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Relacion entre estructura, afinidad y estabilidad en un sistema de
maduracion de la afinidad de anticuerpos anti-lisozima

Resumen

La maduracién de la afinidad es un mecanismo del sistema inmune de organismos superiores que
modifica a un anticuerpo determinado con el fin de mejorar su afinidad por un antigeno
determinado y asi reconocerlo con mayor eficacia. Las consecuencias de la maduracion de la
afinidad fueron estudiadas en un sistema compuesto de dos anticuerpos monoclonales relacionados
anti-lisozima, D44.1 y F10.6.6. Las mutaciones somaticas acumuladas en la region variable de
F10.6.6 respecto de D44.1 produjeron cambios estructurales en el primero que incrementaron su
afinidad hacia el antigeno en 700 veces. Mediante comparaciones de estructuras cristalinas,
estudios cinéticos y termodinamicos de formacion del complejo anticuerpo-lisozima, utilizando
diversos fragmentos de anticuerpos generados en el laboratorio, se pudo determinar que la
maduracion de la afinidad de este sistema particular afecta la topologia del sitio de combinacion y
la interaccion en la interfaz V,-Vy, la cual estabiliza al dominio variable de F10.6.6. Fue posible
ademas identificar mediante el estudio de fragmentos de anticuerpo mutados aquellos residuos
involucrados en la estabilizacion del dominio variable. Finalmente se postul6 un mecanismo de
maduracion de la afinidad para el sistema D44.1-F10.6.6, donde las mutaciones introducidas actian

de modo conjunto para aumentar la afinidad y la estabilidad de F10.6.6.



Algunos de los resultados presentados en esta Tesis han sido incluidos en la siguiente
publicacién:

“Affinity maturation increases the stability and plasticity of the Fv domain of anti-protein
antibodies” Acierno, J. P., Braden, B. C., Klinke, S., Goldbaum, F. A. & Cauerhff, A.
(2007). J Mol Biol 374, 130-46.
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Relation between structure, affinity and stability of an anti-lysozyme
antibodies affinity maturation system

Summary

Affinity maturation of anti-protein antibodies is a complex mechanism of the immune system, which
inserts random point mutations to a given antibody, improving its affinity towards the antigen. The
affinity maturation effects were studied in a system composed of two closely related monoclonal
antibodies, D44.1 and F10.6.6. Somatic mutations accumulated in the variable region of F10.6.6
modified its structure, increasing the affinity towards the antigen by 700 times related to D44.1. It
was possible to observe by means of structure comparison, kinetic and thermodynamic studies of
several antibody fragments, that the affinity maturation affects the topology of the combining site
and improves the interacting surfaces, stabilizing the variable domain of F10.6.6. Also, the residues
involved in structure stabilization were identified. Finally, an affinity maturation mechanism for this
particular system was stated, in which all the mutations act as a whole, increasing both affinity and
stability.



Some of the results presented in this Thesis has been included in the following publication:

“Affinity maturation increases the stability and plasticity of the Fv domain of anti-protein
antibodies” Acierno, J. P., Braden, B. C., Klinke, S., Goldbaum, F. A. & Cauerhff, A.
(2007). J Mol Biol 374, 130-46.

Keywords: antibody stability; antibody structure; affinity maturation, V.~V interface



ABREVIATURAS

ASA: superficie accesible al solvente

AG: cambio de la energia libre de Gibbs

AH: cambio de entalpia del sistema

AS: cambio de entropia del sistema

ACp: cambio de la capacidad calorifica del sistema

Ac: anticuerpo

Ag: antigeno

AcMo: anticuerpo monoclonal

Ka: constante de afinidad

ks constante cinética de asociacion

Kgiss: constante cinética de disociacion

Ig: inmunoglobulina

Fab: fragmento de unién a antigeno de una inmunoglobulina
Fv: fragmento variable de una inmunoglobulina

CDR: region determinante de complementariedad

FR: region framework

H: cadena pesada de un inmunoglobulina

L: cadena liviana de un inmunoglobulina

Vy: region variable de la cadena pesada de una inmunoglobulina
V.: regién variable de la cadena liviana de una inmunoglobulina
ANS: acido 8-Anilino-1-naftalenesulfénico

LB: linfocito B

LT: linfoncito T

BCR: receptor de superficie de linfocitos B

CD: dicroismo circular

DLS: dispersion de luz dinamica
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Introduccion

1.1 Generalidades inmunoldgicas

El sistema inmune es una coleccién de mecanismos dentro de un organismo superior que lo
protege contra enfermedades causadas por agentes externos, identificando dichos agentes y
eliminandolos. Debido a la gran variedad de agentes que pueden causar enfermedades, el sistema
inmune debe disponer de una bateria de recursos para contrarrestar el progreso de infecciones. La
mayoria de los agentes infecciosos que un individuo enfrenta no penetran la superficie de su
cuerpo, debido a la gran cantidad de barreras fisicas y bioguimicas que previenen la infeccion.
Estas defensas forman la barrera exterior y comprenden principalmente la piel y las mucosas.

De este modo, el sitio de infeccion y el tipo de patdgeno determinan que tipo de respuesta
inmune se desarrollard como consecuencia. Pueden distinguirse dos tipos de patdgenos: los que
invaden las células del huésped y aquellos que no. Todos los virus, algunas bacterias y algunos
protozoos utilizan como nicho replicativo las células del huésped, de esta forma, el sistema inmune
debe reconocer y destruir las células infectadas para evitar la propagacion de la enfermedad. Varias
bacterias y parasitos a su vez viven en fluidos u espacios extracelulares. Sin embargo, aun los
patégenos intracelulares deben alcanzar sus células blanco moviéndose por el torrente sanguineo y
el fluido tisular, donde son mas susceptibles a ataques por parte del sistema inmune.

Cualquier respuesta inmune comprende, en primera instancia, el reconocimiento del patdgeno o
cualquier otro elemento foraneo y en segunda instancia, la reaccion para eliminar dicha amenaza. A
grandes rasgos, los diferentes tipos de respuesta inmune caen en dos categorias: la respuesta
inmune innata y la respuesta inmune adaptativa. En la Figura 1.1 se esquematizan de modo
simplificado los distintos mecanismos utilizados por la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa
utilizados para contrarrestar el ataque de un patdgeno.

Las respuestas inmunes de los diferentes tipos son llevadas a cabo por células denominadas
leucocitos o gldbulos blancos. Existen varios tipos de leucocitos y estos median todos los tipos de
respuesta, ya sea innata o adaptativa. Como encargados de la respuesta inmune innata se
encuentran los neutrdfilos, los cuales fagocitan bacterias y otros patdgenos. Otro tipo de leucocitos
son los macréfagos, encargados de fagocitar bacterias pero también células muertas, restos
celulares y macromoléculas. Los macréfagos ademas son células secretoras de una vasta cantidad
de proteinas, citoquinas y factores de crecimiento, incluyendo moléculas cruciales para la activacion
de células responsables de la respuesta adaptativa. Ademas los macréfagos son conocidos como

células presentadoras de antigenos (Ags) profesionales.
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Figura 1.1 — Relacion entre inmunidad innata e inmunidad adaptativa.

Efectivamente, luego de fagocitar material foraneo los macrdofagos se encargan de procesarlo,
rompiendo en fragmentos pequefios las macromoléculas del patégeno. Luego, este material es
presentado mediante receptores de superficie conocidos como MHCs (Major Histocompatibility
Complex, complejo mayor de histocompatibilidad). En particular, las células presentadoras Ags
profesionales poseen en su superficie MHC de tipo II, mientras que el resto de las células presentan
s6lo MHC de tipo I. En la respuesta adaptativa los fragmentos expuestos en los distintos MHCs se
uniran a aquel receptor de linfocitos T (TCR, del inglés 7-Cell receptor) que reconozca la estructura
del fragmento expuesto en el contexto de dichos MHCs.

El reconocimiento de Ags foraneos es la cualidad principal de la respuesta inmune adaptativa y
dos tipos distintos de moléculas son responsables de llevar a cabo este reconocimiento especifico:
las inmunoglobulinas y los TCRs. Gracias a su diversidad y heterogeneidad, estas moléculas se
caracterizan por su gran capacidad de reconocer distintos Ags.

Las inmunoglobulinas (Igs) son un grupo de glicoproteinas presentes en el suero y en fluidos
tisulares de todos los mamiferos. Las Igs también se encuentran en la superficie de linfocitos de
tipo B (LB), donde actian como receptores para Ags especificos, mientras que otras Igs como los
anticuerpos (Acs) circulan libremente en la sangre y érganos linfaticos. El contacto entre los LB y el
Ag es necesario para la diferenciacion de éstos en células plasmaticas con la propiedad de secretar

Acs.
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Son los Acs los encargados de reconocer de modo altamente especifico porciones caracteristicas
de un patdgeno particular. Precisamente, al unirse a un determinado Ag, un Ac sefala al mismo

para que sea reconocido por el resto del sistema inmune y asi poder eliminarlo del organismo.

1.2 Respuesta inmune innata

Aquellos mecanismos que no hacen distinciones sutiles entre las entidades invasoras y que no
conllevan cambios permanentes como resultado de la exposicién al patégeno confieren la
inmunidad innata. Una segunda exposicion a un agente infeccioso provocara exactamente el mismo
tipo de reaccion y de la misma magnitud que la primera exposicion; esto significa que no existe
“memoria” de una infeccion previa con el mismo agente patdgeno. Es posible encontrar elementos
de respuesta inmune innata en todos los organismos multicelulares, mientras que los mecanismos
de la respuesta inmune adaptativa (surgida hace aproximadamente 400 millones de afios) se
encuentran presentes solo en peces, reptiles, anfibios, aves y mamiferos.

La defensa no inducible y no especifica de los vertebrados es mediada por barreras anatémicas
y fisioldgicas, mientras que la respuesta innata inducible de amplio espectro se da mediante
mecanismos de internalizacion celular e inflamacién. Un ejemplo de barrera anatémica es la piel
intacta. El bajo pH del estdmago y las enzimas hidroliticas en las secreciones corporales son
barreras fisioldgicas. El término “mecanismos de internalizacion celular” se refiere al hecho de que
si bien existen varias formas en las que cualquier célula huésped puede ingerir ciertos Ags, células
fagociticas especializadas, tales como macrofagos y neutrdfilos, utilizan un mecanismo mas
sofisticado de reconocimiento y “engullimiento” de patdgenos y sus moléculas. Los fagocitos
expresan moléculas receptoras de superficie que pueden unirse a un amplio rango de moléculas
comunes a ciertas de entidades invasoras. Ademas, el sistema inmune cuenta con células
denominadas natural killers (NK), las cuales usan receptores para reconocer y causar la lisis de
células tumorales o infectadas por virus en una forma especifica en términos generales.

La inflamacion es la afluencia de leucocitos hacia una herida y/o un sitio de infeccion, los cuales
fagocitan y digieren Ags, produciendo sefiales quimicas que promueven la curacion de dicha herida.
Al mismo tiempo, dichos linfocitos secretan citoquinas que reclutan mas linfocitos de la respuesta

adaptativa y los dirigen hacia el sitio de infeccion.

1.3 Respuesta inmune adaptativa

La respuesta inmune adaptativa es, en cambio, una respuesta altamente especifica contra un

patdgeno en particular y comprende varios mecanismos complejos. Dicha respuesta ha
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evolucionado para compartir el “peso inmunoldgico” entre varias células, tejidos y productos

solubles. Se diferencia de la respuesta inmune innata principalmente en los siguientes conceptos:

i. Especificidad

ii.  Memoria inmunoldgica
iii.  Diversidad
iv.  Tolerancia

V. Division de tareas

El entendimiento de los mecanismos celulares y moleculares que involucran a estos cinco

conceptos ocupa a la mayoria de la investigacion inmunoldgica moderna.

Especificidad:

La especificidad en el contexto de la respuesta adaptativa se refiere a que todas las fases de la
respuesta son especificas para un Unico Ag, desde el reconocimiento del Ag por el Ac (respuesta
humoral) o por linfocitos T (respuesta celular). Esta especificidad es mediada por la existencia de
receptores Ag-especificos sobre LB y LT que deben interactuar con el Ag para que un linfocito
pueda ser activado. A nivel molecular, un linfocito tiene un solo rearreglo genético para expresar
miles de copias idénticas de un solo tipo de receptor, pero estos receptores pueden reconocer mas
de un Ag. No obstante, el rango de especificidades de unién de un linfocito individual es muy
reducido, comparandolo con el amplio rango de reconocimiento de una célula individual del sistema

innato.

Memoria inmunologica:

A diferencia de la respuesta innata, la respuesta adaptativa puede “recordar” que ha visto contra
un Ag particular en oportunidades anteriores. Esta “memoria inmunoldgica” dispara y mejora la
respuesta adaptativa cada vez que el organismo vuelve a contactarse con ese Ag particular. Es asi
como el organismo neutraliza al patégeno antes de la aparicion de los signos de enfermedad.
Efectivamente, el cuerpo se ha “adaptado” y ha “adquirido” la habilidad de excluir a dicho
patdgeno.

La memoria inmunoldgica surge del siguiente modo: el cuerpo mantiene su poblacion constante
de linfocitos en estado no activado, cada uno con su correspondiente receptor de superficie.
Cuando un Ag entra al cuerpo, solo aquellos clones de linfocitos latentes que portan en su
superficie receptores con la capacidad de unir al Ag reaccionaran para comenzar una respuesta
inmune, este proceso es denominado seleccion clonal. Solo aquellos linfocitos seleccionados por el

Ag dejaran el estado latente y proliferaran, llevando a cabo la expansidn clonal. A medida que los
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clones seleccionados se expanden, algunas células hijas que portan el mismo receptor de superficie
se diferencian en células efectoras de corta vida, equipadas para eliminar al Ag, mientras que otras
se diferencian en células de memoria de larga vida, las cuales permaneceran en el organismo en un
estado no activado a la espera de una subsecuente exposicion al Ag.

Los resultados de la expansion clonal y de la diferenciacion se manifiestan como respuesta
inmune primaria y secundaria. La respuesta primaria ocurre con la primera exposicion al Ag y
resulta en la eliminacion especifica de dicho Ag debido a la formacion de células efectoras Ag-
especificas. Ademas, se forman grandes cantidades de células de memoria que persisten en los
tejidos.

La respuesta inmune secundaria ocurre con la siguiente entrada al organismo del mismo Ag,
debido a que el Ag encuentra linfocitos Ag-especificos preexistentes, que pueden sufrir una rapida
diferenciacion a células efectoras Ag-especificas. Esto permite al organismo establecer una
respuesta mas rapida y mas efectiva, la cual permite prevenir y mitigar enfermedades, en muchos

confiriendo inmunidad a largo contra el patégeno que origind la respuesta.

Diversidad:

La respuesta inmune adaptativa difiere también de la respuesta innata en su grado de
diversidad. Mientras que la respuesta innata tiene una capacidad fija y limitada para reconocer Ags,
la capacidad del sistema adaptativo es practicamente ilimitada. Es mas, se cree que nuestro cuerpo
esta preparado para reconocer Ags que no existen en la naturaleza. Se ha estimado a partir de la
estructura de los genes de los receptores antigénicos, que tedricamente mas 10 Ags diferentes
pueden ser reconocidos por todo el conjunto de linfocitos de un organismo. Este nimero se deriva
de la combinatoria de varios mecanismos de recombinacion genética. La primera fuente de
diversidad es un proceso denominado recombinacion somatica, el cual transcurre durante el
desarrollo de LB y LT. Los genes que codifican al receptor B (BCR) y al receptor T (TCR) son
ensamblados a partir de fragmentos génicos mas pequefios seleccionados a partir de una gran
poblacidn preexistente de segmentos génicos. Las combinaciones aleatorias de estos segmentos
generan cientos de miles de distintas secuencias de ADN que codifican para receptores de Ags.
Adicionalmente, se ponen en marcha mecanismos de mutacion que resultan en la diversificacion
estructural del receptor, asegurando el reconocimiento de moléculas complejas. Estas moléculas
poseen un Unico sitio de combinacion para facilitar el reconocimiento especifico, pero también
comparten ciertas estructuras comunes necesarias para la remocién del Ag. El nimero total de
clones generados durante la respuesta inmune adaptativa garantiza que cualquier Ag pueda ser
reconocido durante la vida del individuo. Estos clones con la capacidad de seleccionar al Ag forman

el repertorio linfocitario de reconocimiento individual.
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Tolerancia:

Es el aspecto en el cual la respuesta adaptativa presenta mucho mas refinamiento que la
respuesta innata. La especificidad antigénica de cada receptor de un linfocito es generada en fases
tempranas del desarrollo mediante el proceso de recombinacidn somatica. Probabilisticamente,
algunos de estos rearreglos generaran receptores con la capacidad de reconocer Ags propios de los
tejidos del huésped. La tolerancia depende de la identificacion de linfocitos portando receptores que
reconocen Ags propios del organismo, y de los mecanismos que aseguran que dichas células sean
removidas del sistema o inactivadas. Es decir, que tolerancia implica el desarrollo de un repertorio
activo de linfocitos que no reconozca Ags propios. Por ejemplo, en un proceso elaborado de
seleccion que tiene lugar en el timo, la mayoria de esos linfocitos maduros que poseen receptores
capaces de reconocer Ags propios son eliminados impidiendo su maduracion. Este proceso se
denomina tolerancia central. De forma similar, LB maduros pueden sufrir un proceso de tolerancia
central en la médula dsea para prevenir el reconocimiento de lo propio. No obstante, los LB y LT
que escapan al proceso de tolerancia central son funcionalmente silenciados por mecanismos

adicionales de tolerancia periférica que operan fuera del timo y médula dsea.

Division de tareas:

El sistema inmune utiliza diferentes estrategias de su compendio de herramientas en funcién de
qué patdgeno o qué parte del mismo esta infectando al huésped. Dependiendo de la localizacion
intracelular o extracelular del Ag se activaran distintas respuestas celulares o humorales del sistema
adaptativo.

Si los Ags se encuentran en el medio extracelular o son Ags exdgenos (situacion cominmente
dada por infecciones con bacterias, hongos y parasitos) y logran superar las defensas de la
inmunidad innata, seran reconocidos por los LB de la respuesta inmune humoral (ya que los LT son
incapaces de reconocer Ags solubles). Los LB activados sintetizaran y secretaran Acs dirigidos
contra dichos Ags. De hecho, el Ac secretado es una forma soluble del receptor de superficie del
LB, que fue el encargado en principio de reconocer al Ag soluble. La unién de un Ac a un Ag marca
al mismo para ser eliminado por uno de varios mecanismos de destruccion del sistema inmune. Sin
embargo, los Ac no son capaces de penetrar membranas celulares, de modo que los Ags
intracelulares (virus, patdgenos intracelulares, toxinas) deben ser procesados por la respuesta
inmune celular. Los LT se especializan en esta funcion ya que reconocen ciertas proteinas presentes
en la membrana del huésped que unen fragmentos de Ag presente dentro de las células y los
presentan en la superficie celular permitiendo la deteccion de células con entidades foraneas en su
interior. La inmunidad mediada por células produce la muerte de aquellas células del huésped que
fueron infectadas, protegiendo las células sanas periféricas. Esta tarea es realizada por un tipo de

LT denominados citotdxicos, que reconocen, atacan y lisan especificamente a las células del
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huésped que se encuentran alteradas por una infeccion viral o por una transformacion maligna. Un
segundo de linfocitos T denominados Aelpers o colaboradores secretan productos llamados
citoquinas que ayudan a la mayoria de los LB en la produccion de Acs y a los LT citotdxicos en la
destruccién de las células blanco. Por lo tanto, un Ag es tratado por el sistema inmune dependiendo
de su localizacion intra o extracelular y su naturaleza quimica. Durante el curso de una infeccion los
patdgenos complejos pueden presentar al mismo tiempo al sistema inmune Ags intra vy
extracelulares. De esta forma, LB, LT helpersy LT citotdxicos pueden ser reclutados por una sola
entidad foranea de suficiente complejidad. Para coordinar la respuesta los LB, LT y células no
linfociticas secretan moléculas solubles llamadas citoquinas que influencian en la conducta de las
células cercanas incluyendo a células de las respuesta inmune innata. Dichas citoquinas inducen a
las células a llevar a cabo funciones particulares dependiendo del tipo celular como: proliferacion
celular, produccién de Acs, sintesis de sustancias antibacterianas y antivirales, lisis de células

blanco, entre otros procesos.

1.4 Introduccion a las funciones efectoras de las células B

Colectivamente los LB son capaces de reconocer un rango casi infinito de moléculas incluyendo
proteinas en su estado nativo o desnaturalizado, grupos quimicos simples, lipidos, carbohidratos,
acidos nucleicos y otras moléculas. No obstante, la mayoria de los LB no pueden avanzar de aqui
en adelante en el reconocimiento del Ag sin la colaboracion de los LT, necesaria para la mayoria de
las respuestas de los LB. La ayuda T se lleva a cabo mediante contactos directos entre los LBy LT y
la unién a LB de las citoquinas especificas producidas por LT respondiendo al mismo Ag. Sin la
ayuda T la mayoria de los LB, especialmente aquellos que reconocen virus, son incapaces de
alcanzar una activacién completa y fallan en la proliferacion y diferenciacién en células de memoria
y en células plasmaticas productoras de anticuerpos. Los Ags que son reconocidos por los BCRs,
pero que no pueden activar a los LB sin la ayuda T son llamados T-dependientes, como por
ejemplo, los Ags proteicos. Existen Ags no proteicos cuya interaccién con los BCRs es algunas veces
suficiente para la activacion de los LB. Estos Ags, que en general son polimeros, son llamados Ags
T-independientes, porque dan lugar a un tipo de respuesta en la que no se requiere ayuda T para
la activacion del LB.

La union del Ag al receptor de superficie de un LB maduro produce la activacion completa de
esta célula. Luego de esta seleccion, estas células sufren una rapida proliferacién clonal y

diferenciacion en células B de memoria y células B efectoras.
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Las funciones efectoras se definen como las acciones tomadas por los linfocitos para eliminar los
Ags no propios. En el caso de células B, las células efectoras son células plasmaticas
completamente diferenciadas que secretan Acs.

