechcicic{ad del efecto observado, se incubé con
antagonistas espcchcicos de los receptores cardiovasculares sosPeclnac]os de
estar involucrados. Bisoprolol i uM, antagonista B-AR o atropinai uM,

an’cagonista co]inérgica



3.35 Transmccrcncia Pasiva

Ratones PAIL B/c hembras fueron anestesiadas con una inyeccion
intraperitonea! de Tribromoetl‘:ano] 150 mg/Kg‘ Se realizaron los registros basales
de electrocarcliograma (ECG) o electroretinogramas (ERG) yse inyectaron enla
vena de la cola 200 Hl de una solucion de scfvs a las concentraciones indicadas en
cada caso. También se realizaron ensayos combinando el tratamiento con
anticuerpos y c{rogas agonistas Yy antagonistas de los receptores cardiacos. | os
registros se tomaron a 5, 15 y 30 minutos post iﬂgeccio'n. i los ECG se
analizaron las seis medidas estandar (], ”, ]”, AVR, AVL, A\/F) a una velocidad de
50 mm/s y una amP]itucl de 20 mm/mV con un e]ectrocardiégrafo }:ukudavDenshi
f:x~21 i (Tokgo, Japan) (Lopcz—Bcrgami Y col, 2001; 2005). n los ERG se
analizaron el Patrén general Yy los Potencia]es oscilatorios. | os analisis estadisticos

sSE realizaron con Cl Programa Graplﬁpacl.

3.%36 Modelado Molecular

Todos los Procedimientos se realizaron con el SoFtware lnsight ”,
BioPo!Hmer, Homo]ogg, Docking and Discover de Accelrﬂs <San Diego, Ca.).
Fara el modelado se aProveché la elevada similitud de los sitios de reconocimiento de
los scf vs con la de un anticuerpo Previamente cristalizado (Hcrron Y col, 1991),
FDB iNB\/, lo que Permitié construir un modelo realista del sitio de union
silico. Se realizaron manualmente los reemP]azos de los aminoacidos que diferian con
la secuencia utilizada como molde. | a estructura resultante se sometié a minimizacion
por gradien’ce corjugado (desviacion de RMS <o0.001 Kca]/molAJ bajo

condiciones de carga del sitio de union a antigeno de los SCFV a PH=7,‘1~>. Fara



identificar los residuos criticos del sitio de union a antigeno, se realizé una Prueba de

union  con los AecaPéPtidos corresPondientes a la Proten’na TCFZB

(EDDDMGFGLF) Y al ePitoPe del segundo rulo extracelular del Bl~AK
(ESDEARRCYND.

Las estructuras obtenidas se sometieron a simulacién dinamica a §OOQK
)Cﬁando los aminoacidos de los FWR, y Permiticndo la movilidad en los CDR y el
decapéptido, y se obtuvo la conformacion estructural con menor energia Potencia].

[ sta fue nuevamente sometida a minimizacion Porgradiente conjuga&o.

3.37 (Construcciéon de los intrabodies

[ as secuencia codificante del sc['v (C5 fue amplificada por FCR con
oligonuclestidos que portan los sitios Hind ||| (FI'Hind) y Xho | (PRHISXho),
este tltimo porta una secuencia de 6 histidinas para facilitar la deteccion y la

Purhcicacién. [~ stas construcciones se utilizaron para el clonado en los vectores

p 1 REX y pRIBOTEX. Se realizs el mismo procedimiento con los scfv (C5 y
5% con oligonuclestidos que portan los sitios [ind ]| (FFHind) y Xba |
(PRHISXba) para el clonado en p|_ew 100.

PFHind 5-CCCAAGCTTGCCRCCATGCGATGGCCGAAGTGCAGCTC
GAGGAGT CTGGAGG.

FRAISXba 5-GCTCTAGATCAGTGATGGTGATGATGATGCCGTTT
KATTTCCAGCTTGGTSCCYCCWCC-»

PRHISXho 5-GCCTCGAGTCAGTGATGGTGATGATGATGCCGTT
TKATTTCCAGCTTGGTSCCYCCWCC-»



3.38 Cultivo de parasitos y transfeccion

[La cepa /. bruceiprociclicos 29/1% (cedida por el Dr. Daniel Sanche),
que posce integrados los genes para la polimerasa de 7 y el represor de
tetraciclina, fue crecida en SPDM-79 suPlementada con 10% de suero fetal bobino
(Wirtz y col, 1999). | os parasitos fueron crecidos en presencia de (5418 (1 5ug/ml)
e higromicina (50pg/ml) para mantener los constructos portadores de la polimerasa

de T7 Y el represor de tetraciclina. Fara la transfeccion las células fueron lavadas en

5mlde ZFFM (132 mM NaCl 8 mM KCl; 8 mM Nax [P Ox 1.5 mM KIH.POs;
1.5 mM MgAcet; 90 mM CaC]z) Yy resuspenéidas en 0.5 ml de ZFFM que

contenia 10 ug de Plésmido linearizado. | a linearizacion se realiza en los sitios Sacl|
o Not| para que se integre en la region cspaciaéora del locul ribosomal (Wir‘tz y
C]agton, 1995). | as transfecciones se realizaron en cuvetas de 2mm con un
clectroporador B]O~RAD con una descarga de 1,5 1<\/ lnmc&iatamcnte luego de
la transfeccion, las células fueron transferidas a 5 ml de 5DM~79 suplementado
con (418 e l'ligromicina. Luego de un dia se agregd fleomicina 2,5 },lg/ml para la
scleccion y se mantuvieron dos semanas para formar lincas estables. Lucgo las
c¢lulas se clonaron por dilucién limite en Placas de 24 Poci”os utilizando medio
condicionado. Fara la induccic’m, las células fueron crecidas en el mismo medio
conteniendo tetraciclina o, 1 mgm!. | as células fueron diluidas diez veces cada vez
que la densidad celular alcanzaba ]><106 céluias/ml. E_! conteo se realizo en camara
de Nculbaucr Yy gramcicaclo en funcion del ticmpo el logaritmo del ntmero de células

multip]icado por las diluciones sucesivas.



339 RKT-FCR

1 RNA total de 4x10” parasitos fue extraido con el reactivo de TR]zol
(Invitrogen). | a sintesis del ADNc se realizo con el protocolo estandar de la
enzima Omniscript RT (QIAGEN). La amPthicacién para la deteccion del sc[v
(5 se realizo con los primers 17.2 Pack y VK2 or (descriptos previamente), que

da un Produc’co de aProximadamente7ﬁo Pb

3 40 FPurificacion de ribosomas de hl’gaclo de Rata

T odos los pasos sc realizan a 4° (_. Para la fraccion 5150, se parte de un
homogenato total de hfga&o (como se describe a continuacién) que se cen’crhcuga io
minutos a 17.000 xg, ]uego el sobrenadante se cen’crhcuga a 140.000 xg por 2 horas y
se recogen cuidadosamente 45 del volumen de la parte superior del tubo que se
alicuotan yse guarclan a ~80°C hasta ser usados.

Fara la Purhcicacién de ribosomas, un higaclo de aproxima&amcnte 20gr fue
lavado con sacarosa 0,25M. Luego se homogcniza el tejiclo en buffer de
homogencizacién (50 mM Tris~HCl PH 7.5; 250 mM KCI, 5 mM Mg,A\cet;
sacarosa 0.25 M) suP]cmcntaclo con 10% de la fraccion 51 50 Prcviamcnte
descripta. E_l homogenato se trata con 10 (/l/m] de a-amilasa y ol mMCaClz por
15 minutos y lucgo se ccntrhcuga por 4 minutos a baja velocidad. [T | sobrenadante se
ccntrhcuga 20 minutos a 23%.000 Xg. E_stc nuevo sobrenadante que contiene los
Polisomas se suplementa con | riton X-100 1% y deoxicolato 0.5 % yse centri{:uga 5
minutos a 16.000 Xg. E_l sobrenadante se carga en un gradientc discontinuo de
sacarosa ZM y i.5 M en buF}CcrA (50 mM Tris~r"]C] PH 7.5;250 mM KC!, 5 mM
MgAcct; DTT 1 mM y 10% de la fraccion Si150) y ccntrhcugado 16 horas a