El receptor de superficie de la célula B (BCR) es un complejo molecular, la molécula que
reconoce a los Ags es una proteina conocida como inmunoglobulina (Ig) de superficie. El Ac
secretado por una célula B activada es una forma soluble de la Ig de superficie y por lo tanto posee
idéntica especificidad. Las Igs tienen forma de “Y”, los brazos de la Y poseen en su extremo la
fraccion variable 6 Fv, con secuencias que difieren entre Ig e Ig, en dicho Fv se encuentra el sitio
de combinacién que reconoce al Ag. Dicho fragmento esta conformado por los dominios variables
de las cadenas liviana L y pesada H (V_ y Vy, respectivamente) (Figura 1.3). Las secuencias de los
Fvs son idénticas en ambos brazos de las Igs. El otro dominio que forma el extremo C-terminal del
brazo de la Y se denomina primera region constante y su funcion es estabilizar al dominio Fv, y al
igual que este Ultimo esta formado por un segmento de cadena L y H. Ambos dominios, el Fv y el
primer dominio de la region constante (Cy1-C,), forman el Fab o antigen binding fraction (Figura
1.4). El tallo de la Y se conoce como Fc y estd formado por dos dominios de la cadena pesada,
dando lugar en la mayoria de las Igs a los dominios C2 y Cy3 y es donde se encuentra la funcion
efectora de estas proteinas. El dominio Cy2 se encuentra glicosilado mediante un carbohidrato
ramificado de estructura compleja. Ambos dominios C,2 y C,3 tienen como funciones efectoras la
union a receptores especificos y activacion del complemento, entre otras. La secuencia de
aminoacidos de la region constante es similar a todas las inmunoglobulinas del mismo isotipo, de
los cuales se conocen cinco diferentes: IgM, IgG, IgA, IgD e IgE. Ademas de las diferencias en la
secuencia aminoacidica de estos isotipos, el largo y la composicion de la region bisagra también es
diferente entre ellos.

No obstante, dentro de cada isotipo existen subclases como 1gG1, IgG2, IgG3 e IgG4, las cuales
poseen diferencias en la secuencia de sus cadenas pesadas. Dentro de cada subclase a su vez
existen diferencias de aminoacidos en determinadas zonas loops dando lugar a los alotipos. Las
diferencias en las secuencias aminoacidicas de la regidon constante de las Igs determina sus

funciones efectoras.

1.5 Desarrollo de la respuesta inmune adaptativa

Una segunda exposicion a un determinado Ag pone en evidencia la capacidad del sistema
inmune de reaccionar mas rapido y con mayor intensidad para eliminar al patdgeno o al Ag soluble.

A medida que la respuesta inmune adaptativa se pone en marcha por segunda vez (por intermedio
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de la inmunidad humoral y celular) se puede observar el aumento de intensidad de dicha respuesta
midiendo el titulo de Acs en el suero (inmunidad humoral).

Cuando un individuo se expone por primera vez a un Ag X, algunos linfocitos de su repertorio
total reconoceran mediante su BCR dicho Ag, produciendo la seleccién clonal de LB. Pasada una
fase inicial de aproximadamente cinco dias (fase /ag), se observa un aumento del titulo de Acs
reactivos contra ese Ag X en sangre (Figura 1.2). Esto es lo que se conoce como respuesta
primaria. A continuacion, con la segunda entrada del Ag X al organismo, durante el desarrollo de la
respuesta secundaria, se produce un incremento exponencial del titulo de Acs anti-X, debido a la
expansion clonal de los LB seleccionados en la respuesta primaria y al impacto del Ag sobre LB
naives que reconocieron al Ag por primera vez. Finalmente se llega a una fase estacionaria, donde
la velocidad de produccion de Acs anti-X es similar a la velocidad de degradacién de los mismos. En
esta Ultima fase, el Ag ya fue eliminado y por consiguiente el estimulo que desatd la produccion de
Acs anti-X desaparece alcanzando los niveles previos a la infeccién o a la entrada del Ag soluble.
Sin embargo, dentro de las células generadas en la expansion clonal se encuentran células que se
diferenciaran a LB de memoria, especificas para reconocer el Ag X. Estas células de vida prolongada
residiran en los tejidos linfaticos donde podran permanecer durante largos periodos en estado
latente. Este proceso se repite para todos los Ags a los que se expone un individuo que no son
procesados por la inmunidad innata. De este modo, el suero de un adulto sano contiene una gran
variedad de Acs, cada uno en una concentracién relativa baja.

Las diferencias cualitativas encontradas en la respuesta secundaria (fase lag de uno a dos dias)
se deben a la presencia de LB de memoria generados en la respuesta primaria. Estas células tienen
la capacidad de diferenciarse facilmente en células secretoras de Acs anti-X, produciendo un
aumento del titulo de estos Acs y prolongandose en el tiempo luego de la segunda exposicién. Una

comparacion entre respuesta primaria y secundaria puede observarse en la Figura 1.2.
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Figura 1.2 — Respuesta inmune adaptativa primaria y secundaria: evolucion temporal del titulo de

Acs en sangre.

Ademas del titulo aumentado de Acs anti-X (diferencias cuantitativas), existen diferencias
cualitativas en los Acs producidos en la respuesta secundaria. Esta diferencia cualitativa se produce
debido a la hipermutacion somatica en la region variable de los LB producto de la maduracion de la
afinidad. Este proceso introduce mutaciones puntuales en ciertas zonas de la regién variable que
estan en contacto con el Ag o en otras zonas mejorando la unidén entre el Ag y el sitio de
combinacion. Las mutaciones producidas en el proceso de hipermutacion somatica son al azar y los
LB con sitios de combinaciéon que unen al Ag con mayor afinidad son seleccionados a partir de un
grupo de LB hipermutados.

La existencia de la respuesta secundaria es la base de la vacunacion, donde un individuo es
inmunizado contra un Ag que se asemeja al agente patdgeno original, produciéndose una respuesta
primaria. Sucesivas inmunizaciones (dependiendo del Ag) daran lugar a respuestas secundarias o
terciarias de mayor intensidad. Una infeccion natural con el patdgeno estimulara entonces las
células de memoria producidas durante la inmunizacion producida por la vacuna, montando una

respuesta inmune lo suficientemente amplificada para eliminar al Ag de modo rapido y eficiente.

1.6 Anticuerpos

Como fue explicado con anterioridad, la inmunidad innata se caracteriza por reconocer

patdgenos que poseen ciertos patrones moleculares, los cuales inician una respuesta no especifica
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que sirve como primer frente en batalla contra el agente infeccioso. Es importante recordar que
este tipo de respuesta no genera memoria, ya que opera a través de receptores codificados en el
genoma del huésped; es decir, si la infeccion reincide, todo el proceso para eliminar el patdgeno
vuelve a iniciarse como si nunca hubiese sucedido. Por lo tanto, la inmunidad innata no posee la
caracteristica mas importante de la inmunidad adaptativa que es la memoria.

Para reconocer a la gran variedad de agentes patdgenos a los que un individuo puede estar
expuesto, los linfocitos del sistema inmune adaptativo han evolucionado produciendo Acs o IgGs.
Estas proteinas son producidas por los LB y pueden presentarse, como fue explicado mas arriba, en
dos variantes: como BCR, en forma de Ig unida a la superficie de la célula que sirve de receptor
celular del Ag, y como Ig libre circulante producida por células plasmaticas. La secrecion de Acs es
la principal funcion efectora de los LB de la inmunidad adaptativa. Los Acs circulantes tienen dos
funciones: la primera es reconocer especificamente al Ag para el cual fue generado y la segunda es
reclutar diversas células y moléculas que tienen como funcién destruir el patdgeno una vez que el
Ag se ha unido al Ac. Ambas funciones estan estructuralmente separadas en la molécula del Ac, ya
que una region se ocupa de reconocer al Ag (region variable) y la otra permite reclutar las células y
proteinas necesarias para el reconocimiento celular del patégeno (regidn constante).

Las Igs son glicoproteinas de un peso molecular aproximado de 150 a 190 kDa y todos los Acs
comparten la misma estructura basica: dos cadenas pesadas H (55-75 kDa) y dos cadenas livianas
L (25 kDa). Una cadena liviana se combina con una cadena pesada y a su vez, este heterodimero
se combina con otro similar para dar una Ig de composicién H,L,. Genéticamente, un LB individual
puede producir solamente una clase de cadena H y una clase de cadena L, por lo tanto, las dos
cadenas H vy las dos cadenas L en un Ac son idénticas. En general, las dos cadenas H estan unidas
entre si por dos puentes disulfuro, al mismo tiempo que cada cadena H esta unida a la cadena L
mediante un puente disulfuro adicional. Ademas las cadenas H y L estan unidas mediante una red
de uniones no covalentes en su mayoria contactos hidrofdbicos, presentando ademas algunas
uniones puente de hidrégeno y puente salino, formando interfaces de distintas caracteristicas
segun la interaccién V\-Vy, Cy1-C, C42-C2 y Cy3-C3 (Figura 1.3).

Aunque la estructura basica H,L, define una unidad de Ig y representa a la Ig de superficie, en
el caso de los Acs circulantes las moléculas de algunos isotipos contienen mas de una estructura
basica. Este es el caso de las IgMs, que poseen una estructura (H,L,)s con 10 sitios de combinacion
y el de las IgAs secretorias, que con una estructura (H,L,), poseen cuatro sitios de combinacién.

Por otra parte, en el genoma de un individuo existen diversos tipos de cadenas L conocidas
como lambda (1) y kappa (). Mientras que en ratdn la relacion A:x es de 20 a 1, en humanos es
de 2 a 1. Como fue expresado con anterioridad, también existen diversos tipos de cadena H, que

determinan el isotipo de la Ig. La Ig de isotipo G (IgG) es la mas abundante dentro de los Acs
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circulantes y como se detallard en las secciones siguientes, es el isotipo de los Acs que se

estudiaron en esta Tesis.

Dominio variable
de la cadena pesada (VH)

Dominio variable
de la cadena liviana (VL)

Dominio constante
de la cadena liviana (CL)

Figura 1.3 — Denominacion de los dominios que componen una IgG. Detalle de los puentes

disulfuro intercatenarios en color celeste.

Para resumir, podemos decir que en una IgG completa se pueden distinguir dos tipos de
estructuras funcionales: dos dominios duplicados de reconocimiento del Ag denominados Fab y el
dominio efector denominado Fc, el cual esta formado por un dimero Cy2-Cy3 (Figura 1.4) y es el
encargado de las funciones efectoras.

El fragmento Fab es una subunidad funcional conformada por los dominios V, y C, de la cadena
L y los dominios Vy y Cyl de la cadena H, y es el dominio encargado de reconocer al Ag mediante
una zona funcional denominada sitio de combinacién o paratope (Figura 1.4). Este Ultimo esta
mayoritariamente conformado por los CDRs (regiones determinantes de complementariedad), los
cuales son lazos (/oops) de longitud variable y expuestos hacia la superficie que conectan las hojas
B antiparalelas del plegamiento barril B achatado de Igs (immunoglobulin fold). Existen también en
el Fv otros /oops de menor tamafio que conectan los cordones B pero que en general no estan
expuestos y no reconocen al Ag, y sirven solamente para darle cierta flexibilidad al Fv.

A su vez, las regiones del Fv que no son CDRs se denominan framework (FR), formadas

principalmente por los cordones del barril . De este modo un dominio Fv, ya sea su cadena L 6 H,
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se ordena de la siguiente manera: FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4. Aunque el Fv tiene la
capacidad de unir al Ag como entidad aislada, al no poseer el efecto estabilizador de los dominios
constantes C, y Cyl no es estrictamente equivalente al Fab. En las secciones subsiguientes se

detallara este punto en particular para el caso de estudio.

Paratope

(sitio de union Fraccion

variable (Fv) /l

i
CH1 disufuro CHA1
Fraccion

CH1 «
\ R [ \
de unién al

CH2 CH2 SR ) CH2 CH2 ‘

Puentes

Cadena
Liviana

CH3 CH3 ©° CH3 CH3

Figura 1.4 — Esquema de la estructura de un Ac de isotipo G, cadenas liviana, pesada y

denominacion estructural sus fragmentos funcionales.

Dada la naturaleza multimérica de los Acs, es posible obtener los fragmentos Fab y Fv por
protedlisis, de modo tal que luego de una purificacion se pueden disponer estos fragmentos de
modo homogéneo para su analisis. Este es el modo mas usado para obtener el fragmento Fab a
partir de IgG monomeérica. Gracias al surgimiento de las herramientas de manipulacion de ADN, la
produccion de proteinas recombinantes y la disponibilidad de herramientas comerciales, es posible
producir estos fragmentos de modo heterélogo y asi poder obtener un alto rendimiento de

produccion proteica para su estudio /n vitro.

1.7 Repertorio de anticuerpos: Recombinacion de genes e hipermutacion somatica

Como fuera expuesto con anterioridad, el repertorio de Acs de un organismo superior tiene la
potencialidad de reconocer virtualmente cualquier Ag y esta variabilidad es generada a partir de la
respuesta inmune adaptativa. Este tipo de respuesta genera un nuevo repertorio de Acs cada vez
que vuelve a iniciarse, y dicho repertorio de Acs es seleccionado por el Ag, de modo que el clon de

LB cuya Ig posee mayor afinidad contra el Ag es estimulado y prolifera, dando lugar a la
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neutralizacion del mismo. Luego este clon permanecera como LB de memoria (en la mayor parte de
los casos) a la espera de una nueva infeccion con el Ag que produjo su generacion.

Existen diversos factores generadores de variabilidad que al disponerse de modo combinatorio
dan origen a la gran capacidad de reconocimiento de Ags de todo tipo del sistema inmune. En
primer lugar, los diversos isotipos de Igs estan determinados por cinco tipos de cadenas H. A su
vez, estas cadenas H pueden combinarse con distintos tipos de cadenas L, que pueden ser de tipo
k 0 A, aumentando el nimero de configuraciones posibles. Las Igs de la mayoria de los mamiferos
son codificadas por nucledtidos que se encuentran en tres loci genéticos Igh, Igk e Igx, siendo los
loci de las cadenas H, x y A respectivamente, y cada locus esta localizado en un cromosoma
diferente.

El ARNm para cualquier cadena polipeptidica de una Ig es transcripto desde un gen complejo a
partir de un exdn variable que codifica la region variable de la cadena H o L y un exdn constante.
Los loci de las cadenas livianas de Igh e Igk contienen tres tipos de segmentos génicos, V
(variables), J (joining) y C (constantes), mientras que el locus de las Igh contiene 4 segmentos
génicos: en adicién a los segmentos V, J y C existen en este locus los segmentos D (diversity)
(Figura 1.5).

Locus de la cadena liviana A

Vi L2 Va2 LVA~75 Ja1 y) Ji2 Ca2 Jid  Ci4

m m(m = mE =

Locus de la cadena liviana k
Vi L2 Vk2 L3 Vk3 L Vk ~75 Jk1-5

mEE m =

Locus de la cadena pesada
L2 VH2 L3 VH3 LH VH~130 DH1-27 JH1-9 CH

VH1
T ECE S T T T
Figura 1.5 — Organizacion genomica de los loci de inmunoglobulinas humanas. Los segmentos L se
denominan Leader por péptido lider, que dirige la proteina por la via secretora correspondiente; J
viene del inglés Joint, dado que es el segmento que une a los segmentos V y C. Los segmentos C
son denominados asi por ser regiones constantes. El locus de la cadena pesada posee ademas de

los segmentos V, J y C los segmentos D del inglés Diversity.
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Los segmentos génicos de un locus dado son recombinados al azar mediante un proceso de
recombinacion (V] en cadenas L y VD] en cadenas H) durante el desarrollo individual de los LB para
que colectivamente se pueda obtener el repertorio de LB.

Aungue los segmentos génicos en el cromosoma estan separados cada uno por secuencias no
codificantes, los segmentos génicos no son exones tradicionales. Estos no estan unidos por un
empalme (splice donor) ni por sitios que pueden ser reconocidos por los factores de splicing de
ARN de la célula. En su lugar el ADN gendmico es rearreglado por enzimas Unicas de linfocitos. Por
lo tanto, los segmentos son yuxtapuestos fisicamente para dar lugar a un exon de la region
variable. En contraste, los exones constantes no estan formados por pequefios segmentos génicos,
sino que son exones verdaderos separados por intrones. La secuencia de la region constante es
unida al exoén variable a nivel de ARN mediante splicing convencional para producir un ARNm de
una cadena L o H de Ig que pueda ser traducido. En la Figura 1.6 se detalla el proceso de

recombinacién que da lugar a una cadena polipeptidica de Ig.

L Vv J C L Vv D J c C C
Recombinacion
somatica
=z L Vv DJ Cc C C
ADN reordenado
2 Tuweos - EiEE
Recombinacion
somatica
ADN d d Ly N ol G L v DJ c Cc C
reordenado A &
Transcripcién
L v J (o} L v DJ (o} c G
Transcripto primario 1 1
deARN /. ol s 3§ g
> s e
@ Procesamiento
< LV 4o
Traduccién N
™~
© VL CL
£ | -an
% cadena polipeptidica ‘ % F_/\
<} | g
a N

Figura 1.6 — Segmentos genéticos que dan origen a la arquitectura de una inmunoglobulina. El
dominio variable tanto de la cadena liviana como de la cadena pesada es construido a partir de

recombinacion de distintos segmentos génicos mediante diferentes procesos.
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Los segmentos V han sido agrupados en familias con una homologia del 70-80% de identidad de
secuencia nucleotidica entre familias. Se piensa que estas familias surgieron por una extensa
duplicacion de varios segmentos génicos ancestrales. Algunas secuencias de ADN codificantes para
Ig se asemejan a segmentos génicos o exones pero contienen mutaciones que impiden su
expresion, son llamados pseudogenes y a menudo se los denomina Jy o Cy.

En el locus Igk de ratén hay 250-300 segmentos Vi, cinco Jk (uno de los cuales es un
pseudogen). En el humano, es similar al ratdén pero tiene 75 Vx, cinco Jk (todos funcionales) y un
exon Ck. El locus Igh en humanos y en raton posee una organizacion mas compleja ya que posee
multiples exones C) dando lugar a las subclases conocidas de la cadena 1. Ademas los segmentos
génicos JA y C\ se encuentran como unidades J-C. En ratdon hay tres segmentos VA, cuatro
segmentos JA y cuatro Ci. El Jr4 y el C\4 son pseudogenes. En humanos hay aproximadamente 75
V), siete J1 (tres de los cuales son pseudogenes) y siete Ci (tres son pseudo genes)

En el locus Igh humano hay alrededor de 130 segmentos génicos Vi, 27 Dy, 9 Jy (tres son
pseudogenes) y 11 exones Cy (dos pseudogenes). En raton hay 100-200 segmentos génicos Vy, 15
Dy, cuatro Jy y ocho Cy. En ambas especies, en la regidon contigua a la region 3’ de cada exdén Cy
hay un pequefio sub-exdén llamado Se (secretorio) que codifica para una cadena de aminoacidos
hidrofilicos especificos de las Igs circulantes. En cambio si la Ig es de membrana, la region 3’ del Cy
se une a dos sub-exones M1 y M2 que permiten la secrecion de secciones transmembrana de cada
isotipo de Ig.

Los exones estan organizados en el cromosoma en forma similar a como aparecen durante la
respuesta inmune: en la mayoria de los casos los exones en la posicion 5’ son Cu y le siguen C§,
Cy1, Cs2, Cal, Cy, Cy2, Cy4, Cel y Co2. En raton: Cp, C5, Cy3, Cyl, Cy2b, Cy2a, Cs y Ca. Cuy C§
estan mas cerca del extremo 5’, ya que las IgM e IgD son las primeras en aparecer en la respuesta
inmune humoral. Durante el switch de isotipo que ocurre en el LB en las fases tardias de la
respuesta primaria, el exon variable VyDyly puede estar asociado con cualquiera de los exones
localizados en el extremo 3’ del C§, mediante un mecanismo que produce la eliminacion del ADN

interviniente.

El conjunto de estas estrategias generadoras de variabilidad se complementa con la
hipermutacion somatica, y es aqui donde se termina de ajustar la complementariedad entre el Ag y
el Ac. Durante el curso de la respuesta inmune, la afinidad de las Igs por el Ag aumenta debido a
las alteraciones del sitio de combinacién de dichas Igs' aunque la naturaleza total de dichos
cambios todavia no se conoce. La hipermutacién somatica cumple un rol esencial en la maduracion
de la afinidad y es en gran parte responsable de la produccion del repertorio de la respuesta
secundaria. En estudios usando modelos hapténicos se observd que el grado de mutacion de los

genes esta en relacion directa con el curso de la respuesta. Existen también otros fendmenos
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asociados a la hipermutacion somatica en la respuesta inmune secundaria y son a saber, el cambio
de repertorio de genes V utilizados con respecto a la respuesta inmune primaria, predominando
pocas familias de genes y ademas observandose un sesgo hacia ciertas combinaciones V.-V4. En
general dichos cambios producen desde el punto de vista de la afinidad un aumento de la
constante de asociacion como asi también la disminucion de la constante de disociacion.

El andlisis de las mutaciones somaticas de Acs dio por resultado que las mutaciones estén
confinadas en la regidn variable con muy pocas o ninguna mutacion en la region constante. En la
mayoria de los casos, las regiones donde se producen de las mutaciones son los CDRs, la region de
contacto directo con el Ag. Las mutaciones en general ocurren en una region de uno o dos
kilobases alrededor de los segmentos V-]. Las mutaciones se extienden desde el sitio 5’ dentro del

intrén lider® 3 % 5

aunque las secuencias rio arriba del comienzo del sitio transcripcional mutan a
baja frecuencia, siguiendo por el fragmento V hasta el intrén J-C.° Las mutaciones ocurren en las
regiones FR y en la region hipervariable de los segmentos rearreglados.” 8 No obstante, se ha
encontrado que dichas mutaciones se encuentran concentradas especialmente en los CDRs mas
que estar esparcidas al azar (Figura 1.8). Las mutaciones introducidas durante la hipermutacion
somatica son predominantemente sustituciones de un nucledtido y las transiciones son mas
abundantes que las transversiones, bases guaninas aparecen mas mutadas que las citosinas y las
adeninas mas que las timinas. Esto implica que la maquinaria enzimatica de la hipermutacion
somatica puede discriminar entre las dos hebras de ADN, existiendo una llamada “polaridad de
hebra”.? Ademas las mutaciones no son dirigidas al azar a lo largo del exdn V, algunos residuos son
mutados con mayor frecuencia que otros y son llamados “sitios calientes de mutacion” (Aot spots).
Estos hot spots pueden ser definidos en parte con secuencias locales de ADN, llamadas secuencias
consenso purina-guanina-pirimidina.’’ No obstante, algunos autores sostienen que este consenso
es insuficiente para definir las regiones de hipermutacién somatica. Otros factores como
palindromos o repeticiones invertidas pueden jugar un rol importante en determinar el Aot spot .**
12; 13

Como fue expresado mas arriba, el mecanismo de hipermutacion es intrinsecamente no al azar y
dado también que es probablemente mds util para dirigir mutaciones durante el proceso de
maduracién de la afinidad, en algunas partes de la molécula (CDRs) mas que en otras (FRs). Esto
lleva a pensar que los exones V han evolucionado para poseer los hot spots de mutacion
estratégicamente localizados, de un modo tal que el uso de codones de Igs ha sido seleccionado
para que los residuos mas “mutables” estén en posiciones donde su modificacion sea productiva y

de esta forma madure la afinidad de dicha Ig.
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Desde el punto de vista del contexto celular en que se produce la hipermutacion somatica, los
LB migran a los tejidos linfoides primarios, donde proliferan a partir del cuarto dia desde la
inmunizacién. Los centros germinales se desarrollan durante los subsiguientes tres a seis dias.™*
Histoldgicamente, los centros germinales pueden ser divididos en una zona basal oscura donde hay
proliferacion de centroblastos, como asi también una red de células dendriticas capaces de
presentar Ag sobre su superficie.> Mediante ensayos inmunohistoldgicos, secuenciaciéon de genes
de LB dentro y fuera de los centros germinales, se observd que las mutaciones se producen en

dichos centros.

Célula B con inmunoglobulina
de alta afinidad

Célula B de memoria Célula plasmatica

Figura 1.7 Al poseer alta afinidad por el Ag, la célula B es seleccionada en el centro germinal para

proliferar y diferenciarse a células de memoria y células plasmaticas (secretoras de IgG).

La sangre periférica contiene LB de distinto origen y madurez, tanto LB que han sido
recientemente seleccionados de la médula ésea como LB de memoria. El andlisis de los LB de
sangre periférica humana demostré que los LB IgM+ IgD+ no habian sufrido hipermutacion
somatica sobre sus genes V, mientras que los LB de memoria (IgM- IgD-) eran altamente mutados
en sus genes V. Por lo tanto, en los centros germinales se produce la proliferaciéon y seleccion de
los LB a modo de ciclos y asi se aumenta la eficiencia de los LB en reconocer al Ag al aumentar la

afinidad por el mismo.®
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Este proceso designa las mutaciones que se producen en la secuencia de ADN de la region V de
las Igs durante la respuesta de los LB a los Ags. Algunas de estas variantes se uniran al Ag con
mayor afinidad, lo cual incrementara la respuesta y la posterior seleccion de dichas variantes. Es
importante remarcar que estas mutaciones afectan solo a los LB que los experimentan y no se
heredan por transmisién de la linea germinal.

La hipermutacion somatica se da sobre la longitud total de los dominios variables pero luego de
la seleccion de los clones que unen al Ag, es en los CDRs donde existe la mayor frecuencia de
mutacion y en especial en el CDR3. Esto se da debido a que es en el CDR3 donde se produce la
union de los segmentos V y J en la cadena liviana y V, D y J en la cadena pesada.

Se ha descripto en la literatura'” ® la importancia de la afinidad del BCR por el Ag en la
activacion de LB (Figura 1.7). En dichos estudios, se describe que para que un Ag desencadene la
activacién de LB, este debe tener una afinidad mayor a 10° M por el BCR.) A su vez, existe un
limite superior de afinidades de 10'° M, por encima del cual la activacién de LB es indistinta. Esto
dice que por sobre este valor de afinidades la activacion de LB es indistinta.

Se considera entonces que los procesos combinados de hipermutacion somatica junto con la

seleccion clonal conforman lo que se denomina como maduracién de la afinidad.

1.8 Maduracion estructural de la afinidad

El concepto de maduracidon estructural de la afinidad se refiere a las modificaciones en la
estructura de la region variable para producir un incremento en la afinidad hacia el Ag. Este
proceso es caracteristico a partir de una respuesta secundaria siendo un proceso muy estricto. En
él solo proliferan una o dos células de cada cien que se someten a seleccion en los centros
germinales y aunque su costo energético es muy alto, la generacion de Acs que unan al Ag de un
modo mas eficaz que el generado por su linea germinal puede marcar la diferencia entre la
subsistencia del individuo y su muerte.

Durante la respuesta antigénica de las células B, el ADN codificante para la region variable de
una IgG sufre un proceso conocido como hipermutacion somatica. Las mutaciones generadas
otorgaran a algunos clones de LB la capacidad de unir al Ag con mayor afinidad, permitiendo que la
respuesta de Acs se fortalezca. Este tipo de mutaciones solo afecta a células somaticas y no
modifican la informacién codificada en la linea germinal.

Los genes de la region variable de inmunoglobulinas acumulan mutaciones a razéon de un
cambio en un par de bases cada 10° bases por divisién celular. La frecuencia de mutacién
correspondiente a todas las demas células somaticas es mucho menor, siendo de un cambio en un

par de bases cada 10'° par de bases por division celular. Cada region variable correspondiente a
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cadena liviana o pesada es codificada por unas 360 pares de bases, y cerca de tres de cada cuatro
cambios de bases resulta en una mutacién. De este modo, los LB adquirirdn una mutacién en el
receptor en cada division celular. Estas mutaciones también afectan al ADN que flanquea a la
region variable recombinada, pero por lo general no se observan mutaciones en los exones de las
regiones constantes. Asi, estas mutaciones al azar estan dirigidas a la region correspondiente a los
genes V recombinados dentro de un LB.

Estas mutaciones puntuales se acumulan una a una a medida que los clones de LB se expanden
en el centro germinal. Generalmente, un LB no adquiere mas de una o dos mutaciones en cada
generacion. Estas mutaciones pueden afectar la capacidad de la célula B de unir al Ag, afectando
asi el destino de dicha célula B. La mayoria de las mutaciones tienen un impacto negativo sobre la
capacidad del BCR de unir al Ag. Algunas mutaciones, por ejemplo, pueden introducir un codén de
terminacion impidiendo la traduccion de la proteina y de este modo se elimina la posibilidad de
proliferacion de dicha célula. En otros casos, las mutaciones introducidas modifican residuos
esenciales para el correcto plegamiento de las inmunoglobulinas. Ademads, estas mutaciones

pueden recaer sobre los CDRs, modificando la naturaleza de la interaccion Ag-Ac.

Con menor frecuencia, las mutaciones introducidas aumentaran la afinidad del BCR por el Ag.
Las células que contienen dichas mutaciones son mas eficientes en unir al Ag y son seleccionadas
para proliferar y expandirse. Luego de cada ronda de mutaciones, los LB expresan su receptor de
superficie y este determina que sucedera con dicho clon. De este modo, una célula seleccionada
positivamente debido a la eficacia de su receptor se sometera a otra ronda de mutaciones de modo
tal que el proceso se repite. La seleccion positiva se da al seleccionar las células con mutaciones
que mejoran de algin modo la funcién del Ac y dichas mutaciones pueden recaer indistintamente
sobre los CDRs o sobre las regiones framework (Figura 1.8), aunque es mas frecuente observar
mutaciones sobre los CDRs. Es asi como, tanto la afinidad como la especificidad de un LB por un Ag

dado son continuamente afinadas en los centros germinales.
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Figura 1.8 — (A) A medida que transcurren las divisiones celulares comienzan se acumulan
mutaciones en la region V. Solo se seleccionan aquellas productivas (en color azul) y las
mutaciones deletéreas (en rojo) producen la eliminacion del clon que las acarrea. (B) La frecuencia
de mutaciones es en general mayor sobre los CDRs. Esto se debe en parte a la mayor tolerancia

estructural de los CDRs a las mutaciones: ya que en general no suelen influir sobre la estabilidad
del Ac, como si influyen cambios en los FR.
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Las mutaciones somaticas que se acumulan en la region variable de los Acs pueden introducir
una gran variedad de cambios estructurales productivos, incrementando asi la afinidad hacia el Ag
en particular. Estos cambios tienen la capacidad de mejorar la interaccion entre Ag y Ac, y dicha
estrategia puede ser llevada a cabo mediante mecanismos variados. Estos mecanismos implican la
formacion de contactos mediados por moléculas de agua entre las interfaces del Ag y el Ac,*
cambios conformacionales en los CDRs? y la rotacién de los dominios variables, que produce un
cambio en la interfaz V,-Vy?!, entre otros.

Numerosos estudios han descripto las bases moleculares de la maduracion de la afinidad de Acs
anti-haptenos (moléculas pequefias conjugas a una proteina transportadora).?% 2% 2% 25 26 E| modelo
aceptado de maduracion de la afinidad anti-haptenos puede ser resumido como el proceso de
acumulacion de mutaciones, favorecidas por una exposicion al Ag a largo plazo, lo que redunda en
la obtencién de Acs de alta afinidad.

Como puede observarse en la Figura 1.9, la maduracién de la afinidad hacia un Ag pequefio de
tipo hapteno resulta en la formacién de un bolsillo en el sitio de combinacion del Ac (paratope),
mientras que cuando se provoca una respuesta anti-ADN o contra pequefios péptidos el sitio de
combinacion adopta una conformacion de surco. En la maduracion de la afinidad de Acs anti-
proteina, el sitio de combinacion resultante abarca en general una superficie de contacto mucho

mayor que en los casos mencionados con anterioridad.

Figura 1.9 — Esquema de diferentes sitios de combinacion modificados por el proceso de

maduracion de la afinidad. (a) hapteno, (b) péptidos y/o ADN; (c) macromoléculas.

Estructuralmente, la maduracion de la afinidad resulta en un incremento de la
complementariedad de los niveles topoldgicos y electrostaticos de las superficies que interactuan.
Esto es consecuencia de las mutaciones introducidas en los Acs y posteriormente escogidas por el
proceso de seleccién clonal, lo que implica una unién mas eficiente del Ac maduro.>* Sin embargo,
existe evidencia de pérdida de flexibilidad del sitio de unién a favor de una ganancia en la

afinidad,?” que a su vez es asociada a una disminucién de la componente entrépica de unién.?®
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En la respuesta inmune contra un tipico Ag proteico T-dependiente, el proceso de maduracion
de la afinidad es rapido y estd asociado a un evento temprano del cambio de isotipo de
inmunoglobulinas IgM a IgG. A diferencia del caso de haptenos, el tiempo de exposicion a un Ag
proteico en promedio no se correlaciona con un aumento en la afinidad y constantes de asociacion
durante una respuesta inmune secundaria.”

En este punto, es importante enfatizar las diferencias entre los distintos mecanismos de
maduracion de la afinidad. Aquellos estudios con Acs anti-haptenos no pueden extrapolarse a
estudios de maduracion de afinidad de Acs anti-proteina. Existen varias causas para estudiar la
respuesta inmune contra Ags proteicos: en principio, la mayor parte de los Ags que producen
respuesta inmune en un organismo superior son de caracter proteico, mientras que los haptenos
por si mismos no son capaces de iniciar una respuesta. Ademas la superficie de contacto de un Ag
proteico posee a nivel estructural una superficie al menos tres veces mayor que la correspondiente
a un hapteno, involucrando muchos mas contactos de todo tipo, lo que eleva la complejidad del
estudio de los determinantes de la afinidad. Por todo esto, es plausible considerar la presencia de

varias vias de maduracion de la afinidad de Acs producidos contra Ags proteicos.

1.9 Caso de estudio: anticuerpos monoclonales D44.1 y F10.6.6

Estudios previos de maduracion de la afinidad sobre el Ac D1.3, especifico para lisozima (HEL),
mostraron que las mutaciones introducidas por el proceso de hipermutacion somatica fueron
seleccionadas en funcidn a la eficiencia de unidn al Ag, y dichas mutaciones se situaron
principalmente en las regiones determinantes de complementariedad (CDRs). Es asi que el proceso
de maduracién de la afinidad del Ac monoclonal D1.3 estd dado mayoritariamente por una
disminucién de la constante de disociacidn (kgss) del complejo con HEL,*® aumentando la vida
media del mismo.

En estudios similares, al comparar las estructuras de cuatro Acs que reconocen un mismo
epitope de HEL pero distinto al que es reconocido por D1.3, se pudo observar que la eficiencia de
union Ag-Ac se incrementa al aumentar la superficie apolar en la periferia de la interfaz de este
complejo. Esto produce una complementariedad de superficie mejorada entre el Ag y el Ac. Estos
Acs a su vez tienen una correlacion entre el aumento de la afinidad y el nimero de mutaciones
seleccionadas por la maduracion de la misma, es decir, aquellos Acs que poseen mayor afinidad son
los que tienen mayor cantidad de mutaciones respecto del Ac de linea germinal. Pero esta
correlaciéon no se observo entre la cantidad de mutaciones y la cantidad de puentes de hidrégeno y
contactos de Van der Waals, caracteristica saliente de la maduracién de la afinidad de Acs anti-

hapteno.® Aunque la interaccién de un Ac con el Ag puede implicar cambios conformacionales en el
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paratope, no se han descripto muchos casos donde ademas el Ag produzca cambios
conformacionales en la interfaz V-V, al formarse el complejo. Solo algunos ejemplos de rearreglos
cuaternarios y de cambios conformacionales en la interfaz Ag-Ac han sido reportados.®

Al mismo tiempo, al comparar las estructuras cristalograficas de los fragmentos Fab y Fv del Ac
D1.3 se observa que se producen pequefios rearreglos estructurales en el Fv que producen que los
contactos con HEL sean mas cercanos que los mismos en el Fab, lo que sugiere un mecanismo de
unién a HEL de tipo ajuste inducido o /induced-fit>*

Otros ejemplos muestran que el dominio Vy puede sufrir rearreglos locales y cambios en la
disposicion de las moléculas de agua en la interfaz V-V, de modo diferente al correspondiente al
fragmento Fab.> 3¢ Estudios previos sugieren que el Fv, que sufre un efecto desfavorable
producido por la supresidn de la regidn constante C.-Cy1 del Fab,*” es a menudo compensado con
un incremento de interacciones favorables con el Ag.*® Aun mas, estudios de estabilidad realizados
sobre distintos dominios de Acs mostraron que existe una estabilizacion mutua entre el Fv y los
dominios constantes de la cadena pesada (Cyl) y de la cadena liviana (C.) dado por un alto grado
de cooperacién.”’

El plegamiento del dominio Fv es un proceso cooperativo que requiere que ocurran en
simultaneo el plegamiento de cada dominio y la asociacion de los dominios variables, ya que la

interaccion de la interfaz V.-V, es crucial para la formacién de una molécula estable y funcional.®®

Se estudid el efecto de la maduracion de la afinidad de Acs anti-HEL desde el punto de vista de
la complementariedad de superficies y haciendo hincapié en los cambios conformacionales que se
dan en la interfaz V-V al unirse el Ag. Ademas, se analizd la relaciéon entre la maduracion de la
afinidad y la estabilidad utilizando distintas aproximaciones.

El modelo de estudio elegido consta de dos Acs monoclonales que reconocen la region B
plegada de HEL.*® Estos Acs estan relacionados mediante su secuencia y su estructura, ya que sus
cadenas livianas y pesadas derivan posiblemente del mismo rearreglo de genes, es decir, provienen
de la misma linea germinal. Ambos Acs fueron obtenidos mediante distintos planes de
inmunizacion: el Ac D44.1 fue obtenido mediante dos inmunizaciones separadas por 15 dias y el Ac
F10.6.6 fue obtenido luego de ocho inmunizaciones a lo largo de 96 dias.* El dominio Vy de ambos
Acs posee mayor cantidad de mutaciones sobre las regiones FRs que sobre los CDRs, en especial el
Vy de F10.6.6, que acumula 13 mutaciones.

Ambos Acs poseen una diferencia de afinidad cercana a 700, siendo F10.6.6 el de mayor
afinidad. Es asi como el mayor nimero de mutaciones introducidas en el Ac F10.6.6 se correlaciona
con un aumento en la afinidad hacia HEL.

Al disponer las estructuras cristalograficas del Fab D44.1 libre y en complejo con HEL* y

40; 41

también las estructuras del Fab de F10.6.6 en sus formas libre y unida es posible analizar y
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comparar los cambios producidos por el proceso de maduracion de la afinidad. Estas
comparaciones sugieren que estos Acs se encuentran en diferentes estadios de la maduracion de la
afinidad o bien utilizaron vias alternativas para llevar a cabo este proceso, revelando que se
produce un ajuste fino de la complementariedad de los sitios de combinacién Ag-Ac.

El nimero de enlaces no covalentes se incrementa de 93 en el complejo D44.1-HEL a 129 en el
complejo F10.6.6-HEL, ademas estos enlaces se dan a menor distancia, signo de una uniéon mas
fuerte.*

En concordancia con estos resultados, el complejo F10.6.6 posee una mayor complementariedad
de superficies y mayor cantidad de moléculas de agua estructurales que actian como puente entre
el paratope y el epitope.

Estos resultados sugieren que el sistema D44.1/F10.6.6 utiliza un mecanismo de maduracién de

25 42 3 perg a diferencia de la formacién de un

la afinidad similar al de la respuesta anti-hapteno,
pequefio bolsillo que acomoda al hapteno, este sistema produce cambios sobre una superficie plana
de mayor magnitud.

Con todo esto, es posible realizar un estudio comparativo de los cambios conformacionales
producidos desde el estado libre al estado unido al Ag, observando con detalle las superficies que
interactian, ya sea Ag-Ac o V.-V4. Para llevar a cabo este trabajo se analizaron estructuras, se
obtuvieron cinéticas de unién entre los fragmentos de Acs y HEL, se realizaron analisis
termodinamicos y estudios de estabilidad.

Este trabajo estd entonces enfocado en el estudio de la unién Ag-Ac y los efectos estructurales

de la maduracion de la afinidad sobre las superficies interactuantes Ag-Ac y V,-Vi.
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Objetivos

El objetivo central de este trabajo de tesis es lograr una diseccion detallada de las bases

estructurales que gobiernan el proceso de la maduracion de la afinidad de los Acs F10.6.6 y D44.1
hacia HEL.

Al estar ambos Acs relacionados tanto genética como estructuralmente hace de este sistema un

excelente modelo para el estudio de la maduracion de la afinidad, ya que es posible estudiar este

fendmeno desde el punto de vista estructural, cinético, termodinamico y de estabilidad.

Se plantearon diferentes objetivos parciales para cumplir con el objetivo principal:

1-

Validacion del uso de fragmentos Fv para el estudio de las caracteristicas estructurales del
dominio Fab en la maduracion de la afinidad desde el punto de vista cinético y
termodinamico, mediante la comparacion parametros de reaccion de los Fabs y Fvs de

ambos Acs.

Conocer el rol del dominio C-Cyl en la estabilidad del dominio Fv, mediante la

comparacion de la estabilidad de los Fvs y Fabs de ambos Acs.

Investigar el rol de cada cadena del Fv del modelo D44.1-F10.6.6 en la maduracion de la
afinidad desde el punto de vista cinético y termodinamico de union a HEL relacionado con
la estabilidad, mediante el disefio de Fvs quiméricos por intercambio de cadenas (Chain
shuffiing).

Identificar el papel de las mutaciones puntuales producidas durante el fendmeno de la
maduracién de la afinidad, mediante la realizacion de mutaciones puntuales de los residuos

diferenciales del Fv D44.1 y F10.6.6 que forman parte de la interfaz V-V, y Ag-Ac.

Postular un mecanismo unién de ambos Acs y de maduracion de la afinidad para el sistema

D44.1-F10.6.6, mediante el analisis integrativo de todos los resultados.
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2.1 Fragmentos Fab vs. Fvs de los anticuerpos D44.1 y F10.6.6

Segun la literatura los parametros cinéticos y termodindmicos de unién de la IgG con su Ag
especifico son equivalentes a los de los fragmentos Fab y en menor medida a los Fvs.** Como fue
descripto en la introduccion, la fraccion variable (Fv) esta contenida en el fragmento Fab, pero en
dicho fragmento el Fv posee la contribucién del primer dominio constante de la cadena pesada
(Cyl) y del dominio constante de la cadena liviana (C.) en su estabilidad. Este hecho hace que
generalmente las moléculas de IgG posean valores similares de cinética y termodindmica de unién
al Ag especifico a aquellos medidos para los fragmentos Fab.

Debido a que el objetivo central de este trabajo es lograr una diseccion detallada de las bases
estructurales que gobiernan el proceso de la maduracién de la afinidad de los Acs F10.6.6 y D44.1
y que el sitio de union al Ag (paratope) se encuentra en el Fv, se han investigado los parametros de
union de los respectivos fragmentos Fvs recombinantes. El uso de dichos fragmentos Fvs nos
permite examinar la contribucién de las mutaciones acumuladas en la regién variable sin la
restriccion de las fuerzas estabilizantes de los dominios constantes. Por otra parte, las estructuras
cristalograficas de los Acs F10.6.6 y D44.1 fueron obtenidas a partir de fragmentos Fabs libres y en
complejo con HEL. Por todo lo expuesto y con el objetivo de validar el uso de los Fvs como
proteinas que representan el comportamiento estructural del paratope en la molécula de IgG, se
realizd un estudio comparativo de los parametros cinéticos y termodinamicos de uniéon como asi

también de estabilidad entre los fragmentos Fabs y Fvs del D44.1 y F10.6.6.

2.1.1 Parametros cinéticos y termodinamicos de union a HEL

A pesar de reconocer el mismo epitope sobre la superficie de HEL,* ** los pardmetros cinéticos
y termodindmicos de unién de D44.1 y F10.6.6 son muy diferentes. Este hecho fue observado
previamente en estudios preliminares® y luego en mayor profundidad analizando la estructura de
ambos complejos Ag-Ac.®

Como fue descripto en la introduccion y como se puede observar en la Tabla 2.1.1, la afinidad
de F10.6.6 por HEL es 700 veces mayor que la correspondiente para D44.1 siendo la principal
causa de esta diferencia la mayor constante de asociacion (4ss) de la reaccién F10.6.6-HEL. Por
otra parte, F10.6.6 posee una constante de disociacion (4giss) mas lenta (es decir, de menor valor

absoluto) lo que contribuye al aumento total de la afinidad, dado que la misma fue calculada como
Ka = Kass / Katiss-
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A su vez, como en la mayoria de las reacciones Ag-Ac, la reaccion de union a HEL es
entalpicamente dirigida tanto para D44.1 como para F10.6.6. La energia libre de Gibbs de una
reaccion (AG®) representa el balance entre la diferencias de entalpia (AH®) y entropia (AS°) de los
reactivos y los productos. La contribucion mas importante en el AH® de una reaccion incluye la
diferencia de uniones puentes de hidrégeno, van der Waals y electrostaticas de los reactivos y los
productos. En cambio, las principales contribuciones entrdpicas en una reaccion involucran cambios
en la entropia del solvente en la interfaz soluto-solvente (es decir el efecto hidrofébico en
soluciones acuosas), la pérdida de entropia configuracional en la formacion de estructuras
compactas y la disminucién de la entropia translacional en la formacién del complejo, entre otras.*
Es notorio remarcar que en el caso de la reaccion F10.6.6-HEL existe una compensacién entropico-
entalpica, mientras que en la reaccion D44.1-HEL, los valores de AS® son cercanos a cero. Esto
denota una marcada diferencia en el modo en que cada uno de estos Acs se une al Ag. Esta
diferencia es debida al cambio de 12 aminoacidos en la Vy y de cinco residuos en la V|, ya que las
secuencias de los dominios variables de los Ac D44.1 y F10.6.6 poseen un 90% de identidad para
Vh ¥ un 96% de identidad para V..