14-0.000 Xg. E_l Pe”et que contiene la fraccion ribosomal se lava yse resusPender en



Tris iomM PH 7.5; KC] 10 mM; MgAcet 1.5 mM. For altimo la concentracién de

ribosomas se determina por absorbancia a 260 nm.

3 41 Purificacion de ribosomas de 7. cruziy (. fasciculata

[ pimastigotes de /. cruz, cepa (L. Prener y . fasciculata fueron
crecidos a 28°(C en medio rico que contiene infusién de corazon y cerebro, triptona
BHD suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado hasta una densidad
celular de 30-40x10° parasitos/ml. Se agrego cicloheximida (50 pg/ml) 10 minutos
antes de colectar las células por centrifugacion a 4°(C y se lavaron dos veces con
FBS + cicloheximida (50 pg/ml). | as células se resuspendieron en buffer de lisis
(20 mM Tris-HCl pH 7.5 1 mM MgCli; 5 mM KCl 3 mM CaCly; 5 mM 2-
mercaptoetanol y 250 mM sacarosa) y lisadas con 0.2-0.4 % de Nonidet ['40 en
hielo. [ homogenato fue centrifugado 2-3 veces 20 minutos a 12.000 xg y el
sobrenadante final fue cargado en un gradiente discontinuo de sacarosa 2M y
1,5M en buffer TMK (1o mM T ris-HCI pi1 7.5 1 mM Mg Acet; y 100 mM
K Acet). [] gradiente se centrifuga 16 horas a 140.000 xg. [7| sobrenadante se
descarta y el Pc”ct se lava cuidadosamente con buffer TMK I:inalmentc se
resuspender en el mismo buffer, se hacen alicuotas y se guardan a -80°C. | a

concentracion de ribosomas se determina como se describo Previamentc.



342 Sintesis de proteinas /n vitro

| _as mezclas de reaccion se prepararon en hielo y contienen 50 pM de cada
uno de los 19 aminoacidos (a excepcion de metionina), 2mM DT T; 100 mM
MgAcet; 3,5mM MgAcet; 75 pg/ml de ARNt de germen de trigo; 18mM
HEPES/KOH pH 7.5 1 M ATF; 0,5 sM GTF: 7,5 mM creatina fosfato;

37,5 pg/ml creatina gosgoquinasa; 2 ul de la fraccion 5] 50 de hfga&o de rata; O,%
unidades de absorbancia a 260 nm de 7. cruzi (. fasciculata o ribosomas de rata
Purhcicados y2 uCi of 555~metionina en un volumen final de reaccion de 30 u]. | as
reacciones se realizaron a 30°(_ 60 m minutos y se detuvieron por agrega&o de 150
},ll de NaOH 1,5 M; Met 1 mM, BSA i70 },lg/ml e incubacion por 30 minutos a
37°(. Luego, las proteinas se Precipitan con 1 mlde TCA 25% 60 minutos en
hielo. | as muestras se ccntripugan a 1%.000 rpm a 4°(_ durante 20 minutos, el Pe”et
se lava con 1 ml de TCA 10% frio Y el Pc”et final se resuspendcr en 0.5 ml de

liquido de centelleo. For dltimo se mide la incorporacién de radiactivo a las muestras.

§.+§|>éptic]os

| os Péptidos fueron sintetizados con la técnica [Tmoc, utilizando un sistema
automatico en fase solida. n todos los casos se Purhcico por HFLC y se
comprobé la estructura de los Péptidos por espectroscopia de masa. | a tabla que
se muestra a continuacion resume los Péptidos utilizados, los nombres Yy las regiones
de las proteinas que los contienen. | as secuencias completas de las proteinas

nombradas se encuentran en Cl anexo.