Como puede observarse en la Tabla 2.1.1 los valores correspondientes de afinidad entre Fab y
Fv no son significativamente distintos y siguen la misma tendencia. Las constantes cinéticas Auss ¥
kiss ¥ de afinidad K, tanto del Fab D44.1 como del Fv D44.1 son similares y los parametros
termodinamicos de estas reacciones son equivalentes (Tabla 2.1.1), tanto el parametro de AG® de
formacion del complejo como AH® no sufren cambios significativos en sus valores. No obstante, el
término entrépico cambia de signo, pero su valor se mantiene cercano a cero lo que no significaria

un cambio sustancial en el comportamiento termodinamico de esta reaccion.

kass* kdiss* I(A*
Anticuerpo AGO ¥ AH° -TASO*
(M*s?) s ()]

Fab F10.6.6 7.19 +0.02 10° 7.00 £ 0.09 10* 1.02 £0.1310% -13.52 -18.25+0.81 -4.53

Fv F10.6.6 1.43 +£0.07 10° 2.50 £ 0.25 10* 5.72+0.6310° -13.31 -15.72+0.06 -2.41

FabD44.1 4.21+0.5510° 2.92+0.0110° 1.44+0.110° -9.67 -10.34+0.45 -0.67

Fv D44.1 5.95 + 0.52 10* 6.30 £ 0.01 10 9.44 +0.8210° -9.51 -9.17 +0.18 0.34

Tabla 2.1.1 — Parametros cinéticos y termodinamicos de las reacciones de los fragmentos Fab y Fv
de D44.1 y F10.6.6 con HEL. Las unidades correspondientes a AG®, AH® y TAS® son kcal mol™.

*Determinado por Biosensor. *Calculado mediante la ecuacion AG=AH-TAS.

-36_



Resultados

A su vez, al observar los parametros termodinamicos de unién del Fv F10.6.6 y compararlos
con los del Fab F10.6.6 se notd una disminucion de alrededor de medio orden de magnitud en la
Ka. La causa de esta disminucion es a expensas de la Ags como del leve aumento de la Ay, Y €n
consecuencia la leve disminucion de K, se debe a la pérdida de estabilidad brindada por el dominio
constante C,-Cy1. En varios AcMos se ha observado este fendmeno.>*

De todos modos, como se expresd6 mas arriba, la tendencia o la relacion de los parametros
cinéticos y termodinamicos de reaccion de ambos Acs Fvs vs. Fabs se mantiene constante. Mas
aun, la relacion de los valores de AHP entre el Fab D44.1 y el Fab F10.6.6 resulta del mismo valor
que el correspondiente al cociente entre Fv D44.1 y Fv F10.6.6, lo que denota que a nivel entalpico

y entrdpico, el uso de Fabs tanto como el de Fvs es equivalente.

2.1.2 Analisis estructural comparativo entre Fab D44.1 y Fab F10.6.6

Previo a este trabajo de Tesis, fueron resueltas varias estructuras cristalograficas que se
utilizaron como modelos para lograr una comprension mas acabada del sistema de estudio. En la
actualidad se puede acceder a las estructuras tridimensionales del Fab D44.1 en su forma libre
(codigo del PDB 1MLB), en su forma unida a HEL (1MLC), del Fab F10.6.6 en su forma libre (2Q76)
y en su forma unida a HEL (1P2C). El estudio de la estructura de un Ac en su forma libre y unida
antes a su Ag permite observar qué cambios conformacionales se producen al formarse el complejo
Ag-Ac tanto a nivel de la interfaz Ag-Ac como en la V-Vy y si existe algin rearreglo de moléculas
de agua en el paratope. De esta forma, identificando los fendmenos estructurales asociados a la
formacion de ambos complejos Ag-Ac se puede relacionar dichos cambios a las diferencias cinéticas
y termodinamicas de ambas reacciones.

El estudio de los cambios estructurales en estos fragmentos se clasificd en dos categorias:
movimientos concertados de la cadena peptidica y cambios en la orientacion de las cadenas
laterales de aminoacidos. Para el estudio de los movimientos de la primera categoria, se
superpusieron los atomos de carbono a. (Co) de los dominios Fab, Fv, Vy y V| de las especies libre y
unida de D44.1 y F10.6.6 utilizando el método de superposicién de estructuras por desvio
cuadratico medio (rmsd, del inglés Root Mean Square Deviation), cuyos valores representan la
distancia promedio que existe dos atomos. Para los alineamientos correspondientes al F10.6.6, los
valores obtenidos (Tabla 2.1.2) son mayores que aquellos de D44.1, sobre todo cuando son
superpuestos los dominios Fv. Esto se debe a la suma de distintos cambios conformacionales que
se producen en toda la estructura de Fv F10.6.6 a nivel terciario y cuaternario. A nivel cuaternario,

se analizaron los cambios conformacionales superponiendo los dominios V, de las estructuras libres
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con los V. de las estructuras unidas a HEL y se midio el angulo de rotacion y la distancia necesaria
para superponer los dominios Vy. Para el Fab F10.6.6 la rotacidén y translacion necesaria para
superponer los Vy fue de 2.9°2 y 1.1 A, respectivamente. Valores de rotacion y translacién similares
se encontraron para el Fab D44.1, aunque los valores de traslacion fueron menores al error de
célculo del rmsd.* De acuerdo con estos resultados, para ambos Acs la consecuencia de unirse a
HEL es un cambio sutil en la posicién de Vy respecto de V., aunque como se describird mas
adelante este cambio es mas notorio para el F10.6.6.

Los valores de rmsd que se obtuvieron al superponer las estructuras libre y unidas resaltan el
cambio conformacional a nivel de la estructura terciaria que se produce sobre el dominio Vy,
especialmente para el F10.6.6 (Figura 2.1). Los mayores valores de rmsd se observan en las
regiones framework (FRs) FR2y y FR3y para F10.6.6. En contraste, D44.1 solo presenta pequefios
cambios en Vy, incluyendo los CDRs H2 y H3. Estos movimientos de las regiones FRs del F10.6.6
son consistentes con el mayor contenido de mutaciones que posee la Vy de este Ac con respecto a
la linea germinal, y se producen por el desplazamiento de dos regiones, una comprendida por el
segmento de Arg40H a Leu45H (FR2,) que se desplaza 4 A y la otra comprendida por la regién
Asn61H a Lys67H (FR3y) produciendo un desplazamiento de 4.5 A de la cadena principal
(backbone).
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Figura 2.1 — Superposicion estructural entre el Fv F10.6.6 libre (en color gris) y el Fv F10.6.6 en
complejo con HEL (en colores azul y rojo). El rmsd obtenido superponiendo los carbonos o de la

cadena principal es menor a 1 A.

Al analizar el Fab D44.1 se observaron pequefios cambios conformacionales en todo el Fv,
como también se observaron desplazamientos del backbone en zonas FRs, pero estos cambios
fueron menos notorios (2.5 A en FR2; y 1.5 A en FR3y). De este modo, Vy F10.6.6 parece tener
una conformacion mas compacta, donde sélo hay cambios conformacionales notables en el FR2, y
FR3y al unirse a HEL. En contraste, todo el Fv D44.1 presenta pequefios cambios conformacionales

sobre toda su superficie sugiriendo una organizacion tridimensional menos estable.

Dominio F10.6.6 D44.1
Fab 0.90 0.83
Fv 0.84 0.62
Vy 0.91 0.60
Vo 0.50 0.38
FR1y 0.40 0.41
H1 0.48 0.82
FR2y 1.21 0.69
H2 0.77 1.38
FR3y 1.14 0.36
H3 0.52 0.83
FR4 0.41 0.32
FR1, 0.48 0.55
L1 0.42 0.36
FR2, 0.20 0.26
L2 0.64 0.45
FR3, 0.48 0.41
L3 0.43 0.60
FR4, 0.36 0.41

Tabla 2.1.2 — Alineamiento estructural de los Fab, Fv, Vi y V, en forma libre y unida de los AcMos
F10.6.6 y D44.1. Los valores informados son rmsd medidos en A y obtenidos alineando los C* de

todas las estructuras encontradas en la unidad asimétrica.

Por su parte, el dominio V. del F10.6.6 sufre pequefios cambios conformacionales confinados al
CDR3,. El desplazamiento del backbone del residuo Gly92L produce un cambio de orientacion de las

cadenas laterales de la Ser93L y el Trp94L.
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En resumen, los cambios conformacionales del Fab F10.6.6 al unirse a HEL reflejan que los
desplazamientos del backbone de los CDRs son de menor magnitud y que los cambios
conformacionales en los residuos del paratope estan restringidos a las cadenas laterales. En
cambio, se produce un gran desplazamiento del backbone de los FRs del F10.6.6 al unirse al Ag.
Por el contrario, los cambios conformacionales en los CDRs del Fab D44.1 implican movimientos
tanto a nivel del backbone como de cadenas laterales y desplazamientos menores en los FRs.

Se ha estudiado la presencia de moléculas de agua en todas las estructuras, y como las
estructuras cristalograficas del Fab F10.6.6 tanto libre como unido a HEL son de mayor resolucion
que las de Fab D44.1, se pueden observar mayor cantidad de moléculas de agua. No obstante,
considerando los factores B (de temperatura) de las moléculas de agua que forman puentes de
hidrégeno entre el paratope y HEL se pudo observar un desplazamiento promedio de cuatro
moléculas de agua tanto para la formacion de complejo Fab D44.1-HEL como para el Fab F10.6.6-
HEL. Por lo tanto, no hay diferencias en el nimero de moléculas de agua desplazadas en la
formacién de ambos complejos Ag-Ac.

Se estudid también mediante experimentos cinéticos como afecta a la unién Ag-Ac el stress
generado por la presencia de solventes. Asi, se midieron las constantes cinéticas A, Adiss ¥ Ka €n
presencia de solventes de distintos tipos a distintas concentraciones y dichos resultados se
muestran en la Figura 2.1.0 como constantes en funcidn de la concentracion de agua.”’

Si bien es posible observar la tendencia a la disminucion de las constantes 4uss ¥ Ka Y
aceleracion de kyss @ medida que aumenta la concentracién de solventes (disminucion de la
concentracion de agua), no fue posible obtener un resultado concluyente. No fue posible asignar un
efecto discreto a los solventes utilizados, en todo caso el efecto de dichos solventes es similar tanto
sobre D44.1 como sobre F10.6.6.

6.5 * FabD44.1 » 1 I * Fab D44.1 1 10+ = FabD44.1 =
ol ° Fab F10.6.6 -1.5¢ * FabF10.6.6 - ¢ = FabF10.6.6
. | ) gt
851 1 20F . '
S S 3 % 8t i
g 50p - i 8 . s W2, o [ et
2 tes w | o25F tew 7 = . -
945 . . 8 *e g' s = . .
- s i 1 | 2 6t . = .*
401 . . . 1 o) * 1 '
.e 1 e
a5t 4 [ 1 5 !
we @y .7 (9
150 155 160 165 170 175 150 155 160 165 170 175 150 155 180 165 170 175
log [H,0] log [H,0] log [H,0]

Figura 2.1.0 — Constantes cinéticas y de afinidad de los Fabs D44.1 y F10.6.6 en presencia de
metanol, dioxano y glicerol. (a) kass, (D) Kiiss V (C) Ka.
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Tanto el Fab D44.1 como el F10.6.6 muestran un decrecimiento de tipo lineal a medida que se
aumenta la concentracion de solventes. Solo el F10.6.6 en condiciones fisioldgicas (es decir, sin
solventes) presenta constantes significativamente desviadas de la linealidad con respecto a las
condiciones de menor concentracion de solventes. Esta diferencia podria estar dada por la
existencia de aguas estructurales en la interfaz Ag-Ac del complejo F10.6.6 que son removidas al
disminuir la actividad de agua en el seno de la solucion. Estas aguas no han sido observadas en las
estructuras cristalograficas disponibles y se deberian obtener estructuras con soluciones mayores
para afirmar con mayor certeza la presencia de dichas aguas estructurales.

Ademas, dichos resultados no son concluyentes, ya que el comportamiento observado puede
ser causado por un componente del Fab F10.6.6 sensible a los cambios de polaridad y de actividad
de agua del entorno y no solo a la presencia de aguas con funcidn estructural en la interfaz Ag-Ac.
Al utilizar altas concentraciones de solvente podrian estar afectandose otros componentes

estructurales de la proteina, afectando otros factores mas alla de la actividad de agua.

2.1.3 Interfaz V.-Vy

En la Figura 2.1.1 se presenta el alineamiento de secuencias de los dominios variables de D44.1
y F10.6.6, donde se marca en color azul los residuos que conforman la interfaz V.-V de D44.1 y de
rojo la correspondiente de F10.6.6. Se puede observar que existen pocas mutaciones sobre la

superficie V| -Vy: cuatro para Vy y una para V..

CDR1H CDR2H
VH D44.1 QVQLQESGAE VMKPGASVKI SCKATGYTFS TYWIEWVK@R PGHGEEWIGE ILPGSGSTHY
VH F10.6.6 E EQ T o N B D B
CDR3H

VH D44.1 NEKFKGKATF TADTSSNTAY MQLSSLTSED SAVY¥CAR GDEBNEGYWEQGTTLTVSS
VH F10.6.6 B V Y A ] __ CrER @

CDR1L CDR2L
VL D44.1 DIELTQSPAT LSVTPGDSVS LSCRASQSIS NNLHWY¥ODKS HESPRELIKY VSQSSSGIPS
VL F10.6.6 | NN | & BT B

CDR3L

VL D44.1 RFSGSGSGTD FTLSINSVET EDFGMYECOQ SNSWPNRTEGGGTKLEIKR
VL F10.6.6 ‘S N B s NN D
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Figura 2.1.1 — Alineamiento de las cadenas V,; y V, del dominio Fv de los AcMos D44.1 y F10.6.6.

En azul se representan aquellos residuos de la interfaz de V-V, de D44.1 y en rojo los de F10.6.6.

Como se explicd mas arriba, la uniéon de HEL al Fab F10.6.6 produce cambios mas evidentes a
nivel cuaternario, provocando el desplazamiento discreto y rotacion de los dominios V, y V4. Para
un estudio mas profundo de los cambios sufridos en la interfaz V.-V se calcularon la superficie
oculta al solvente (BSA, del inglés Buried Surface Area), el numero de contactos y la
complementariedad de superficie (SC, del inglés surface complementarity) de la forma libre y unida
al Ag de ambos Acs. El estudio de la BSA de dicha interfaz tanto para el Fab D44.1 como para el
Fab F10.6.6 no resalté ninguna diferencia significativa entre ambos complejos (25 A% para F10.6.6 y
9 A? para D44.1). Sin embargo, la BSA de la V,-Vy del Fab F10.6.6 en su forma libre es 8% mayor
que la correspondiente al Fab D44.1 (1527 A? vs. 1412 A?). Cuando se analizd la SC* (Tabla 2.1.3)
se pudo observar que el Fab F10.6.6 tiene un valor significativamente mayor (39%) que el del Fab
D44.1, lo que implica una interaccion mas fuerte entre los dominios Vi y V.. No se observd
diferencia en SC entre las estructuras libre y unida del Fab F10.6.6, mientras que se encontrd una
diferencia del 19% para las estructuras del Fab D44.1, sugiriendo que la interfaz V.-V se ajusta
mejor por la union del Ag.

Se calcularon a su vez los contactos atomicos tales como puentes de hidrégeno y uniones de
Van der Waals que forman la interfaz V.-V tanto para el Fab D44.1 como para el Fab F10.6.6,

ambos en su forma libre y unida a HEL.
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Fab F10.6.6 Fab F10.6.6 Fab D44.1 Fab D44.1
(libre) (unido) (libre) (unido)
Puentes hidrégeno 7 9 7 8
Van der Waals 151 110 114 107
Contactos totales 158 119 121 115
Complementariedad (SC) -130.2 -126.5 -93.1 -114.8

Tabla 2.1.3 — Contactos atomicos y complementariedad de superficie (SC) de la interfaz V,-Vy de
las formas libre y unidas del Fab D44.1 y F10.6.6. Los contactos atomicos fueron calculados
utilizando un corte de 4.0 A como distancia maxima. Los valores de SC fueron calculados con el

software FADE®. Valores absolutos mayores de SC significan mayor complementariedad.

En la Tabla 2.1.3 se detallan los tipos de contactos en la interfaz V.-Vy y los valores de SC. Es
notable que ambos Acs posean un nimero similar de contactos en su forma unida, 115 para el Fab
D44.1 y 119 para el Fab F10.6.6 mientras que en su forma libre existe una gran diferencia en la
cantidad de contactos de la interfaz V,-Vy, asi es que D44.1 tiene 121 contactos en total mientras
que F10.6.6 tiene 158. De este modo el Ac D44.1 pierde solo siete contactos de Van der Waals y
gana un puente de hidrégeno al unirse a HEL, mientras que el F10.6.6 pierde 41 contactos de Van
der Waals y gana dos puentes de hidrégeno. Ademas, cabe resaltar que cerca de la mitad de los
contactos que pierde F10.6.6 en su interfaz V.-Vy al unirse a HEL se encuentran en su regién FR2,
y en CDR3,. La Figura 2.1.2 muestra la superficie del dominio Vy de los Acs F10.6.6 y D44.1
resaltando los atomos que contactan con el dominio V. y la ubicacidon de los cambios

conformacionales mas importantes ocurridos por la union al Ag.
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Figura 2.1.2 — Cambios producidos en sobre la interfaz V-V, al unirse HEL, se observa en la figura
aquellos cambios que afectan al dominio V. (a) Vi F10.6.6 libre y (b) unido. Los dtomos que
forman la interfaz V-V, se colorean en rojo y aquellos residuos de mayor rmsd se encuentran en
color amarillo. (c) Vi, D44.1 libre y (d) unido. En azul se encuentran los dtomos que conforman la
Interfaz V,-V,, los residuos con mayores valores de rmsd dentro de la interfaz se colorean con

purpura y aquellos fuera de la interfaz que poseen mayor rmsd con verde.

Dicha figura muestra que los residuos con valores altos de rmsd (superponiendo la forma libre
y unida de la V4 F10.6.6) estan fuera de la interfaz V.-V (Gly42H, His43H, Glu62H, Val64H y
Lys65H). Estos residuos constituyen los dos segmentos del FR2, y del FR3, que conllevan
desplazamientos descriptos en la seccién previa. En cambio, para el D44.1 se encontraron menos
contactos en la interfaz V|-V, (Tabla 2.1.3 y Figura 2.1.2) Los residuos que tienen valores altos de
rmsd estan dentro (Asp100H, Gly101H y Asn102H) y fuera de la interfaz V.-Vy (Gly42H, Gly54H vy
Gly56H).
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Las diferencias entre las interfaces de los dos Ac se pueden visualizar facilmente en la Figura
2.1.2 donde existen mas contactos en el Fab F10.6.6 que en el Fab D44.1. Ademas segun la Tabla
2.1.3 la cantidad de dichos contactos observados en la interfaz V.-Vy de la forma libre del Fab
F10.6.6 son 37% mayor que los encontrados en el Fab D44.1, hecho que estd de acuerdo con los
datos de BSA y SC. Asi, la dislocacion de la cadena principal en los FR2y y FR3, del F10.6.6
permitiria un rearreglo interno para mantener la union a V, sin alterar la estabilidad debido a la
unién a HEL.

A modo de resumen, con lo expuesto en las Tablas 2.1.2 y 2.1.3 y en la Figura 2.1.2, es posible
establecer que el F10.6.6 es mas plastico, lo que le permitiria soportar los cambios
conformacionales que ocurren en la interfaz V,-Vy al unirse a HEL. Como contraparte, D44.1 parece
incapaz de sufrir dichos cambios conformacionales que se necesitan para incrementar la eficiencia
de union a HEL. Mas aun, los analisis de BSA, SC y el analisis de los contactos de las formas libres y
unidas de la interfaz V.-Vy para ambos Acs demuestra que la interaccion V.-Vy es mas fuerte en
F10.6.6 que en D44.1, sugiriendo que el dominio Fv F10.6.6 posee una mayor estabilidad

estructural que el dominio Fv D44.1.

2.1.4 Estabilidad térmica

Con el fin de estudiar la estabilidad de los fragmentos Fv y la contribucion del dominio
constante C,-Cyl en la estabilizacién del dominio Fv se analizd el contenido de estructura
secundaria de los fragmentos Fab en solucion y en sus correspondientes estructuras cristalinas. En
el caso de los Fvs recombinantes se realizd Unicamente el analisis en soluciéon, dado que no fue
posible obtener cristales de buena calidad de estas especies.

Se tomaron espectros de dicroismo circular (CD) de los fragmentos Fv y Fab en estado nativo
de D44.1 y F10.6.6 a 20°C (detallados como insertos en la Figura 2.1.3). Los espectros obtenidos
muestran la tipica sefial de estructura B con un minimo a 216 nm y con picos positivos a 203 nm y
a 233 nm, es decir un espectro tipico del plegamiento de Acs. Dicho pico a 233 nm fue descripto en
la literatura® como una consecuencia de un entorno particular en el entorno asimétrico de residuos
aromaticos. En el caso de los Fabs, se puede observar a simple vista que tanto D44.1 como F10.6.6
poseen un contenido similar de estructura secundaria (Figura 2.1.3a, inserto), mientras que para
los Fvs (Figura 2.1.3b, inserto) existe una diferencia notable de amplitud, donde el Fv F10.6.6
posee mayor sefial dicroica a 216 nm y a 233 nm, sugiriendo la posibilidad de un mayor contenido
de estructura secundaria.

Utilizando el método sugerido por Tetin et a/>° se calculd el contenido de estructura secundaria
a partir de estos espectros con el objetivo de cuantificar la diferencia (Tabla 2.1.4), utilizando el

software CDPro’!.
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M‘egular Hdistorted I’total S'egular sdistorted Sotal Turn Random

Fv F10.6.6 0.004 0.025 0.029 0.268 0.158 0.426 0.248 0.297
FVD44.1  0.006 0.015 0.021 0.243 0.128 0.371 0.202 0.361

Tabla 2.1.4 — Contenido de estructura secundaria de los Fvs F10.6.6 y D44.1, calculada a partir de
los espectros de dicroismo circular. Los valores indican la fraccion de estructura secundaria para
cada tipo: H=hélice a, S=hoja 3, Turn=loops y Random=sin estructura. Hwegusr O Sequiar refiere a la
fraccion de residuos en la parte central de estructuras tipo hélice a u hoja B; Hustortes O Suistorted

refiere a los residuos terminales en ambos casos; Hiow O Sww €S la suma de ambos componentes.™

Este analisis mostrd que el Fv D44.1 posee estructura desordenada en un 18% mayor que el Fv
F10.6.6, mientras que este Ultimo posee una mayor proporcion de estructura p, 12.9% mayor que
el Fv D44.1, ademas de una mayor cantidad de loops estructurados. Esta diferencia de estructura
secundaria podria significar una menor estabilidad termodinamica del Fv D44.1. Estos datos fueron
coincidentes con los hallados usando el programa DSSP°! analizando los dominios Fvs en la
estructura de los Fabs libres de ambos Acs.

En la Figura 2.1.3 se describe la desnaturalizacién por temperatura de ambos Fabs y Fvs,
medida por la senal dicroica a 216 nm. Cabe aclarar que debido a que el fendmeno de
desnaturalizacion térmica es irreversible tanto para los Fabs como para los Fvs (lo que significa que
la sefal dicroica no se recupera al volver a la temperatura inicial de la curva de desnaturalizacion),
se determinaron temperaturas de transicion aparentes (T, app) en todos los casos. Como se puede
observar en la Figura 2.1.3a ambos Fabs tienen el mismo comportamiento frente a la
desnaturalizacion  térmica, con wuna linea de base similar hasta alcanzar la
desnaturalizacion/agregacion a 77°C. Analizando los resultados de la desnaturalizacion térmica

observamos que el Fv F10.6.6 es mas estable que el Fv D44.1.
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Figura 2.1.3 — Desnaturalizacion térmica de los fragmentos (a) Fabs y (b) Fvs, seguida por la sefal
dicroica a 216 nm. F10.6.6 es representado con cuadrados negros y D44.1 con circulos blancos.
Tanto en (a) como en (b) se encuentran insertos los espectros de dicroismo circular en estado

nativo de ambos Acs en sus dos versiones Fab y Fv.

Este comportamiento se siguié mediante el cambio de la sefial dicroica a 216 nm (Figura 2.1.3)
y a 233 nm con resultados idénticos. Esto significa que tanto la estructura secundaria (sefial a 216
nm) como la sefial correspondiente al entorno tridimensional de triptofanos (dada por la sefial a
233 nm) cambian simultdneamente. No solamente posee el Fv D44.1 menor estabilidad térmica, si
no que ademds mediante el andlisis de su curva de desnaturalizacién se puede deducir que el
mecanismo de desnaturalizacion es notoriamente menos cooperativo, dado que su estado nativo es
menos estable y la pendiente de la transicion es mucho menor que en el caso del Fv F10.6.6.

Se midié también como complemento a los experimentos de CD la estabilidad térmica de los
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fragmentos Fabs y Fvs mediante dispersion dinamica de luz (DLS, del inglés Dynamic Light
Scattering). Particularmente, esta técnica se fundamenta en que la cantidad de luz que dispersan
particulas en solucion esta relacionada con su tamafo. Asi, una proteina en conformacion nativa
dispersa menos luz que la misma proteina en estado desnaturalizado. De este modo, a medida que
la temperatura del sistema aumenta las proteinas aumentan su energia conformacional teniendo
como consecuencia un aumento de su radio hidrodinamico (Ry), dispersando mayor cantidad de luz
hasta alcanzar el estado desnaturalizado. El andlisis de las bases tedricas de la dispersién de luz se
encuentran bien explicadas en la literatura®® >3 y describirlo en detalle va mas alla de los objetivos
de esta Tesis. Cabe aclarar que esta técnica proporciona informacion acerca del estado oligomérico
de las proteinas en solucion, su Ry y su PM, por lo que es una técnica sumamente poderosa y de
gran utilidad en el estudio conformacional de proteinas.

A medida que aumenta la temperatura, comienzan a suceder nuevos fendmenos de
agregacion, fluctuacién del Ry que tienen como consecuencia el aumento de la luz dispersada,
sefial que se observa en mediante el parametro CR (count rate). Este parametro se refiere al
numero de fotones detectados por segundo y es expresado en kilocuentas por segundo (kcps) es
decir el nimero de fotones promedio detectado en 1000 cuentas por segundo. Este parametro es
una medida de la capacidad de dispersion de la muestra y es Util para establecer la calidad de la
muestra. Si se evidencia un aumento de este parametro en funcién del tiempo de medida indica
agregacion, contrariamente una disminucién indica sedimentacion.

Dicho parametro es normalizado en fraccion molar de proteina desplegada tomando en cuenta
los estados nativos y desnaturalizados. La fraccion molar es graficada en funcion de la temperatura

y asi es posible determinar transiciones entre los estados nativo y desnaturalizado.
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Figura 2.1.4 — Desnaturalizacion térmica de los fragmentos (a) Fab y (b) Fv, seguida por DLS.
F10.6.6 es representado con cuadrados negros, D44.1 con circulos blancos. Los datos son

representados como porcentaje de proteina desplegada en funcion de la temperatura.

Como se puede observar en la Figura 2.1.4, la desnaturalizacién térmica estudiada por DLS
sigue la misma tendencia que aquella seguida por CD. Los fragmentos Fab tienen comportamientos
similares (Figura 2.1.4a), con casi la misma T, app. La desnaturalizacién de los Fvs (Figura 2.1.4b)
sigue la misma tendencia por DLS que por CD el Fv D44.1 tiene una estabilidad menor que el Fv
F10.6.6.

Asimismo, se puede representar el incremento de CR en funcion de la temperatura como el
incremento de la fraccion de proteina desplegada, seguida de agregacion. Como se describid

anteriormente, las temperaturas de transicion calculadas para DLS en funcion de la temperatura
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son agparentes, la sefial inicial no se recupera al retornar a la temperatura inicial y la proteina en
solucién se encontro totalmente agregada en todos los casos en el estado final, lo que demuestra
que la desnaturalizacion no es reversible.

Aunque las tendencias entre estas dos técnicas se mantienen, las T,, varian levemente en

algunos casos y en otros de modo mas notorio (detalle en la Tabla 2.1.5).

Fragmento CD T, (°C) DLST, (°C)

Fab F10.6.6 77.2 64.0
Fab D44.1 77.4 65.3
Fv F10.6.6 58.4 51.4

Fv D44.1 49.5 44.2

Tabla 2.1.5 — Estudios de desnaturalizacion térmica mostrando las temperaturas de transicion

aparentes (T,,) de distintos fragmentos de Acs.

Esta diferencia se debe a diversos factores que influyen en la determinacion de las T.,. El
primer factor determinante es la rampa de temperatura utilizada en cada experimento. En el caso
del CD se utilizd 1°C/min mientras que en DLS se utilizd 2°C/min. Esto resulta en diferentes
periodos de tiempo de exposicion a altas temperaturas para una misma proteina.

Aun con esta diferencia encontrada entre estos dos métodos, las tendencias se mantienen y el
Fv F10.6.6 es mas estable térmicamente que el Fv D44.1, mientras que ambos Fabs poseen
estabilidades térmicas similares, lo que demuestra el fuerte efecto estabilizador que ejerce el
dominio constante C,-Cy1 sobre el dominio Fv. Asi entonces, podemos clasificar estos fragmentos

de Acs segun su estabilidad térmica:

Fab D44.1 = Fab F106.6 > Fv F10.66. > Fv D44.1

2.1.5 Desnaturalizacién por agentes caotrépicos

Ademas de la desnaturalizacion térmica, se estudio la desnaturalizacion por agentes caotropicos
midiendo el cambio de la fluorescencia intrinseca de triptofanos. Los residuos de triptofano en el Fv
D44.1 y el Fv F10.6.6 estan conservados en nimero y en su posicion en la secuencia (Figura 2.1.1),
por lo tanto se considerd que estructuralmente estos residuos son similares en ambos AcMos, lo
que permite comparar el comportamiento de los mismos al exponerse al solvente debido al

aumento de concentracion de urea o cloruro de guanidinio.
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Se midieron espectros de emision de fluorescencia desde 300 a 400 nm, con excitacion a 295
nm para todos los casos y se calculé el centro de masa de fluorescencia (CM) para cada
concentracion ensayada de desnaturalizante. El valor CM para el estado nativo (sin urea) refleja el
cambio promedio en el entorno polar de los residuos de Trp. En el caso de los Fabs, ese cambio es
nulo (Figura 2.1.5a); el estado nativo de ambos Fabs tiene un CM de fluorescencia similar y una
transicion del estado nativo al desnaturalizado aproximadamente a 3.0 M de cloruro de guanidinio
para el Fab D44.1 y a 3.2 M para el Fab F10.6.6, por lo que se considera que ambos fragmentos no
se diferencian significativamente en su mecanismo de desplegado, asi como tampoco en la
exposicion al solvente de los triptofano de la molécula. A diferencia de los Fabs, los Fvs se
diferencian notablemente en lo que respecta a la desnaturalizacion por agentes caotrdpicos (Figura
2.1.5b).
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Figura 2.1.5 — Desnaturalizacion por agentes caotropicos medido por fluorescencia intrinseca de

triptofanos. (a) Desnaturalizacion por cloruro de guanidinio de los Fabs. (b) Desnaturalizacion por

urea de los Fvs, F10.6.6 es representado con cuadrados negros, D44.1 con circulos blancos.

El estado nativo del Fv D44.1 es notablemente diferente al del Fv F10.6.6, con un valor de CM

notoriamente corrido hacia el rojo, lo que denota una mayor exposicion al solvente de los residuos

Trp en promedio. Ademas, a diferencia del Fv F10.6.6, la desnaturalizacion del Fv D44.1 no posee

una transicion sigmoidea tipica de una desnaturalizacion en dos estados, como es el caso del Fv

F10.6.6, sino que la curva de desnaturalizacion es casi una recta. Una posible explicacion de este

fendmeno es que la conformacion nativa del Fv D44.1 no sea lo suficientemente estable y al
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desnaturalizarse no es posible observar una tipica transicion entre el estado nativo y el estado
desnaturalizado, comportamiento tipico de una conformacion de glébulo fundido.>
Como en el caso de la desnaturalizacion térmica, se clasificaron los fragmentos de acuerdo a su

estabilidad ante agentes caotrdpicos:

Fab D44.1 = Fab F10.6.6 > Fv F10.6.6 > Fv D44.1

2.1.6 Union a acido 8-anilino-1-naftalenosulfénico (ANS)

Cuando el ANS se une a regiones hidrofdbicas expuestas al solvente en la superficie o en
cavidades de las proteinas, su rendimiento cudntico de fluorescencia se incrementa y el maximo de
emision cambia de 520 a 480 nm.> Asi, el ANS es utilizado para monitorear la cantidad de parches
o cavidades hidrofdbicas que contiene una proteina, este método es uno de los mas difundidos
para detectar posibles conformaciones parcialmente plegadas, también conocidas como gldbulo
fundido.

Durante este trabajo el experimento de unidn a ANS se utilizd para comprobar si los
fragmentos Fvs poseen conformacién de glébulo fundido en condiciones de estado nativo. Esta
posibilidad fue sugerida por el experimento de desnaturalizacion por urea, donde la falta de
transicion entre estado nativo y desnaturalizado dada por una baja cooperatividad es evidencia de
una posible conformacion de glébulo fundido.>

Se midieron entonces los espectros de emision de fluorescencia de los Fabs y Fvs en PBS y en
presencia de concentraciones crecientes de desnaturalizantes. En la Figura 2.1.6 se observan los
espectros de emision de ANS al incubarse con los distintos fragmentos. El espectro de emision de
ANS incubado con el Fv F10.6.6 en PBS no tiene diferencias significativas respecto del espectro de
emision del control de ANS en PBS (Figura 2.1.6a), su CM no cambia y su intensidad de emision
cambia imperceptiblemente. Sucede lo mismo con la emisién del ANS en el caso del Fv F10.6.6 en
urea 8M, no hay diferencias respecto de la emision control. Esto es indicativo de que el Fv F10.6.6
no une cantidades detectables de ANS medidas por este método.

A diferencia del caso anterior, el Fv D44.1 presenta evidencias notorias de union a ANS. Su
maximo de emision se desplaza hacia el azul en aproximadamente 21 nm, ademas de tener una
emision de fluorescencia incrementada respecto del Fv F10.6.6 (Figura 2.1.6a). Los espectros de
emision de ANS en presencia de urea 8M fueron en todos los casos equivalentes, denotando la
pérdida de la capacidad del Fv D44.1 de unir ANS al perder su estructura terciaria por el efecto
desnaturalizante de la urea.
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Cuando se midio la fluorescencia de ANS al incubarlo con los fragmentos Fabs (Figura 2.1.6b)
no hubo diferencia con los espectros control, indicando que tanto Fab D44.1 como el Fab F10.6.6
no unen ANS en cantidades significativas. De este modo el Unico fragmento que une ANS es el Fv
D44.1. El hecho que esto sea asi y ningun otro fragmento una esta sonda puede estar dado por el
potencial efecto estabilizador que el dominio constante C.-Cy1 contenido en el fragmento Fab tiene
sobre el Fv D44.1.

En la Figura 2.1.7 se midié la uniéon de ANS (como emisién a 485nm) a los fragmentos Fvs en
funcion de concentraciones crecientes de desnaturalizante, con el objetivo de observar la pérdida
de union a ANS causada por la desestabilizacidon de la estructura terciaria de estos fragmentos. La
transicion observada en esta figura correspondiente al Fv D44.1 cercana a los 2.0 M de urea se
correlaciona con la pérdida de estructura terciaria y los parches hidrofébicos que unen ANS. En
contraste, la curva de unién a ANS correspondiente al Fv F10.6.6 no muestra una transicion y una
correlacion lineal de la emisién de fluorescencia con el aumento de la concentracidn de urea.

En resumen, el Fv D44.1 muestra una inusual unidn a ANS en condiciones nativas, lo que
sugiere que este fragmento presenta parches hidrofobicos sobre su superficie que pueden ser el
producto de una conformaciéon de glébulo fundido. Esta conducta no ha sido observada ni en los
Fabs estudiados ni en el Fv F10.6.6.
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Figura 2.1.6 — Espectros de emision de fluorescencia de ANS en union con (a) fragmentos Fv y (b)
fragmentos Fab en PBS y en urea 8M. Se puede observar en (a) un corrimiento del pico de emision
del Fv D44.1 en PBS de 21 nm hacia el azul respecto del Fv F10.6.6, indicando gue el ANS se une
de modo diferencial al Fv D44.1. Controles, PBS (-x-) y urea 8M (-%-).Fragmentos D44.1 en PBS (-
O-), en urea 8M (-®-). Fragmentos F10.6.6 en PBS (-[7-), en urea 8M (-I-).
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Figura 2.1.7 — Union a ANS en funcion de la concentracion creciente de urea. Se observa una clara
pérdida de intensidad de la fluorescencia del Fv D44.1 (circulos blancos) a medida que se
incrementa la concentracion del desnaturalizante. El fragmento Fv F10.6.6 (cuadrados negros)

posee un comportamiento lineal y constante a lo largo de toda /a recta.

2.1.7 Cambio de la capacidad calorifica de unién a HEL

La particularidad de este sistema de dos AcMos relacionados genética y estructuralmente con
una diferencia de afinidad de alrededor de 700 veces al unir su Ag especifico, permite estudiar la
evolucion de la capacidad calorifica de la reaccion Ac-HEL (ACp) y asociar este parametro al
proceso de la maduracion de la afinidad.

Varios estudios han definido al ACp de reaccién como una funcién con una débil dependencia
de la temperatura que tiene su origen en los cambios de hidratacion, y que puede ser
parametrizada segin cambios en la superficie accesible al solvente (AASA, del inglés accesible
surface area)®®. Asi, es posible calcular valores tedricos de ACp de unidn, basandose en

57; 58; 59

parametrizaciones estructurales utilizando como dato solo los valores correspondientes de

AASA para cada complejo. Para ello se utilizd la siguiente ecuacién:

ACp = aAAS4,,,, +bAASA,,, (1)

apolar

donde a=0.45 y b=-0.26 son las contribuciones polares y apolares elementales por mol de A2,

Por otra parte, el método para medir ACp de unidén de dos especies en solucién utilizado con
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mayor frecuencia consta en obtener el AH en funcion de la temperatura y ajustar los valores
obtenidos a una funcion lineal. El valor de ACp obtenido finalmente es la pendiente de la recta
ajustada.

Como se puede apreciar en el caso de las reacciones del Fab F10.6.6 y D44.1 (Tabla 2.1.6) con
HEL el ACp de unién toma valores negativos, tipicos de interacciones proteina-proteina.®’ En el caso
del Fv F10.6.6, el valor del ACp experimental coincide con el calculado mediante la ecuacion (1), -
221.5 y -219.0 cal mol* K respectivamente. Sin embargo, al comparar los valores experimentales
y tedricos para la reaccion del Fv D44.1, el valor absoluto del ACp experimental es mucho mayor
que el calculado.

En general, si se considera que el ACp esta gobernado principalmente por las interacciones
hidrofdbicas, teniendo en cuenta el valor del ACp experimental la superficie hidrofébica de

interaccion en el complejo Fv D44.1-HEL seria mayor que en el complejo Fv F10.6.6.

. AASA (Az) AASA (Az) ACpte(')rico ACpcalculado
Complejo apolar polar (cal mol* K'') (cal mol™* K?)

Fv F10.6.6-HEL -841.9 -614.7 -219.0 -221.5+ 6.0

Fv D44.1-HEL -802.5 -589.0 -208.0 -330.1 £ 2.5

Tabla 2.1.6 — ACp de union tedrico y experimental de los fragmentos Fvs de D44.1 y F10.6.6. Los
valores de AASA de la interfaz Fv-HEL fueron calculados con el software NACCESS, utilizando una
sonda de 1.4 A.

Sin embargo, por el analisis de la estructura cristalina del Fab F10.6.6-HEL se observé que este
complejo posee un incremento del 9.5% (58.6 &%) de AASA en comparacion al complejo Fab D44.1-
HEL a expensas de un incremento del 16.5% en AASA,poar (51.0 R?), mientras que el AASAr SE
incrementa solo en un 2.3% respecto al Fab D44.-HEL.*® Como consecuencia, el valor incrementado
del ACp correspondiente a la reaccion del Fv D44.1-HEL no puede ser atribuido con certeza al
efecto de una superficie hidrofdbica de contacto con el Ag y a interacciones de grupos no polares
en agua,® %2 ya que esta superficie hidrofébica se espera que sea menor a la del Fv F10.6.6-HEL.
Mas aun, esta discrepancia se puede observar, aunque en menor medida, en los ACp de las
reacciones de los fragmentos Fabs, Fab D44.1-HEL posee un ACp de -269.20 cal mol™* K mientras
que el Fab F10.6.6-HEL posee un ACp de -259.20 cal mol* K*.*

Otro factor destacable en el calculo del ACp de unién es la pérdida de la linealidad en la recta
ajustada a los valores de AH en funcion de la temperatura, como se puede observar en la Figura

2.1.8. Esta pérdida de linealidad evidencia una dependencia mayor de la entalpia con la
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temperatura a medida que ésta aumenta, y puede asociarse a que los eventos de union estan

acoplados al plegamiento.
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Figura 2.1.8 — Determinacion del ACp de union a HEL. Los valores correspondientes a los
fragmentos Fvs fueron tomados en el periodo correspondiente a esta Tesls, salvo indicacion
contraria (%, este trabajo; *, tomados de Schwartz et al*), mientras que los valores de Fabs fueron
publicados previamente. Se detalla con linea punteada la pérdida de linealidad del AH en funcion de

la temperatura.

Efectivamente, el ACp de la reaccion Fv D44.1-HEL es mayor que para la reaccion del Fv
F10.6.6-HEL vy la linealidad del AH se pierde a temperaturas inferiores que en el caso de la reaccion
Fv F10.6.6.-HEL. Si se toman como referencia los experimentos de desnaturalizacion térmica, es
posible asociar la pérdida de linealidad del ACp a eventos de cambios conformacionales y/o
desplegado. Por otra parte, los ACp informados en la literatura para Fab/IgG-HEL conservan la
linealidad por encima de los 50° *, sugiriendo que la falta del efecto estabilizador del dominio
constante C,-Cyl en los Fvs podria traducirse en un mecanismo de unién asociado al plegamiento.
Asi, para este sistema, se espera que cuanto menos estable sea la proteina, mayor sea la

dependencia de la entalpia de unién con la temperatura.

2.1.8 Entropia conformacional
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Con el objetivo de observar cambios en la entropia de residuos que sean determinantes de la
diferencia de entropia de formacién del complejo que existe entre D44.1 y F10.6.6, se realizaron
calculos de simulacién computacional para determinar entropia conformacional. Se calcularon
perfiles energéticos para aquellos residuos que forman parte de la interfaz Ag-Ac, tanto de D44.1
como de F10.6.6 (descripto en la seccion 5.13 de Materiales y Métodos). Estos perfiles permiten
observar cual es la conformaciéon de menor energia de cada residuo,® posibilitando estimar qué
residuos cambian su perfil energético al formarse el complejo, lo que permite establecer un valor de
entropia para el estado libre, Sipe, ¥ UN Vvalor para el complejo, Sundo. ES posible obtener asi el valor
de diferencia de entropia ASconformacional- AUNque estos calculos son estimados, podrian ayudar a
determinar qué aminoacidos son cruciales en la diferencia de entropia de formaciéon del complejo
Ag-Ac en el sistema D44.1-F10.6.6.

Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo son parciales y deben ser corroborados,
aunque se pudieron analizar los perfiles energéticos de ciertos residuos y explicar como afectan a la
cadena lateral el evento de unidén a otra proteina. Los perfiles energéticos de los residuos que
interactdan en la interfaz Ag-Ac tanto de D44.1 como de F10.6.6 fueron utilizados para calcular el
correspondiente valor de entropia y consecuentemente el valor ASconformacional d€l residuo en
cuestion.

Se obtuvieron resultados parciales que fueron agrupados en tres tipos diferentes:

- ASconformacional CEFCANo a cero, fue el resultado mas frecuente, indicativo de que existe la misma
probabilidad de encontrar dicho residuo en la misma conformacion en tanto en el estado libre o en
el unido.