Nombre Proteina Posicion Secuencia

Ri13 TPz 94-107 EEEDDDMGIGLID

Fois Tc<Po 306-321 CEDDDDDDFGMGALF

Hi3 HuF2 102-115 FFESDDDMGEGLED

H26R Hup,-AR 197-222 HWWRAFE SDE ARRCYNDPKCCDFVTNR
V22G HuM2-AchR  168-190 VRTVEDGECYIQIFSNAAVTTG
Pepi TcP2p i-15 MKYLAAYALVGLSGG

Pep2 TcP2B 10-24 VGLSGGTPSKSAVE A

Pep 3 TcP2p 20-34 SAVEAVLKAAGVFVD

Pep+ TcP2B 3044 GVFVDFPSRVDALFAL

Pep 5 TcF2p 40-54 ALFAEFAGKDLDTVC

Fepé TeP2B 50-64 LDTVCTEGKSKLVGG

Pep7 TcP2p 60-74 KLVGGATRFNAATAS

Pep 8 TcF2p 70-84 AATASAFTAAAAASS

Pep 9 TcP2p 80-94 AAASSCGAAAFAAAAL

Fcp 10 TcF2B 90-107 AAAAEEEEDDDMGEGLID
Pep Cs scfv(Cs 50-61 CRIRSKINNYSTC
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5.1 Secuencia complcta del scFvCs Vr-VD)
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5.2 Féptidos derivados de los (CDRs y sus caracteristicas.

LCDR1 KOSQSLLDSDGKTYLN

Numero de aminoacidos: 16, Peso molecular: 1755.9, P] 5.96

LCDRz  LVOSKLDS

Numero de aminoacidos: 7, Feso molecular: 760.8, P] 5.84

LCDR>  WQGSHIFYTT

Numero de aminoacidos: 10, Peso molecular: 1269.3, P] 6.74

HCDR1  TNAMN

Numero de aminoacidos: 5, Feso molecular: 549.6, P] 5.19

HCDR2  RIROSKINNYSTYYADSVKD

Numero de aminoacidos: 19, Feso molecular: 2293%.5, P] 9.40

HCDR>  RGTTYW

Numero de aminoacidos: 6, Feso molecular: 782.8, P]: 8.75

Pep Cs RIRSKINNYST

Numero de aminoacidos: 13, Feso molecular: 1 557.8, P]: 9.5

[ ste ultimo corresPonde al Péptido circular sintetizado derivado del [FHC DR 2.



5.3 Secuencia del receptor beta 1 aclrcnérgico humano.

1 atg ggc gcg ggg gtg ctc gtc ctg ggc gcc tcc gag ccc ggt aac ctg tcg tcg gcc gca