- ASconformacional MENOr @ cero, este es un resultado intuitivo e indica que el estado unido tiene
menos entropia que el libre. Las conformaciones de menor energia del estado unido se traducen en
menor entropia y esto posibilita que la diferencia sea menor a cero.

- ASconformacional MAyor a cero. La entropia del estado unido es mayor que la del estado libre,
produciendo un ASconformacional favorable. Esta diferencia puede estar dada por interaccion de
solventes (los cuales no fueron incluidos en nuestros cdlculos) o por sucesos asociados a residuos
con carga (todos los casos de ASconformacional Mayor a cero se dieron en residuos de glutamina,

asparragina 6 arginina).

En la Figura 2.1.9 se observan los perfiles del residuo de VH Ser57 para D44.1 y para F10.6.6.
En dicha figura es posible apreciar cdmo los perfiles de los estados libres son de mayor energia (es
decir, de mayor entropia) y los perfiles de los estados unidos son de menor energia, produciendo
un ASconformacional MENOF que cero. Este residuo tiene una diferencia de entropia conformacional de -
1.18 kcal/mol para D44.1 y de -1.42 kcal/mol para F10.6.6.
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En la Figura 2.1.10 se observan los perfiles energéticos de Glu35H, en ejes de tres coordenadas
para D44.1 y en proyeccion para F10.6.6. Debido a los dos angulos dihedros Ji1 y Ji2 que tiene el
residuo de glutamina en su cadena lateral, se calcula la energia a lo largo de 360 grados de
rotacién de ambos dihedros y se calcula la energia en cada coordenada. Este residuo en particular
tiene un AScnior Mayor a cero, donde la energia del estado unido es menor que aquella del estado
libre. En estos cuatro perfiles se observan conformaciones de alta energia, lo que disminuye la
probabilidad de encontrar el residuo en dicha conformacién. Los calculos para este residuo
resultaron en un AS.ur para D44.1 de 1.56 kcal/mol y de 4.07 kcal/mol para F10.6.6.

Tanto en los perfiles de dos como de tres dimensiones se vieron picos y discontinuidades. Estos
saltos de energia se corresponden con estructuras no favorables y choques (clashes) que se dan al
rotar un residuo voluminoso en un entorno no permisivo para el movimiento de una serie de
atomos. Esto es un indicador de que los calculos pueden ser mejorados, ya que de realizar una
minimizacién de energia adecuada para cada residuo estos “clashes” pueden disminuir, permitiendo
un perfil energético de menor energia.

Varios de los perfiles correspondientes a residuos de HEL y del paratope de D44.1 y F10.6.6 no
pudieron ser calculados, lo que impide el analisis global de la entropia configuracional del sistema.
Aunque algunos perfiles se obtuvieron de modo satisfactorio, no fueron suficientes para establecer
una hipdtesis acerca de cdmo la entropia configuracional cambia al unirse HEL con D44.1 y F10.6.6.
Por dicho motivo los perfiles que se muestran fueron analizados desde un punto de vista

descriptivo.
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Figura 2.1.9 — Perfiles de energia de Ser57H libre y unido, para D44.1 y F10.6.6. ASupr D44.1 = -
1.18 kcal/mol. AS sy F10.6.6 = -1.42 kcal/mol.
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Glu35 VH D44.1 libre Glu35 VH D44.1-HEL

Glu35 VH - F10.6.6 libre Glu35 VH - F10.6.6-HEL

100

Figura 2.1.10 - Perfiles de energia de GIu35H libre y unido, para D44.1 y F10.6.6. ASqopr D44.1 =
1.56 kcal/mol. AS s, F10.6.6 = 4.07 kcal/mol.

2.2 Experimentos de intercambio de cadenas (chain shuftling)

En la seccién previa se pudo observar que los fragmentos Fv y Fab son equivalentes desde el
punto de vista cinético y termodinamico de uniéon a HEL. Debido a que las cadenas V4 y V. de
ambos AcMos estan relacionadas genética y estructuralmente, se desarrollaron una serie de
experimentos de produccion de proteinas hibridas las cuales forman dos fragmentos Fvs quiméricos
que resultan del intercambio de Vy y V. (chain shuffling) entre el D44.1 y F10.6.6. Esta estrategia
se desarrolld para investigar el rol de cada cadena del Fv del modelo D44.1-F10.6.6 en la
maduracion de la afinidad desde el punto de vista cinético, termodinamico y de estabilidad. Por lo

tanto, se obtuvieron dos Fvs quiméricos que denominamos V,D-V4F (dominio variable de la cadena
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liviana de D44.1 replegada con el dominio variable de la cadena pesada de F10.6.6) y V. F-VyD
(dominio variable de la cadena liviana de F10.6.6 replegada con el dominio variable de la cadena
pesada de D44.1).

2.2.1 Parametros cinéticos y termodinamicos

Al igual que entre los fragmentos Fabs y Fvs de ambos AcMos, se realizé una comparacion de
los parametros cinéticos y termodinamicos de union de los fragmentos Fvs D44.1 y F10.6.6 con los
Fvs quiméricos generados. En la Tabla 2.2.1 se detallan los valores obtenidos para V\D-V4F y V,F-
VuD. El valor de 4 de la reaccion Fv D44.1-HEL es similar al de la reaccion del V.F-VyD, aunque
levemente menor; mientras que el valor de 4. del Fv F10.6.6 es coincidente con el del V, D-VyF.

Ordenando los fragmentos segln 4 creciente:

Fv D44.1 < V| F-VyD < V.D-V4F < Fv F10.6.6

Estos resultados demuestran que para este modelo el dominio variable de la cadena pesada
(V4), ha madurado para aumentar la velocidad de unién a HEL, lo que se traduce en un aumento
de k. de la reaccion Fv F10.6.6-HEL.

En lo que respecta a la velocidad de disociacion Agss, Si bien la kyss de ambos Fvs quiméricos
posee valores similares e intermedios entre los de Fv D44.1 y Fv F10.6.6, la Ays del V\D-V4F es
2.84 veces mas rapida que la del V. F-V4D, 15.5 veces mas rapida que para el Fv F10.6.6 y 1.6
veces mas lenta que para el Fv D44.1. Por otro lado, la Agss del V.F-V4D es 5.5 veces mas rapida
gue para el Fv F10.6.6 pero 4.6 veces mas lenta que para el Fv D44.1.

Ordenando los fragmentos seglin Agss decreciente:

Fv D44.1 > V| D-V4F > V| F-V,D > Fv F10.6.6

(@)
kass* kdiss* I(A*
Anticuerpo

(M*s?) (s (U]
FvD44.1 | 595+ 0.5210* | 6.30 £ 0.01 103 | 9.44 + 0.82 10°
Fv F10.6.6 | 1.43 + 0.07 10° | 2.50 + 0.25 10™* | 5.72 £ 0.63 10°
V.D-V4F | 1.15 + 0.05 10° | 3.87 + 0.05 107 | 2.97 + 0.13 108
V.F-V,D | 7.45+0.24 10" | 1.36 + 0.02 107 | 5.48 + 0.19 10’
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(b)

Anticuerpo | AG® * AH® -TASO* AS°®

Fv D44.1 -9.51 | -9.17 £0.18 0.34 1.14 103
Fv F10.6.6 | -13.30 | -15.72 £ 0.06 | -2.42 | -8.12 10°
V. D-VyF -11.55 | -10.10 + 0.03 1.45 4.86 103

V. F-vyD -10.54 | -15.41 £ 0.05 | -4.87 | 1.60 102

Tabla 2.2.1 — Parametros cinéticos (a) y termodinamicos (b) de union para los Fvs D44.1, F10.6.6,
V,.D-Vi,F y ViF-Vi,D. Las unidades correspondientes a AG°, AH® y TAS® son kcal mol”. Las unidades
de AS° son kcal mol* K*. * Determinado por Biosensor. %, Calculado mediante la ecuacion

AG°=AH°-TAS".

Estos resultados demuestran que la disminucion de la velocidad de disociacion y el aumento de
la vida media del complejo Fv F10.6.6-HEL estan asociados a la maduracion de VL.

Por lo tanto, se puede argumentar que el aumento de s coincide con el mayor nimero de
mutaciones encontradas en la Vy F10.6.6 con respecto a la Vy D44.1 y con respecto a la linea
germinal que le dio origen* mientras que la disminucién de ks puede estar dada por un aumento
de la flexibilidad de la V. en el Fv F10.6.6 y un mejor ajuste estructural al Ag.

Finalmente, los valores de K, de las reacciones de los Fvs quiméricos son intermedios a las de
los Fvs salvajes. El V\ D-V4F que contiene el dominio Vy, de F10.6.6 posee una g rapida y al mismo
tiempo una Agss rapida por contener el dominio V. de D44.1. Al mismo tiempo que V.F-V4D posee
una Asss lenta y una g lenta.

Ordenando segln K, creciente:

Fv D44.1 < V| F-VyD < V|D-V4F < Fv F10.6.6

Considerando los valores de Ky en la Tabla 2.2.1 y observando que este ordenamiento es
coincidente con el realizado por ks creciente, podemos afirmar que los valores de K, son a

expensas de los valores de 4, tal como fue descripto con anterioridad en Cauerhff et al.*
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Figura 2.2.1 — Entalpias molares de union de los Fvs quiméricos V,D-V,F y V,F-V,D, obtenidas

mediante el uso de ITC.

En el caso de los parametros termodinamicos el escenario es diferente. Los fragmentos Fv
F10.6.6 y V,D-V4F poseen una AG® de union a HEL con una diferencia de casi 2 kcal/mol entre si,
pero cuando comparamos AH°, existe una diferencia de mas de 5 kcal/mol (un 33%
aproximadamente) a favor del Fv F10.6.6. Al comparar todos los valores de AH® (Figura 2.2.1), se
observé que aquellos Fvs que contienen la misma V, tienen valores similares de AH®. Hecho que se
ve claramente cuando se compara el Fv F10.6.6 con la quimera V.F-VD. La entalpia de unién del
F10.6.6-HEL depende de la maduracion de su V,, sugiriendo que dicha cadena asegura una union
con mas y mejores fuerzas no covalentes.

Analizando el parametro entrdpico TAS® para el caso del Fv D44.1, dichos valores permanecen
inalterados respecto del Fab D44.1, ambos TAS® se acercan cero, lo que sugiere que a la
temperatura experimental ambas reacciones poseen compensado los componentes que conforman

el término entropico ASeo, AScont Y AS.>*
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Por otra parte, la reaccion del Fv F10.6.6, al igual que la del Fab F10.6.6, posee una
compensacion entropico-entalpica notable. Cuando se analiza la reaccion del V.D-V4F que tiene un
AH®° similar a la del Fv D44.1 y un AG° intermedio entre el Fv D44.1 y el Fv F10.6.6, se observa una
contribucion favorable del término TAS®. Mientras que el V.F-V4D, con AH® similar a la reaccion del
Fv F10.6.6 y un AG® similar a la reaccion del Fv D44.1, posee la mayor compensacion entropico-
entalpica.

No obstante, todas las reacciones son entalpicamente dirigidas ya que el componente entalpico
es mucho mayor que el antrdpico, aunque este Ultimo componente sea o no favorable. Esto es
concordante con la mayoria de los resultados calorimétricos de las reacciones Ag-Ac, especialmente
cuando el Ag es una proteina.

Queda claro que el aumento de AH° no puede ser separado estructuralmente de la
compensacion entropica, ya que en ambos casos el dominio V, contribuye al aumento del valor AH®
y en el incremento de la compensacion entrdpica. De esta forma podemos hipotetizar que la mayor

entalpia y compensacion entrdpica de la reaccion del F10.6.6-HEL se debe a la maduracion de VL.

2.2.2 Estabilidad térmica

Para realizar una diseccién de la contribucién de cada cadena del Fv en la estabilidad térmica
de ambos Fvs se estudié la estabilidad térmica de los Fvs quiméricos por CD y DLS de la misma
forma que fue realizado anteriormente con los Fvs salvajes.

Como se observd en secciones previas, cuando se utiliza CD existen dos tipos de curvas de
transicion del estado nativo al desnaturalizado. Una de estas curvas, la de menor cooperatividad,
correspondié al Fv D44.1 y la otra, de mayor cooperatividad, a Fv F10.6.6. En la Figura 2.2.2 se
puede observar que los Fvs quiméricos adoptan una u otra tendencia. En el caso del V, D-V4F sigue
la tendencia del Fv F10.6.6, presentando ambas curvas de desnaturalizacion grados similares de
cooperatividad (parametro dado por la pendiente de la curva donde ocurre la transicién). No
obstante, la quimera V.D-V4F presenta mayor valor de Tm aparente que el Fv F10.6.6. (Tabla
2.2.2).

Para el V.F-VyD la estabilidad es menor que para V.D-V4F, pero es mas estable que el Fv
D44.1. También tiene una desnaturalizacion menos cooperativa que el Fv F10.6.6 evidenciando un
mecanismo de desplegado gradual y mas complejo, similar a lo que sucede para el Fv D44.1. Dado
que el Fv D44.1 tiene una posible conformacion de glébulo fundido, la posibilidad de una
desnaturalizacion en varios estados es plausible.’> ® Aunque las T, app de los Fvs quiméricos
tienen valores cercanos, éstos se desnaturalizan mediante mecanismos con distintos grados de

cooperatividad.
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Figura 2.2.2 — Desnaturalizacion térmica de los Fvs quiméricos seguida por la senal dicroica a 216
nm. Se observan claramente dos tendencias, una correspondiente a fragmentos que poseen V;, de

F10.6.6 y otra correspondiente a fragmentos con V), de D44.1.

Por otra parte, el fragmento V.F-V,D comienza a perder sefial dicroica alrededor de los 40°C,
mientras que V.D-V4F la pierde a partir de los 50°C. Se podria argumentar entonces que los Fvs
que estructuralmente poseen la Vy de F10.6.6 presentan una transicion cooperativa evidenciando la
presencia de dos estados discretos: nativo y desnaturalizado, mientras que en los Fvs que poseen
Vy del D44.1 la transicién es lenta y gradual evidenciando un mecanismo de desnaturalizacién
térmica mas complejo.

Utilizando la técnica de DLS para obtener datos de estabilidad térmica se obtuvieron resultados
si bien distintos en cuanto a los valores absolutos de las T,, app pero con la misma tendencia que la

observada para la estabilidad térmica usando CD.

Anticuerpo | T,, CD (°C) | T,, DLS (°C)
Fv D44.1 49.5 443
V. F-VyD 54.6 45.8
V.D-V4F 55.8 48.2
Fv F10.6.6 58.4 51.4

Tabla 2.2.2 — Temperaturas de desnaturalizacion térmica aparentes, seguidas por CD y DLS.

La diferencia en el valor absoluto de las T, app usando distintos métodos se debe a que un

método detecta cambios en la sefial de estructura secundaria como es el CD y el otro método
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detecta cambios en la agregacion o la formacion de precipitado por accién del aumento de la
temperatura como es el DLS.

Ordenando los Fvs segun estabilidad térmica creciente:

Fv D44.1 < V| F-VyD < V| D-V,F < Fv F10.6.6

Por lo expuesto, la Vy del dominio Fv es la determinante de la naturaleza de la estabilidad
térmica en este sistema. Por lo que el F10.6.6 en el proceso de la maduracion de la afinidad afind

su Vy para estabilizar su dominio Fv.

2.2.3 Desnaturalizacion por agentes caotropicos

Siguiendo el mismo razonamiento de la seccidén 2.1.5 se analizé el comportamiento frente a
agentes caotropicos siendo al igual que para la estabilidad térmica el Fv F10.6.6 mas estable que el
Fv D44.1.

En la Figura 2.2.3 se pueden observar las curvas correspondientes a la desnaturalizacion
seguida por fluorescencia de triptofanos de los Fvs salvajes junto con los Fvs quiméricos.

Tanto el Fv F10.6.6 como el V D-VF tienen curvas de desnaturalizacion similares, aunque este
Fv quimérico tiene una estabilidad levemente menor frente a concentraciones crecientes de urea.
Mas aln, ambas curvas tienen valores similares de CM en ausencia de urea, lo que evidencia que
los triptofanos de estas dos moléculas se encuentran en entornos polares similares. A medida que
aumenta la concentracién de desnaturalizante el valor de CM se desplaza a valores mayores, este
comportamiento es asignado al aumento gradual de la exposicién de estos residuos aromaticos.
Posteriormente a la transicién del estado nativo al desnaturalizado, ambos Fvs llegan a valores
similares de CM, indicando que ambos estados desnaturalizados interactian del mismo modo con la

urea.
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Figura 2.2.3 — Experimentos de equilibrio de desplegado medido por fluorescencia intrinseca de
triptofanos. Fv D44.1 - Fv F10.6.6 m - V,D-V,F A - V,F-V,D

Como fue descripto en la seccion 2.1.5, el Fv D44.1 tiene un estado nativo que no es estable,
debido a una posible conformacion de glébulo fundido. Por su parte, el V.F-V4D, que contiene la V4
de D44.1, tiene un CM de fluorescencia de su estado nativo a mayor longitud de onda que el
calculado para el Fv F10.6.6 y V.D-V4F. Esto evidencia una mayor exposicion al solvente de los
residuos de triptéfano del Fv D44.1 en comparacion con los otros Fvs.

Por otra parte, el V.F-V4D tiene la “primer transicién” a 1.5 M de urea, con un menor grado de
cooperatividad que el Fv F10.6.6 y V,D-VF. De este modo, la contribucion del dominio V4 a la
estabilidad frente a agentes caotrdpicos es notoria, dado que los Fvs que contienen el Vy del
F10.6.6 poseen una estabilidad mayor y mayor grado de cooperatividad que los que poseen el Vy
del D44.1. Por lo tanto, el Vy del F10.6.6 ha madurado para otorgarle al Fv mayor estabilidad frente

agentes caotrdpicos.

2.2.4 Union a acido 8-Anilino-1-naftalenesulfonico (ANS)

Se midi6 también la unién de ANS a V,D-V4F y V.F-VyD, con el fin de observar si existe un
comportamiento similar al observado en el caso del Fv D44.1. En la Figura 2.2.4 se puede observar

la comparacion entre los espectros de emision de ANS de los Fvs salvajes y quiméricos.
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Union a ANS
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Figura 2.2.4 — Union de ANS a Fvs salvajes y quiméricos. (a) Espectros de emision de ANS, se
observa como los Fvs quiméricos unen ANS en mayor grado que el Fv D44.1. (b) Union de ANS en

funcion de la concentracion de urea.

Como se observo con anterioridad, el Fv D44.1 une ANS mientras que el Fv F10.6.6 no lo hace
en cantidades detectables. Los Fvs quiméricos también unen ANS (Figura 2.2.4a), inclusive en
mayor proporcion que el Fv D44.1, siendo el V.D-V4F el fragmento que emite mas fluorescencia.
Por otra parte, en la Figura 2.2.4b, donde se describe la unién a ANS en funcién de la
concentracion de urea, es posible observar que los CM en condiciones nativas (OM urea) y
totalmente desnaturalizadas (8M urea) de los espectros correspondientes del V. D-V4F y V.F-VyD
tienen valores que se encuentran comprendidos entre los del Fv D44.1 y Fv F10.6.6. Pero la
transicion observada para los Fvs quiméricos no es tan pronunciada como la del Fv D44.1. Los
resultados de union a ANS nos demuestran la importancia de la unién de ambas cadenas del Fv

formando la interfaz V-V para dar el una estructura correctamente plegada en el F10.6.6.

2.2.5 Cambio de la capacidad calorifica de unién a HEL
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En parrafos anteriores se describié que la capacidad calorifica de union a HEL del Fv D44.1
tiene valores absolutos mayores que los del Fv F10.6.6, mostrando una mayor dependencia del AHO
con la temperatura, al mismo tiempo que una pérdida de linealidad a temperaturas inferiores a la
fisiologica. Para estudiar el efecto de la maduracion de la afinidad sobre el ACp de unién a HEL, se
calculd este parametro para los Fvs quiméricos.

En la Figura 2.2.5 y en la Tabla 2.2.3 se representan los valores de entalpia en funcién de la
temperatura de los Fvs salvajes y de los Fvs quiméricos. Analizando los valores de ACp de union,
dados por la pendiente de la recta ajustada a la entalpia en funcién de la temperatura, observamos
que el V,D-V4F posee un valor intermedio al Fv F10.6.6 y al Fv D44.1. Ademas, para la reaccion de

V F-V4D es mayor incluso que para la reaccion del Fv D44.1.
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Figura 2.2.5 — Entalpia en funcion de la temperatura. Comparacion de capacidades calorificas de

Fvs salvajes (en circulos y cuadrados) con V,F-V.D y V,D-V.F (tridngulos).

Anticuerpo ACp
Fv D44.1 -330.1 £ 2.5
FvF10.6.6  -221.5%6.0
ViF-VyD  -360.2  20.6
V. D-V4F -259.4 £+ 26.6

Tabla 2.2.3 - Valores de ACp de los Fvs salvajes y de los Fvs quiméricos (unidades: cal mol™ K)
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Los valores del ACp para los Fvs quiméricos y la pérdida discreta de la linealidad a altas
temperaturas parecen estar relacionados a la estabilidad y al plegamiento proteico, al comparar
estos parametros con los resultados obtenidos de la unidn a ANS. Esto se evidencia en particular
para el Fv D44.1 cuando se lo compara con el V F-VyD. Por lo tanto, en lo que se refiere al valor del
ACp de unidn, el F10.6.6 ha madurado para estabilizar la interfaz V.-V y de esta forma producir un
Fv bien plegado sin la contribucién notoria del dominio constante C,-Cyl. Esto da como resultado
gue en la reaccién F10.6.6-HEL el ACp sea dependiente exclusivamente de las caracteristicas de la

union proteina-proteina.