61 ccg ctc ccc gac ggc gcg gcc acc gcg gcg cgg ctg ctg gtg ccc gcg tcg ccg ccc gcc
21 P L P D G A A T A A R L L \% P A S P P A
121 tcg ttg ctg cct ccc gcc age gaa agc ccc gag ccg ctg tct cag cag tgg aca gcg ggc
41 S L L P P A S E S P E P L S Q Q W T A G
181 atg ggt ctg ctg atg gcg ctc atc gtg ctg ctc atc gtg gcg ggc aat gtg ctg gtg atc
61 M G L L M A L I v L L I \ A G N v L v I
241 gtg gcc atc gcc aag acg ccg cgg ctg cag acg ctc acc aac ctc ttc atc atg tcc ctg
81 V A I A K T P R L o] T L T N L F I M S L
301 gcc agc gcc gac ctg gtc atg ggg ctg ctg gtg gtg ccg ttc ggg gcc acc atc gtg gtg
101 A S A D L v M G L L v v P F G A T I v v
361 tgg ggc cgc tgg gag tac ggc tcc ttc ttc tgc gag ctg tgg acc tca gtg gac gtg ctg
121 W G R W E Y G S F F C E L W T S v D v L
421 tgc gtg acg gcc agc atc gag acc ctg tgt gtc att gcc ctg gac cgc tac ctc gcc atc
141 ¢C v T A S I E T L C v I A L D R Y L A I
481 acc tcg ccc ttc cgc tac cag agc ctg ctg acg cgc gcg cgg gcg cgg ggc ctc gtg tgce
161 T S P F R Y Q S L L T R A R A R G L v C
541 acc gtg tgg gcc atc tcg gcc ctg gtg tcc ttc ctg ccc atc ctc atg cac tgg tgg cgg
181 T v W A I S A L v S F L P I L M H W W R
601 gcg gag agc gac gag gcg cgc cgc tgc tac aac gac ccc aag tgc tgc gac ttc gtc acc
201 A E S D E A R R C Y N D P K C C D F \Y T
661 aaC cgg gcc tac gcc atc gcc tcg tcc gta gtc tcc ttc tac gtg ccc ctg tgce atc atg
221 N R A Y A I A S S v v S F Y v P L C I M
721 gcc ttc gtg tac ctg cgg gtg ttc cgc gag gcc cag aag cag gtg aag aag atc gac agc
241 A F v Y L R v F R E A Q K Q v K K I D S
781 tgc gag cgc cgt ttc ctc ggc ggc cca gcg cgg ccg ccc tcg ccc tcg ccc tcg ccc gtce
261 C E R R F L G G P A R P P S P S P S P v
841 ccc gcg ccc gcg ccg CcCcg CCC gga CCC CCg Ccgc CCC gcecc gcc gcc gcc gcc acc gcc ccg
281 P A P A P P P G P P R P A A A A A T A P
901 ctg gcc aac ggg cgt gcg ggt aag cgg cgg ccc tcg cgc ctc gtg gcc ctg cgc gag cag
301 L A N G R A G K R R P S R L v A L R E Q
961 aag gcg ctc aag acg ctg ggc atc atc atg ggc gtc ttc acg ctc tgc tgg ctg ccc ttc
321 K A L K T L G I I M G v F T L c W L P F
1021 ttc ctg gcc aac gtg gtg aag gcc ttc cac cgc gag ctg gtg ccc gac cgc ctc ttc gtc
341 F L A N \Y% \Y K A F H R E L v P D R L F v
1081 ttc ttc aac tgg ctg ggc tac gcc aac tcg gcc ttc aac ccc atc atc tac tgc cgc agce
361 F F N W L G Y A N S A F N p I I Y c R S
1141 ccc gac ttc cgc aag gcc ttc cag cga ctg ctc tgc tgc gcg cgc agg gct gcc cgc cgg
381 P D F R K A F Q R L L c c A R R A A R R
1201 cgc cac gcg acc cac gga gac cgg ccg cgc gcc tcg ggc tgt ctg gcc cgg ccc gga ccc
401 R H A T H G D R P R A S G C L A R P G P
1261 ccg cca tcg ccc ggg gcc gcc tcg gac gac gac gac gac gat gtc gtc ggg gcc acg ccg
421 P P S P G A A S D D D D D D v v G A T P
1321 ccc gcg cge ctg ctg gag ccc tgg gcc ggc tgc aac ggc ggg gcg gcg gcg gac agc gac
441 P A R L L E P W A G C N G G A A A D S D
1381 tcg agc ctg gac gag ccg tgc cgc ccc ggc ttc gcc tcg gaa tcc aag gtg tag
461 S S L D E P c R P G F A S E S K v *

E_n rcjo se reprcscntan las rcgiones cxtracclularcs, en azul las regioncs de
membrana Yy en negro las rcgioncs intracelulares. E_l segundo bucle extracelular esta

resaltado en negrita.



5.4 Secuencia del receptor colinérgico muscarinico 2 humano.

1 atg aat aac tca aca aac tcc tct aac aat agc ctg gct ctt aca agt cct tat aag aca

61 ttt gaa gtg gtg ttt att gtc ctg gtg gct gga tcc ctc agt ttg gtg acc att atc ggg
21 F E \Y% \Y% F I \Y% L \Y% A G S L S L \Y% T I I G
121 aac atc cta gtc atg gtt tcc att aaa gtc aac cgc cac ctc cag acc gtc aac aat tac
41 N I L \Y% M \Y% S I K \Y% N R H L Q T \Y% N N Y
181 ttt tta ttc agc ttg gcc tgt gct gac ctt atc ata ggt gtt ttc tcc atg aac ttg tac
61 F L F S L A C A D L I I G \Y% F S M N L Y
241 acc ctc tac act gtg att ggt tac tgg cct ttg gga cct gtg gtg tgt gac ctt tgg cta
81 T L Y T \Y% I G Y w P L G P \Y% \Y% C D L w L
301 gcc ctg gac tat gtg gtc agc aat gcc tca gtt atg aat ctg ctc atc atc agc ttt gac
101 A L D Y \Y% \Y% S N A S \Y% M N L L I I S F D
361 agg tac ttc tgt gtc aca aaa cct ctg acc tac cca gtc aag cgg acc aca aaa atg gca
121 R Y F C v T K P L T Y P v K R T T K M A
421 ggt atg atg att gca gct gcc tgg gtc ctc tct ttc atc ctc tgg gct cca gcc att ctc
141 G M M I A A A w \Y% L S F I L W A P A I L
481 ttc tgg cag ttc att gta ggg gtg aga act gtg gag gat ggg gag tgc tac att cag ttt
l6l F W Q F 1 V G V R T V E D G E C Y 1 Q F
541 ttt tcc aat gct gct gtc acc ttt ggt acg gct att gca gcc ttc tat ttg cca gtg atc
181 F S N A A \Y% T F G T A I A A F Y L P \Y% I
601 atc atg act gtg cta tat tgg cac ata tcc cga gcc agc aag agc agg ata aag aag gac
201 I M T Y L Y W H I S R A S K S R I K K D
661 aag aag gag cct gtt gcc aac caa gac ccc gtt tct cca agt ctg gta caa gga agg ata
221 K K E P \Y% A N Q D P \Y% S P S L \Y% Q G R I
721 gtg aag cca aac aat aac aac atg ccc agc agt gac gat ggc ctg gag cac aac aaa atc
241 Vv K P N N N N M P S S D D G L E H N K I
781 cag aat ggc aaa gcc ccc agg gat cct gtg act gaa aac tgt gtt cag gga gag gag aag
261 Q N G K A P R D P \Y% T E N C \Y% Q G E E K
841 gag agc tcc aat gac tcc acc tca gtc agt gct gtt gcc tct aat atg aga gat gat gaa
281 E S S N D S T S \Y% S A \Y% A S N M R D D E
901 ata acc cag gat gaa aac aca gtt tcc act tcc ctg ggc cat tcc aaa gat gag aac tct
301 I T Q D E N T \Y% S T S L G H S K D E N S
961 aag caa aca tgc atc aga att ggc acc aag acc cca aaa agt gac tca tgt acc cca act
321 K Q T C I R I G T K T P K S D S C T P T
1021 aat acc acc gtg gag gta gtg ggg tct tca ggt cag aat gga gat gaa aag cag aat att
341 N T T \Y% E \Y% \Y% G S S G Q N G D E K Q N I
1081 gta gcc cgc aag att gtg aag atg act aag cag cct gca aaa aag aag cct cct cct tcc
361 V A R K I v K M T K Q P A K K K P P P S
1141 cgg gaa aag aaa gtc acc agg aca atc ttg gct att ctg ttg gct ttc atc atc act tgg
381 R E K K \Y% T R T I L A I L L A F I I T W
1201 gcc cca tac aat gtc atg gtg ctc att aac acc ttt tgt gca cct tgc atc ccc aac act
401 A P Y N v M v L I N T F C A P C I P N T
1261 gtg tgg aca att ggt tac tgg ctt tgt tac atc aac agc act atc aac cct gcc tgc tat
421V W T I G Y W L C Y I N S T I N P A C Y
1321 gca ctt tgc aat gcc acc ttc aag aag acc ttt aaa cac ctt ctc atg tgt cat tat aag
441 A L c N A T F K K T F K H L L M C H Y K
1381 aac ata ggc gct aca agg taa
461 N I G A T R *