2.3 Analisis de mutantes

En la seccién anterior se estudio el rol de cada cadena del Fv del modelo D44.1-F10.6.6 en la
maduracion de la afinidad desde el punto de vista cinético y termodinamico de union a HEL
relacionado con la estabilidad. Con el objetivo de identificar el papel de las mutaciones puntuales
producidas durante el fendmeno de la maduracion de la afinidad, se realizaron Fvs mutantes de
D44.1 mutando residuos por aquellos encontrados en el Fv F10.6.6. Debido a la cantidad de
mutaciones encontradas en el Fv F10.6.6 con respecto al Fv D44.1 (12 en Vyy 5 en V) vy la
imposibilidad de investigar todas las mutaciones, se sigui6 el criterio de mutar aquellos residuos
que se encuentran formando parte de una interfaz, ya sea Ag-Ac o V.-Vy. Por lo tanto, se diseiaron
en total siete mutantes, en las posiciones que se indican en la Figura 2.3.1, de las cuales cuatro
fueron disefiadas cambiando residuos sobre la interfaz V-V, (sefialas en la figura con color verde)
y las tres restantes (sefialadas con color naranja). De esta forma, el estudio del comportamiento de
dichas mutantes nos dard informacidén sobre la estabilidad del dominio Fv en funcion de la

maduracion de la afinidad hacia el Ag.
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Figura 2.3.1 — Detalle de las mutaciones efectuadas sobre el Fv D44.1, tanto sobre la interfaz V-V

(en flechas verdes) como sobre la interfaz Ag-Ac (en flechas naranjas)

Por una cuestion de claridad en la exposicion de los resultados, se dividira el andlisis de las
variantes generadas en dos secciones:
2.3.1 - Analisis detallado de las mutantes de interfaz V,-V.

2.3.2 - Andlisis detallado de las mutantes de interfaz Ac-Ag.

2.3.1 Mutantes de la interfaz V. -Vy

Analizando la estructura cristalografica de ambos complejos Fab F10.6.6 y Fab D44.1 con HEL
se seleccionaron como principales candidatos tres residuos en la V de D44.1.

Como se detalla en la Figura 2.3.1 con elipses de color verde, los mutantes generados fueron
Fv D44.1 Vy-N102F, Fv D44.1 V4-G104V y Fv D44.1 V,-G44S. El criterio utilizado para realizar estas
mutaciones se basé en observar los residuos que conforman la interfaz V.-Vy de ambos Acs estan
conservados y cuales no lo estan. El primer seleccionado fue el 44 de V,, que en el Ac D44.1 es una
glicina. El analisis de las estructuras mostré que en esta posicién en F10.6.6 se encuentra una
serina y el mismo se encuentra formando un puente de hidrogeno intercatenario con el oxigeno de
la cadena principal de la glicina 100 de V. (Figura 2.3.2), mientras que la glicina del Fv D44.1 no lo
forma. Este hecho sugiere que este cambio podria estabilizar la interfaz V.-Vy y de este modo

influenciar sobre la estabilidad del fragmento Fv.
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Figura 2.3.2 — Detalle de la mutacion en la posicion 44 del fragmento variable de /a cadena pesada.
FEl residuo serina en la posicion 44 de la Vi, de F10.6.6 forma un puente de hidrogeno con e/

oxigeno de la cadena principal correspondiente a la glicina 99 de la V.

Los resultados correspondientes a las curvas de desnaturalizacién térmica y quimica mostraron
que la mutacién G44S en la V4 del Fv D44.1 no es beneficiosa desde el punto de vista de la
estabilidad, esta mutacion produjo una desestabilizacion del dominio Fv, ya que hubo un deterioro
en sus parametros cinéticos, termodinamicos y de estabilidad, siendo inclusive menos estable y afin
que el Fv D44.1 salvaje. Los parametros termodindmicos de esta mutante no fueron determinados.

Los otros dos residuos seleccionados con el mismo criterio fueron la Asn102 y la Gly104 que se
encuentran sobre el CDR3y, y forman una especie de costura entre la Vy y V|, muy cercana a la
interfaz de contacto con el Ag. No obstante, aunque el analisis estructural no revel6 contacto entre

estos residuos y HEL.
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Fv D44.1 Fv F10.6.6

Figura 2.3.3 — Detalle de la posicion de los residuos 102 y 104 (en color rojo) del fragmento

variable de la cadena pesada.

Se generaron entonces cuatro mutantes del Fv D44.1 con el objetivo de observar si estos
cambios producen alteraciones sobre el Fv D44.1 a nivel de afinidad y estabilidad: dos mutantes
puntuales Fv D44.1 Vy N102F (denominada N102F), Fv D44.1 V4-G104V (denominada G104V); la
doble mutantes Fv D44.1 V4-N102F/G104V (denominada 102/104) y un Fv quimérico con la doble
mutante en V y la V,_ de F10.6.6 que se denomind V. F-V,D N102F/G104V.

Parametros cinéticos y termodinamicos

Las mutantes generadas N102F y G104V tienen una ks levemente mayor que la del Fv D44.1
en cambio la doble mutante N102F/G104V, posee una ks 4,5 veces mayor que la del Fv D44.1. Las
kiiss de N102F y de G104V son 1,7 veces mas rapidas, mientras que la Agss de N102F/G104V es 1,42
veces mas rapida que la del Fv D44.1 (Tabla 2.3.1). Esto se traduce en un aumento de 3.16 veces
en la Ky para la doble mutante y como consecuencia un igual aumento del AG® de esta variante
respecto del Fv D44.1 salvaje. La mutante N102F tiene la misma afinidad que el Fv D44.1 mientras
que la G104V sufre cambios improductivos y sus parametros cinéticos se ven ligeramente

disminuidos respecto del Fv D44.1, traduciéndose en una afinidad menor.
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= kass* kdiss* KA*

Anticuerpo (M'1 s'l) (s'l) (M'1)
Fv D44.1 5.95 + 0.52 10* | 6.30 £ 0.01 10° | 9.44 + 0.82 10°
Fv F10.6.6 1.43 £ 0.07 10° | 2.50 £ 0.25 10* | 5.72 £ 0.63 10°

D44.1 V,-N102F

D44.1 Vy-G104V

D44.1 Vy4-N102F/G104V

V. F-VyD N102F/G104V

Fv D44.1 V4-G44S

1.05 + 0.08 10°

9.36 + 0.30 10*

2.67 = 0.01 10°

2.52 + 0.11 10°

4.44 + 0.44 10*

1.07 + 0.02 107

1.07 + 0.01 107

8.97 + 0.03 107

3.42 + 0.02 107

4.20 £ 0.42 1073

9.81 + 0.77 10°

8.75 + 0.29 10°

2.98 + 0.01 10’

7.37 £ 0.32 10’

1.06 + 0.14 107

(b)
Anticuerpo AGO ¥ AH° -TASO*

Fv D44.1 -9.50 -9.17 £ 0.18 0.33

Fv F10.6.6 -13.30 | -15.72 £ 0.06 | -2.42

D44.1 Vy-N102F -9.53 -8.31 £ 0.09 1.22

D44.1 Vy-G104V -9.46 | -8.19 £ 0.07 1.27

D44.1 Vy-N102F/G104V | -10.18 | -9.27 £ 0.14 0.91

V. F-VyD N102F/G104V | -10.72 | -14.48 £ 0.09 | -3.76

Fv D44.1 V4-G44S N/D N/D N/D

Tabla 2.3.1 — Pardmetros cinéticos (a) y termodinamicos (b) de las mutantes de interfaz V-V, de
Fv D44.1. Las unidades correspondientes a AGS AH®° y TAS® son kcal mol”. *Determinado por

Biosensor. * Calculado mediante la ecuacion AG°=AH°-TAS®,

En el caso del Fv quimérico V.F-VyD N102F/G104V se observé que debido al rol estabilizador de
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la V, del F10.6.6 en el Fv, su kys, €S 2.6 veces mas lenta que la doble mutante N102F/G104V,
aunque su Auss €s similar a esta Ultima pero 3.4 veces mayor que para la quimera V. F-VyD.

Por otro lado, analizando los parametros de la doble mutante quimera V.F-V4D N102F/G104V
observamos que posee una K, 1.34 veces mas alta que el V.F-VyD y 7.8 veces mayor que el Fv
D44.1 y 77 veces menor que el Fv F10.6.6. La mutante D44.1 V,, G44S posee parametros cinéticos

1.5 veces mas lentos que el Fv D44.1 con una afinidad similar.

Por lo tanto, a modo de resumen, podemos decir que las mutaciones en el CDR3,: N102F y
G104V se sinergizan, ya que al darse al mismo tiempo aumentan la A 4,5 veces y 3,6 veces la K,
a expensas de la primera.

Ordenando segln kg creciente:

G44S < D44.1 < G104V < N102F < V|F-VyD N102F/G104V = N102F/G104V < F10.6.6

En cuanto a la Ayss las mutaciones aisladas empeoran este parametro que mejora sin llegar a
los valores del Fv D44.1 cuando ambas mutaciones se dan al mismo tiempo y con la contribucién
de la V| de F10.6.6.

Ordenando seguin Ag.ss decreciente:

N102F = G104V > N102F/G104V > D44.1 > G44S > V F-V,D N102F/G104V > F10.6.6

Desde el punto de vista termodinamico, podemos observar que tanto el mutante N102F como
el G104V dan reacciones con un AH° de menor valor absoluto que para el Fv D44.1 pero con una
contribuciéon entropica mayor que este Ultimo. En cambio, el doble mutante N102F/G104V da
reacciones con un AHO similar al Fv D44.1 pero con un TAS® menor que si las mutaciones se
produjeran en forma aislada (mas cercano a cero) pero tres veces mayor que para el Fv D44.1. La
doble mutante quimera V.F-V4D N102F/G104V posee un AH° de unién de mayor valor absoluto
(1.56 veces) que la doble mutante N102F/G104V pero al mismo tiempo una mayor compensacion
entrdpica (4 veces) debido a la contribucion de la V, del F10.6.6, dicha compensacion es mayor que
la observada para la reaccion del Fv F10.6.6

Ordenando por AH® creciente en valor absoluto:

G104V < N102F < D44.1 < N102F/G104V < V F-V,D N102F/G104V < F10.6.6

Ordenando por TAS® en orden creciente de “compensacion”:
D44.1 < N102F/G104V < N102F < G104V < F10.6.6 < V| F-VyD N102F/G104V

Como se puede observar las mutaciones aisladas en el CDR3y, producen una disminucion en la

entalpia y al mismo tiempo un aumento en la entropia favorable a la reaccion. Ambas mutaciones si
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se dieran al mismo tiempo producen un leve aumento de la entalpia pero con una disminucion de la
contribucion favorable de la entropia con respecto a las mutantes aisladas.

Ordenando por K, creciente:

G44S < G104V < D44.1 < N102F < G44S < N102F/G104V < V F-VyD N102F/G104V < F10.6.6

En general ninguna de las mutaciones de la interfaz V,.-Vy de darse en forma aislada mejora la
afinidad del Fv D44.1, solo la doble mutante N102F/G104V en el CDR3;.

Estabilidad térmica

Consecuentemente con los estudios previos, los Fvs D44.1 mutantes de los residuos de la
interfaz V,-Vy fueron sometidos a la desnaturalizacion térmica con el objeto de observar si estas
mutaciones introducidas modifican la estabilidad de estos Fvs frente a la temperatura creciente.

Ya que los residuos mutados intervienen en la unidon V.-V, produjeron alteraciones en la
estabilidad térmica de los Fvs mutantes. En la Tabla 2.3.2 se presentan los valores de las T, app
correspondientes, determinados por CD y por DLS. En el caso de la mutante G104V se observaron
dos transiciones claras en los graficos de las medidas de CD, sugiriendo la posible existencia de
estados intermedios en el proceso de desplegado. Asi, esta mutante tiene una primera transicion a
los 41°C y luego otra transicion a 60°C aproximadamente (detallada en la Figura 2.3.4), luego de

esta temperatura el Fv se agregd irreversiblemente.

Anticuerpo CD T,, (°C) DLS T, (°C)
Fv D44.1 49.5 44.3
Fv F10.6.6 58.4 51.4
Vi-G104V 40.8 36.1

60.2

Vy-N102F 55.3 51.7
Vi-N102F/G104V 58.7 54.2
V| F-VyD N102F/G104V 57.9 35.1
51.0

Tabla 2.3.2 — Temperaturas de transicion aparentes (T,, app) de mutantes de interfaz V.-V,

determinadas por dicroismo circular (CD) y dispersion de luz dinamica (DLS).
Por otro lado, por DLS se obtuvo una Tm app de 36.1°C, 8°C por debajo del Fv D44.1 usando

la misma técnica, sugiriendo que en la primera transicion observada por CD el Fv no posee

actividad. Para la mutante N102F solo se observé una transicion a 55°C (por CD), 6°C mayor que la
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correspondiente al Fv D44.1 y 2°C por debajo que para el Fv F10.6.6.

Resultados similares se observaron para este experimento seguido por DLS (Figura 2.3.5), la
transicion fue levemente mayor que para el Fv F10.6.6. A su vez, la doble mutante N102F/G104V
tuvo una T, app de 58°C, llegando a niveles similares al Fv F10.6.6, con DLS tuvo una T, superior
casi en 3°C al Fv F10.6.6, siendo el Fv de mayor estabilidad descripto en este sistema.

En los tres casos N102F, G104V y la doble mutante N102F/G104V fue determinada la transicion
térmica por CD siguiendo tanto la pérdida de la sefial dicroica a 216 nm, minimo correspondiente a

la estructura B, como a 233 nm, correspondiente a la estructura terciaria de residuos aromaticos.
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Figura 2.3.4 — Desnaturalizacion térmica de los Fvs mutantes de interfaz V-V, seguida por
elipticidad a (a) 216 nm y (b) 233 nm.

Como puede observarse en la Figura 2.3.4, los resultados son similares en ambos
experimentos. Esto da un indicio de que ambas sefales fluctian en sincronia, con la simultédnea
pérdida de las estructuras secundaria y terciaria.

Analizando los resultados de la desnaturalizacion térmica de la quimera formada por la doble
mutante V_F-V4D N102F/G104V, se pudo observar que el valor de T, por CD es practicamente igual
al Fv F10.6.6 mientras que los experimentos con DLS muestran la existencia de un posible
intermediario, obteniéndose dos T., el primero de ellos a temperatura fisiologica (Figura 2.3.5).
Este resultado podria estar evidenciando que esta quimera es un tanto inestable a la agregacion
aunque preserve su estructura secundaria a temperaturas similares al resto de las especies

estudiadas.
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Figura 2.3.5 - Desnaturalizacion térmica de los Fvs mutantes de interfaz V,-V,, seguida por DLS.

Ordenando los Fvs mutantes y quiméricos segun estabilidad térmica creciente por CD y
considerando que la primera transicion da un intermediario inactivo o inestable:
G104V < D44.1 < VF-vyD < N102F < V,D-V4F < V. F-VyD N102F/G104V < F10.6.6 <
N102F/G104V

Segln DLS:
G104V = V. F-VyD N102F/G104V < D44.1 < VF-V,D < V,D-V4F < F10.6.6 = N102F <
N102F/G104V

Analizando las dos escalas nos queda claro que la doble mutante N102F/G104V es la especie
molecular mas estable por CD y por DLS, pero no mejorando cuando la Vy doblemente mutada se

repliega con la V| F10.6.6.

Desnaturalizacion por agentes caotropicos

La desnaturalizacién por agentes caotropicos arrojo resultados similares a los correspondientes
a la desnaturalizacion térmica. Asi, la mutante G104V mostrd dos transiciones bien marcadas (se
detallan las curvas en la Figura 2.3.6), una a bajas concentraciones de urea, 1M aproximadamente,
y la otra a 5M urea. En la desnaturalizacion del N102F se observd una Ds; mayor que en G104V,
con una mayor cooperatividad; mientras que la doble mutante N102F/G104V mostrd una Dsya 3M

de urea con una transicion aun mas definida.
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Figura 2.3.6 — Equilibrio de desplegado medido por fluorescencia intrinseca de triptofanos.
Mutantes de interfaz V,-V},.

La estabilidad de la quimera V.F-V4D con la doble mutacién N102F/G104V en Vy presento la
mayor estabilidad, con un Dsq de 3.5M de urea, mayor al Fv F10.6.6 pero con un menor grado de
cooperatividad. En este punto, es necesario aclarar que aunque este Fv quimérico tiene una
estabilidad mayor, el CM correspondiente al estado nativo esta levemente desplazado hacia el rojo,
indicando una mayor exposicion de los residuos de triptdfano. Ademas, ninguna de estas mutantes
o Fvs quiméricos tiene una transicién tan marcada como la del Fv F10.6.6; todas las curvas tienen
transiciones de menor pendiente que no llegan a los niveles de cooperatividad del Fv F10.6.6. Este
comportamiento puede ser explicado por un plegamiento parcialmente anémalo en el sentido de las
caracteristicas del “immunoglobulin fold”, lo que conduciria a una estabilidad disminuida del estado
nativo, ya que estas proteinas fueron generadas en el laboratorio mediante disefio racional con el
objeto de estudiar los efectos de las mutaciones sufridas por el Fv D44.1 hacia la formacion del Fv
F10.6.6 no siendo el producto de una seleccion natural. Por esto, es probable que las mutantes o
quimeras no lleguen a una conformacion estructural de un minimo energético (lo que conllevaria a
una estabilidad mayor) este comportamiento se ve reflejado en el modo en que estas proteinas se
desnaturalizan.

Comparando los resultados de estabilidad por agentes caotrdpicos y de estabilidad térmica
observamos que ambos experimentos dan resultados con una tendencia similar, apoyando la idea
de que en los residuos 102 y 104 de la Vy del Fv F10.6.6 han madurado para brindar una mejor

union V-Vy y por ende una mayor estabilidad del dominio Fv en el F10.6.6.
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Union a acido 8-Anilino-1-naftalenesulfonico (ANS)

Se midi6 a su vez la unién de ANS a las mutantes de la interfaz V,-Vy, con el fin de observar si
existe un comportamiento similar al observado en el caso del Fv D44.1 y del Fv F10.6.6. En la
Figura 2.3.7 se puede observar la comparacion entre los espectros de emision de ANS de los Fvs

salvajes y los mutados.
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Figura 2.3.7 — Union a ANS de mutantes de la interfaz V,-V,,.

No hay union significativa de ANS a estos Fvs, la sefial de fluorescencia es similar a la del Fv
F10.6.6 y al control de ANS en buffer PBS. Por lo tanto, las mutaciones en las posiciones 102 y 104
de la V4 produjeron que el Fv D44.1 deje de unir ANS. Como se expresd mas arriba, la uniéon a ANS
se utiliza para monitorear el grado de exposicion de regiones hidrofébicas sobre la superficie de las
proteinas y evaluar posibles estructuras globulo fundido que resultan de proteinas parcialmente
plegadas.”” Por lo tanto, la pérdida de fluorescencia del ANS se puede atribuir a un
reacomodamiento de la interfaz V -Vy producto de las mutaciones 102 y 104 en V,, mejorando el
plegamiento total del Fv.

A modo de resumen, de los resultados encontrados en esta seccion podemos decir que las
mutaciones N102F y G104V en el CDR3y del F10.6.6 con respecto al D44.1 producen un aumento
de 3.6 veces la K, a expensas de la ks, mejorando levemente la entalpia de union y haciendo mas
favorable el término entrdpico de la reaccién. En cuanto a la estabilidad, brindan una mayor

estabilidad térmica y hacia agentes caotropicos, mejorando a su vez el plegamiento del Fv evitando
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la exposicion de parches hidrofdbicos encontrados en el Fv D44.1.

2.3.2 Mutantes de interfaz Ag-Ac

Se generaron tres mutantes puntuales sobre el Fv D44.1 por residuos encontrados en el Fv
F10.6.6 en la interfaz Ag-Ac (Figura 2.3.1) con el fin de observar si estos cambios tienen un rol
importante en la maduracion del comportamiento cinético y termodinamico de la reaccion Ag-Ac, al

mismo tiempo si estan ademas involucrados en el mejoramiento de la estabilidad del dominio Fv.

Parametros cinéticos y termodinamicos

En la Tabla 2.3.3 se presentan los parametros cinéticos y termodinamicos de las mutantes del
Fv D44.1 V,-V51T, V,-N92G y V4-G56D. Ninguna de estas mutantes sufrié un aumento significativo
en los parametros cinéticos de la reaccion Ag-Ac que pudiese relacionarse con un comportamiento
cercano al del Fv F10.6.6. Mientras que la mutante V51T tuvo valores de ks Y Agiss Similares al Fv
D44.1, con la consecuente afinidad similar, los parametros cinéticos de N92G tanto como aquellos
de G56D se vieron afectados de modo improductivo, de modo tal que las 4. de estas dos
mutantes fueron menores que la correspondiente a la reaccion Fv D44.1-HEL. Por otra parte,
mientras que G56D tuvo una Agss UN poco mas rapida que el Fv D44.1, la introduccién del cambio
N92G en la V. produjo la disminucion de la Ajss €n un 50% de modo tal que compenso su débil s,
logrando asi una afinidad similar al D44.1 salvaje. De esta forma, V51T y N92G poseen afinidades
similares al Fv D44.1, mientras que G56D posee una K, inclusive menor, producto de una A tres
veces mas lenta.
Ordenando por s Creciente:
G56D < N92G < Fv D44.1 < V51T < Fv F10.6.6

Aunque este ordenamiento muestra que la mutante V51T posee una Asss superior al Fv D44.1
este aumento es muy discreto.
Ordenando por Ayss decreciente:
G56D < Fv D44.1 < V51T < N92G < Fv F10.6.6

Lo mismo es valido para la Agss, V51T produjo una disminucion muy discreta, N92G produce

una disminucion del 50% en la Agiss con respecto al Fv D44.1
También desde el punto de vista termodinamico la mutante G56D sufrié un detrimento en los

valores de sus parametros de AG® y AH® de reaccion con HEL, siendo de menor valor absoluto que

para la reaccion del Fv D44.1. Como fue descripto en secciones anteriores el termino AH° es
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dependiente del TAS® por lo que para esta mutante el término TAS® aumenta haciéndose mas

favorable que para la reaccion del Fv D44.1.

kass* kdiss* I(A*
Anticuerpo AGO* AH° -TASO*
(M-1s-1) (s-1) M)
Fv D44.1 5.95 + 0.52 10* | 6.30 £ 0.01 103 | 9.44 + 0.82 10° | -9.50 | -9.17 £ 0.18 | 0.33
Fv F10.6.6 1.43 £ 0.07 10° | 2.50 £ 0.25 10 | 5.72 + 0.63 10° | -13.30 | -15.72 £ 0.06 | -2.42
Fv D44.1 V,-V51T | 6.54 + 0.25 10* | 5.78 £ 0.02 10 | 1.13 £ 0.04 10’ | -9.61 | -12.47 £ 0.18 | -2.86
Fv D44.1 V,-G56D | 2.28 + 0.11 10* | 7.97 £ 0.01 107 | 2.86 £ 0.14 10° | -8.80 | -7.35+0.09 | 1.45
Fv D44.1 V-N92G | 3.30 + 0.14 10* | 3.22 £ 0.01 103 | 1.02 + 0.06 10’ | -9.55 | -15.57 £ 0.11 | -6.02

Tabla 2.3.3 — Parémetros cinéticos y termodinamicos de las mutantes de interfaz Ag-Ac del Fv
D44.1. Las unidades correspondientes a AGS, AH° y TAS® son kcal mol’. *Determinado por

Biosensor. * Calculado mediante la ecuacion AG°=AH°-TAS®.