n rojo se representan las regiones extracelulares, en azul las regiones de
membrana Yy en negro las regiones intracelulares. E_l segundo bucle extracelular esta

resaltado en ncgri’ca.



5.5 Frotcinas F de Trypanosoma cruz.

TcP2a ———————— MSMKYLAAYALASLNKPTPGAADVEAICKACGIEVESDALSEVMESIAGRSVA
TcP2pf —————————— |MKYLAAYALVGLSGGTPSKSAVEAVLKAAGVPVDPSRVDBL FTEFAGKDED|
TcPla ——-—--MSSKQQLACTYAALILADSGK-TDMDSLLKVTKAAGVDVSKGMASAFASILKNVDIN

TcP1B MADKVEANDTLACTYAALMLSDAGLPITAEGIEAACVAAGLKVRNTLPVIFARFLEKKPLE

TcPO -—----- SITDDVVEKYLLEGISNVAALSLGAGIPTAATLPHMIMDAFKITLLGASVATEYEEFD

TcP2a TLVAEGAAKMSAVAVSAAPAAGDAAAPAAAAGGAAAPAAADAKKE-EEEEDDDMGFGLED

TcP2p TEGKSKLVGGVTRPNAATASAPTAAAAASSGAAAPAATAE————EEE DDDMGFGLFED
TcPlaa DVLS------ KVSFGGVAPAAGGATAAPAAAAAAAAPAAAAAKKE-EEEEDDDMGFGLED
TcP1lp TLFA------ AAAATAPAEGAAAAPAAGSAAPAAAAAAGAPAKDTKEEEEDDDMGEGLED
TcPO ———LRKAALEGNLGGGAADAAAATDTGAAAAPAAAAE PE-EEDDDDDFGMGALF

Alineamiento de las Protel'nas P de pranosoma cruzi realizado con el
programa ME.GA4.0. | os recuadros representan las zonas de interaccion

mapeadas con Pépticlos (TcFZB) o con Protefnas truncadas (TcFO)



5.6 Secuencia de la chién ( ~terminal de los distintos Protozoarios.

>TcP0 edok ALF >EtPO EHHD
>TcPla EHE] LFD >EtP1 E
>TcP1p EHE] LED >EtP2 EHHD
>TcP2a. EHE] LFD — ERAH
>TaPl E ;
>TcP2f EHE LED STap? EREE
>TvP0 EEE ALF >PbPO EfAD
>TvPla EHEIL LEFD >PbP1 EREH
>TvP1f EHE[ LFD >PbP2 EHHH
>TvP20a EHE LFD >PcP0 EHHD
>TvP2B EHE LFD >PcPl EREH
>ToP0 EHEL ALF >PcPk2 E
>ToPla EHE! LEFD iitig g%gg
>ToP1B EFDD LED PKP2 .
>ToP2a EHE[ LFD SPEPO rHAD
>ToP2f EFDD LEFD SPEP1 E
>TbPO EHDD ALF SPfP2 EHAH
>TbPlo EFDD LFD >EhPO EFHH
>TbP1B EEDD LFD >EhP1 EAHH
>TbP2a EFE! LED >EhP2 EHEH
>TbP2p e LFD igiig EEEE
>LiP0 ESDH GLF i ol
>LiPla EDAD LED ~CpBO eHAE
>LiP1B EHGD LFD >CpPl EHEA
>LiP2a EEAD LFD >CpP2 EFHH
>LiP2fB ERAD LFD >TpP0O E
>LmPO ESDH GLF >TpP1 E .
>LmPla EQAN LED >TpP2 EEHH
>LmP1p EHGD LFD iizig Eggg
>LmP2a EFAD LFD Hepo o
>LmP2f EHAD LFD S8eP0 e
>LbPO ESEE IGALF >ScPla N
>LbPla EFAD LEFD SScP1p eddr
>LbP1B EHGD LED N N
>LbP2a. EHAD LFD >ScP2p edr
>LbP2B EHAD LED =

Eihecuadroin&kalosreﬁduosreconoddosPorelscFV(ZﬁenlastotCMas

fj“chkas”ée 77%pan050nu7cnui



GST-TcPlo
pI:5,2

HIS-TcPla

pI:4,9

GST-TcP1p

pI:5

HIS-TcP1p

pI:4,7

GST-TcP2a

pIl:4,9

HIS-TcP20

pIl:4,6

GST-TcP2f

pI:5,1

HIS-TcP2p
pIl:4,9

GST-TcCPO (39,5 Kda)|

pl:4,7

HIS-TcCPO (15,5 Kda)

pI:4,3

| as fusiones a (}fa_rﬂse realizaron en el vector P(;fi><.9las fusiones a
histidinas en el vector PRSE_T

5.7 ]:_squcma de las proteinas P recombinantes utilizadas en SPR

(39 Kda)k

(15 Kda)

(40

(16

(39 Kda)

(15 Kda)

(39

(15

Péptido P015 EEEDDDDDFGMGALF



5.8 [ studio por SFPR de las interacciones entre las proteinas P. | os valores

corresponclen alos Kd (M) oalos lcjo cuando se indica.

Solucion Ch‘P CMs
CFo P2 Fia Fip F2a
scfv(Cs5(CH) + + + + +
CPo Ix107 ixi0” éxi0” éxi10” Ix107
P28 3107 6x107 ix10” ix10” ix10”
Pia 9x107 Ix10° ) ) G
PiB 2x10° 8xi0” ) G 4x107°
P2a ix10” Ix10 O 9x10° 1x107
EF2 7x107 6x10° 8x107° 3% 107 ixio”
Pep 1 P2 ) ixio” ixio™ ixio™" &)
Fep5P2B ixi0” ixi0” ixio™ ixio” ixio"
Pep 1028 ixio™ ixio” ixio™ ixio™ ixio™
CFo-A2 ®) - @) ®) ®)
CFo-As5 ) (+) +) (+) +)
P2p + CPo-A5 Jnhibicion
EF2+Pept |C 50 4x107 [nhibicion [nhibicion Inhibician
EF2+Pepio l ICSZZ‘C]; Aumento | Aumento | Inh 2 fase
EF2+(CFo-A2 -
EF2+CPoAs | [Cso2xi0®
EF2+Fois -
P2B+Fia |nhibicion 3X Jnhibicion |nhibicion 53X
P2p+F1B [nhibicion 5% 3% 5X 5X
P2B + P2a Jnhibicion Jnhibicion Jnhibicion Inhibicion Jnhibicion
P2+ (CFo 35X 5X 5X 5X »X
CFo+Fia »X 5X Inhibicion 5X »X
CFo+F1B »X »X »X [nhibicion »X
CFo+FP2a 3% Jnhibicion Jnhibicion Inhibicion |nhibicion
Pia+Fip 5X 5X ®) ®) -
FPio+FP2a 3X Jnhibicion (@) — —
Pip+F2a X Jnhibicion G Inhibicion Jnhibicion




5.9 Esquema de los vectores utilizados para la cxPrcsic')n condicional de los

intrabodies en pranosoma brucc/g su funcionamiento.

l ACT polia
. PARP SAS

pLew100
\ 7418 bp

[ GPEET prom

e || 6328 bp

Tet Op x2
L] GPEET 5'UTR

T7 polimerase Promoter Tet Represor

1
< Phleo R T7 Prom scFv C5 / Luc X

Promoter scFv C5/Luc
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