Por otra parte, ambos cambios introducidos en la V. tuvieron efectos notorios sobre los
parametros de AG®, AH® y TAS® de unidn. El cambio V51T introdujo una aumento en el valor
absoluto del AH® de reaccion de aproximadamente 3 kcal/mol. Debido a que éste es un cambio no
conservativo que introduce en dicha posicion un residuo con un grupo hidroxilo, posiblemente dicho
cambio en AH° se deba a la formacién de uno o mas puentes de hidrégeno. Esta hipdtesis surge
porque ambos residuos poseen aproximadamente el mismo volumen.

En lo que concierne a la entropia, dicho cambio favorable en el AH® produce un cambio
desfavorable en el TAS® con respecto a la contribucién nula en la reaccion del Fv D44.1-HEL,
produciendo de este modo una compensacion entropico-entalpica.

En el caso de la reaccién de la mutante N92G en comparacién con todas las mutantes
analizadas, se puede observar que esta mutacion produce el cambio mas drastico en el término
entrdpico al cambiar un residuo de asparragina por una glicina. Ya que se sumaron grados de
libertad a la cadena principal del CDR3,, de modo tal que ésta puede hacerse mas flexible y asi
acomodarse mejor a HEL. Por lo tanto el valor de AH® de N92G es similar al del Fv F10.6.6,
sufriendo ademas como en la reaccion de este Ultimo, una compensacion entrdpico-entalpica pero
de una magnitud superior.

Ordenando por AH° creciente:
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G56D < Fv D44.1 < V51T < N92G < Fv F10.6.6

Ordenando por compensacion TAS® creciente:
G56D < Fv D44.1 < Fv F10.6.6 < V51T < N92G

Es asi entonces como se puede explicar (mediante experimentos diferentes) que la constante
de disociacion Aiss de N92G es un 50% mas lenta que la correspondiente a la reaccion del Fv D44.1
salvaje, lo que se traduce en una mayor vida media del complejo gracias a un aumento de
contactos productivos introducidos en la cadena liviana. Aunque esto no explique la diferencia de
afinidad entre las reacciones del Ac D44.1 y F10.6.6 con HEL (producida mayoritariamente por la
diferencia en la ks debido a mayores contactos atdmicos realizados por la Vy), es posible
hipotetizar que el CDR3, sea un determinante principal de la vida media del complejo F10.6.6-HEL,
y que al mismo tiempo produzca el aumento de la entalpia y de la compensacion entrdpica de
union, hecho que concuerda con los resultados obtenidos en los experimentos de intercambio de
cadenas.

Ordenando por K, creciente:
G56D < Fv D44.1 < N92G < V51T < F10.6.6

En resumen, aunque el aumento de K, sea discreto, la diseccion de los parametros cinéticos y
termodinamicos mediante las mutantes de V, en la interfaz Ag-Ac sugiere que la maduracion de la
afinidad en esta cadena produce un leve aumento de la Ass (V51T), un enlentecimiento de la Agyiss,

un aumento de la entalpia y un aumento de la compensacién entropica.

Estabilidad térmica

En la Tabla 2.3.4 se detallan las T,, app para estas mutantes obtenidas por CD y por DLS.

Anticuerpo CD T (°C) DLS T, (°C)
Fv D44.1 49.5 44.3
Fv F10.6.6 58.4 51.4
Fv D44.1 VL-V51T 52.9 45.1
Fv D44.1 VH-G56D 40.8 35.6
Fv D44.1 VL-N92G 49.6 43.9

Tabla 2.3.4 — Temperaturas de transicion de las mutantes del Fv D44.1 en la interfaz Ag-Ac
determinadas por CD y DLS.
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Analizando los experimentos de CD, N92G presentd un T, app similar al Fv D44.1 salvaje pero
con un grado mayor de cooperatividad, G56D un T, app 9°C menor y V51T 3.4°C mayor con una

leve disminucién en la cooperatividad (Figura 2.3.8).
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Figura 2.3.8 - Desnaturalizacion térmica de las mutantes de interfaz Ag-Ac seguida por la sefial

dicroica a 216 nm.

En el caso de los experimentos de DLS, la mutante G56D tuvo un valor de T,, app 8.7°C menor
que el Fv D44.1 (Figura 2.3.9), lo que indica que la introduccién de este cambio no es productiva.
Los resultados de las T, para N92G y V51T fueron similares al Fv D44.1 con una leve disminucion
en la cooperatividad del V51T.

Ordenando segun estabilidad térmica creciente por CD y DLS:

G56D < Fv D44.1 = N92G < V51T < Fv F10.6.6
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Figura 2.3.9 - Desnaturalizacion térmica de las mutantes de interfaz Ag-Ac seguida por DLS,

Desnaturalizacion por agentes caotropicos

En el caso de la desnaturalizacién por urea se observd un menor grado de cooperatividad que

el Fv F10.6.6 y transiciones practicamente nulas en los tres casos estudiados (Figura 2.3.10).

Los valores de Dsq para los mutantes de la interfaz Ag-Ac estan esquematizados en la Tabla

2.3.5. No obstante, la presencia de intermediarios y el grado de cooperatividad sugiere que estas

especies son menos estables que el Fv F10.6.6, lo que concuerda con los experimentos de

estabilidad térmica.
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Figura 2.3.10 — Equilibrio de desplegado medido por fluorescencia intrinseca de triptofanos.

Mutantes de interfaz Ag-Ac.

Por lo tanto, se pueden discriminar dos tendencias claras: aquellos Fvs que se poseen
intermediarios (Fv D44.1) y sus mutantes en Vy (G104V y G56D) y V. (V51T y N92G) y aquellos en
los cuales puede observarse una transicion (Fv F10.6.6, V| D-V4F, V.F-VyD, N102F, la doble mutante
N102F/G104V y la quimera V| F-VyD N102F/G104V).

Anticuerpo Dso

Fv D44.1 N/D

Fv F10.6.6 3.0

V| D-VyF 2.5
V\F-VyD 1.5

Fv D44.1 V|-V51T 1.25/4.0
Fv D44.1 V4-G56D 1.25/3.5
Fv D44.1 V|-N92G 1.25/3.5
Fv D44.1 V,-G104V 1.0/5.0
Fv D44.1 V,-N102F 2.5

Fv D44.1 V,-N102F/G104V 3.0

V. F-VyD G104V/N102F 3.5

Tabla 2.3.5 — Dsy de los Fvs salvajes y de mutantes de interfaces V,-Vy y Ag-Ac.

2.3.3 Union a acido 8-Anilino-1-naftalenesulfonico (ANS)

Se midié a su vez la unién de ANS a todas las mutantes de la interfaz Ag-Ac, con el fin de

observar si existe un comportamiento similar al observado en el caso de Fv D44.1 y Fv F10.6.6. En

la Figura 2.3.11 se puede observar la comparacion entre los espectros de emision de ANS.
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Figura 2.3.11 — Unidn a ANS de las mutantes de interfaz Ag-Ac.

En la Figura 2.3.11 se puede observar como las mutaciones N92G, V51T y G56D sobre el Fv
D44.1 no inhiben la unién de ANS, sino por el contrario se observa un aumento de la intensidad de
fluorescencia. Este aumento denota un plegamiento ain mas defectuoso, dando una estructura de
tipo gldbulo fundido con mayor capacidad de union a ANS de todas las mutantes de esta seccion.

En resumen, las mutantes de la interfaz Ag-Ac producen Fvs mas inestables que el Fv F10.6.6
aunque mas estables que el Fv D44.1, hecho que puede observarse con claridad en los
experimentos de desnaturalizacion frente a agentes caotrdpicos, presentando ademas estos
mutantes mayor tendencia a la formacion de estructuras del tipo gldbulo fundido. Otro resultado
remarcable es que la mutacion N92G en la V. produce un aumento notable de la entalpia de
reaccion con la mayor compensacion entrdpica observada, demostrando ser la responsable de la
compensacion entrdpica encontrada en la reaccion del F10.6.6-HEL y que el F10.6.6 gracias a esta
mutacion y en menor grado a V51T madurd hacia una mayor vida media del complejo (mediante la

disminucion de su 4giss) Y hacia el aumento de la entalpia y la compensacion entrdpica acoplada.
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3.1 Comparacion estructural y biofisica entre D44.1 y F10.6.6

El proceso de maduracién de la afinidad consiste en la introduccién de mutaciones al azar en la
region variable de un Ac produciendo cambios estructurales. Dichos cambios estructurales pueden
ser productivos o no productivos, aunque se seleccionan Unicamente aquellos clones que poseen
cambios productivos. Por lo tanto, son seleccionados aquellos clones de alta afinidad con los
mejores sitios de combinacién Ag-Ac.

En nuestro caso de estudio (el sistema D44.1-F10.6.6) el aumento de la afinidad surge de la
combinacion de varios factores, entre los que se incluyen la complementariedad de superficies (SC),
la superficie oculta al solvente (BSA) y los contactos de Van der Waals y puentes de hidrégeno.*
Todos estos eventos son producto de un posible mecanismo de ajuste inducido (induced fit°)
utilizado para mejorar la unién al Ag. Este mecanismo de union se basa en el hecho de que el Fv
F10.6.6 es lo suficientemente flexible para acomodar al Ag. Esta flexibilidad se ve reflejada en los
cambios conformacionales que se producen en la unidén V.-Vy en el dominio V4 y que se ven
reflejados en los altos valores de rmsd entre la estructura del Vy libre y unida del F10.6.6.

Los cambios conformacionales locales en conjunto con los cambios de estructura cuaternaria en
la interfaz V.-V, y algunos cambios en las cadenas laterales de residuos del paratope provocan que
el sitio de unién amplie su extensién cambiando su forma para mejorar la complementariedad Ag-
Ac.

Por el contrario, la unién del D44.1 a HEL no se produce del mismo modo que en el F10.6.6 y
no puede ser descripta como una unién mediada por /nduced fit. En primer lugar, no se observaron
grandes cambios estructurales entre las estructuras del Fv D44.1 libre y unido a HEL. Ademas, no
fue posible observar una pérdida de contactos en la interfaz V.-V como en el caso del Fv F10.6.6 al
unirse a HEL; por el contrario, esta pérdida es insignificante y puede estar dada por una
organizacion estructural menos sdlida. A su vez, puede ser producida por los pequefios cambios
conformacionales distribuidos globalmente a lo largo de toda la estructura del dominio Vy. Este
hecho alude a la falta de complementariedad entre D44.1 y HEL y puede deberse a la relativa
inestabilidad de la interfaz V,-Vy de D44.1 en la forma libre, como fue constatado por los
experimentos de desnaturalizacion sequida por CD, DLS vy fluorescencia.

Es asi como el estudio de la interfaz V.-V, de los Acs es tomado en cuenta a la hora de generar
Ac recombinantes con fines de diagndstico y terapia, ya que los fragmentos Fv pueden ser

producidos con relativa facilidad.®®
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Se ha descripto que las mutaciones introducidas en los FR cumplen roles importantes en la
preservacion de la estructura, el rendimiento del plegamiento y en la posterior estabilidad de la
proteina funcional, factores que conjuntamente afectan la afinidad de un Ac.®® ° Recientemente, se
ha descripto la importancia del rol de los residuos del FR2 de ambas cadenas V, y Vy, las cuales
juegan papeles preponderantes en la interaccién de la interfaz V.-V, y en la afinidad por HEL.”
Dichos autores encontraron que una glutamina en V4 en la posicién 39 de VH es crucial para ambas
interacciones. En nuestro sistema, ambos Acs D44.1 y F10.6.6 poseen dicho residuo en Vg, pero no
forma un puente de hidrégeno con la Tyr87L, como si se pudo observar para otros Acs. En cambio,
la GIn39H forma dos puentes de hidrégeno con la GIn38L en la forma libre (con distancias de
enlaces menores en el caso de F10.6.6). Sin embargo, la diferencia de interaccion V.-V, encontrada
entre ambos Acs parece estar dada por una interaccion diferencial entre el FR2y, la region apical
del CDR3y y el extremo N terminal del FR4y con el dominio V,. Adicionalmente, los cambios
conformacionales en la interfaz V -V} inducidos por la unién al Ag proveen evidencia experimental
para la hipétesis del adaptador de interfaz, propuesta por Colman.”? Esta hipdtesis se aplica al Fab
50.1, el cual reconoce un Ag peptidico (Stanfield et a?'). En el trabajo de Stanfield y colaboradores
se analizaron los cambios cuaternarios y los rearreglos de la interfaz V\-Vy que acompafian a la
union del Ag, relacionando los cambios observados con la afinidad por el mismo. El mecanismo
observado de unién por induced fit ha mostrado involucrar, en ciertas ocasiones, la rotacion y
traslacion de la disposicién de la interfaz V,-V,..%* Estos cambios en la disposicion V.-V, observados
en varios Fabs libres y unidos caen en el rango de 0.7 a 16.3° para la rotacién y 0.2 a 2.8 A para la
traslacion. En el caso del Fab F10.6.6 existe una rotacion de 2.9° y una traslacién de 1.1A, mientras
que para el D44.1 hay una rotacion de 3.0° y una traslacion no significativa. Estos valores estan
cercanos al limite inferior del rango de Acs comparados. Sin embargo, se observa una leve
diferencia en las traslaciones del Fv D44.1 y del Fv F10.6.6, la cual correlaciona con la pérdida de
contactos atdmicos en la interfaz V.-Vy dada al unirse el Ag. Mas aun, como describe Stanfield y
colaboradores, la superficie de contacto de la interfaz V,-Vy se correlaciona con el tamaio de los
CDRs, particularmente con el CDR3;. En nuestro sistema, el CDR3,, tiene el mismo tamano (siete
residuos) tanto para D44.1 como para F10.6.6 y para ambos Acs, el valor de BSA de esta interfaz
(medido con el mismo método que en Stanfield ef a/) no se correlaciona con la longitud del CDR3y
ni sigue la misma tendencia observada en dicho trabajo. De esta forma, D44.1 y F10.6.6 poseen un
valor mayor de BSA de la interfaz V.-V, que aquellos observados en Acs con CDR3y de la misma
longitud.

Las caracteristicas estructurales de la union de los Acs D44.1 y F10.6.6 a HEL se traducen en la
termodindmica de unién: para las reacciones del F10.6.6-HEL se observaron altos valores de
entalpia para ambos fragmentos Fv y Fab, debido a la presencia de una mayor cantidad y mejor

calidad de contactos en la interfaz Ag-Ac.*® Estos contactos favorables son el producto de cambios
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cuaternarios y de rearreglos en la interfaz V,-Vy. Sin embargo, la reaccion Fv F10.6.6-HEL es de
una afinidad de un orden de magnitud menor que aquella correspondiente al Fab F10.6.6 con HEL.
Esto es debido mayoritariamente a la falta de estabilizacion del dominio constante presente en el
fragmento Fab.3* 73 Por el contrario, la reaccién Fv D44.1-HEL es de una afinidad similar a la
reaccion Fab D44.1-HEL, lo que indica que si existen rearreglos conformacionales para el Fv D44.1,
aunque pequenos, los mismos no afectan la afinidad.

No obstante, el estudio de la estabilidad quimica y térmica de los fragmentos Fv y Fab de
ambos Acs (por intermedio de diversas técnicas) sugiere una fuerte estabilizacion del dominio
constante,®’ ”* la cual es mas notoria en el caso del fragmento Fv D44.1. Asi, durante la
maduracion de la afinidad del F10.6.6 la mayoria de las mutaciones ocurren en el dominio V4, en
especial en las regiones FR.** De este modo, la cooperatividad observada en los procesos de
desplegado/desnaturalizacion del Fv F10.6.6 se deberia al efecto estabilizador de estas mutaciones.

La estabilidad del fragmento Fv de ambos Acs concuerda con el contenido de estructura
secundaria calculado al analizar los espectros de dicroismo circular, los mecanismos de desplegado
y la unién a ANS, sugiriendo la existencia de parches hidrofdbicos sobre la superficie del Fv D44.1 y
una posible estructura caracteristica de gldbulo fundido. Aunque los fragmentos Fab de ambos Acs
no unen ANS, la presencia de superficies hidrofébicas con las cuales pueda interactuar esta sonda
es descripta por Braden et a/>° En este trabajo, se describen "agujeros" en la interfaz del complejo

Fab D44.1-HEL situados en un entorno hidrofobico de las cadenas laterales de V.

Este modelo particular de dos Acs relacionados tanto genética como estructuralmente ofrece la
posibilidad de estudiar la evoluciéon del cambio de la capacidad calorifica (ACp) relacionado al
proceso de maduracion de la afinidad. En el pasado, los estudios de ACp de interaccion proteina-
proteina atribuian los valores negativos de ACp casi exclusivamente al efecto hidrofébico.”> 7® Este
efecto resulta de la formacion de jaulas de agua estructural con una Cp anormalmente alta y una
baja entropia de los grupos no polares.””: ”® De hecho, como fue descripto,”® las fuentes del ACp y
entropia son numerosas y diversas: cambios electrostaticos, puentes de hidrégeno, entropia
conformacional, estados vibracionales, cambios de equilibrio, entre otros, siendo mucho mas
ubicuos que lo que se pensaba. En este trabajo, el valor experimental del ACp para la reaccion
F10.6.6-HEL es coincidente con el valor tedrico calculado a partir de la ecuacion de Murphy y
Freire,”® la cual toma en cuenta la superficie del drea polar y no polar de interaccidn. Se han
reportado con anterioridad resultados similares para la reaccién HyHEL5-HEL,”® lo que sugiere que
los ACp de reaccion del F10.6.6 y HyHEL5 son fuertemente dependientes de la superficie de
interaccion. HyHELS5 reconoce un epitope que se superpone al reconocido por D44.1 y F10.6.6% %%
8 con una constante de afinidad de 4x10'® M. Su asociacién a HEL es acompafiada por un cambio

de entalpia favorable’ a la temperatura ensayada para D44.1 y F10.6.6 (ver resultados). Es
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importante poner énfasis en que los tres Acs D44.1, F10.6.6 y HyHEL5 comparten una secuencia
variable derivada del mismo rearreglo de la V4, aunque con segmentos D (diversidad) diferentes, el
cual otorga una naturaleza distintiva al CDR3y de HyHELS5. Por lo tanto, en los casos de reacciones
de alta afinidad (F10.6.6-HEL y HyHEL5-HEL) es posible observar una compensacion entrdpico-
entdlpica, cosa que no ocurre en el caso de la reaccion D44.1-HEL. Esta "homeostasis
termodindmica" confiere estabilidad termodinamica y amortigua los cambios potenciales que
pueden ser introducidos por mutaciones puntuales introducidas.®

La curvatura observada al graficar entalpia de unién en funcién de la temperatura para la
reaccion D44.1-HEL sugiere que la unién a HEL esta acoplada a un evento de plegamiento.® Asi, la
estructura de gldbulo fundido podria afiadir una componente a la entalpia de unién que no esta
presente en interacciones convencionales proteina-proteina. Sin embargo, la componente de
plegamiento del ACp no es simple de calcular, ya que las curvas de desnaturalizacion térmica y

guimica de D44.1 no corresponden con procesos cooperativos y el estado nativo es dificil de definir.

3.2 Efecto de las mutaciones

Existen solo 17 residuos diferentes entre D44.1 y F10.6.6, los cuales son responsables de todas
las diferencias estructurales y biofisicas que existen entre estos dos Ac. Todos estos cambios fueron
seleccionados durante el proceso de maduracion de la afinidad y produjeron sobre D44.1 efectos
que van desde el notorio aumento de la afinidad, pasando por un cambio en el mecanismo de
unién a HEL, hasta el aumento significativo de la estabilidad del dominio variable.

Las estrategias utilizadas en la actualidad para obtener Acs in Vitro de cada vez mayor afinidad
se basan en la optimizacion de la vida media del complejo Ag-Ac. Es decir, se buscan obtener Acs
con constantes de disociacion (kuss) cada vez mas lentas.®® En nuestro sistema, donde esta
optimizacion fue llevada a cabo por el proceso natural de maduracién de la afinidad, el dominio V.
del D44.1 adquiri6 cinco mutaciones (el 5% de cambios sobre el total de residuos
aproximadamente), mientras que el dominio Vy adquiridé 12 (aproximadamente el 10%) para
transformarse en F10.6.6.

El dominio variable de la cadena pesada sufrid luego de la maduracion de la afinidad una
frecuencia de mutacion del doble que su contraparte V.. Mientras que las mutaciones de V. se
encuentran polarizadas entre los CDR2, y CDR3,, los cambios introducidos en Vy se encuentran
dispersos a lo largo de todo el dominio V4. Esto puede estar relacionado con una mayor
permisividad del dominio V a la introduccion de mutaciones. El hecho de que los determinantes de

la estabilidad estén incluidos dentro del dominio Vy de D44.1 junto con la falta de plasticidad del
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mismo*! indicarfa que los genes de la linea germinal que codifican a V. de D44.1 estdn menos
preparados para unir a HEL que los de V,.

Con el objetivo de conocer cuales son los efectos producidos por las mutaciones introducidas se
llevaron a cabo dos estrategias experimentales. La primera de ellas consistido en generar Fvs con
cadenas variables intercambiadas (chain shuffling) y sirvid para investigar el rol de cada dominio
variable del Fv (del modelo D44.1-F10.6.6) en la maduracién de la afinidad. La segunda estrategia
consistid en la introduccion de mutaciones puntuales sobre el Fv D44.1 tomando como criterio de
mutacion aquellos residuos que sufrieron cambios no conservativos, estudiando su comportamiento
cinético, termodinamico y su estabilidad de modo tal de compararlo con el Fv F10.6.6.

Ambos Fvs producidos por chain shuffling, V.D-VyF y V.F-V4D, mostraron tener caracteristicas
de aquellas de cada uno de los Fvs D44.1 y F10.6.6. V. D-V4F, que posee el dominio Vy de F10.6.6,
mostrd tener una ks similar a la de F10.6.6 aunque levemente menor, lo que se traduce en que
ambos se unen a HEL a velocidades comparables (Figura 3.1). Del mismo modo, D44.1 y V\ F-V,D
se diferencian del F10.6.6 y V,D-V4F y poseen menores valores de 4, aunque parecidos entre si.

Tomando en cuenta la estabilidad, el Fv F10.6.6 y V,D-V4F son los Fvs mas estables desde
todos los enfoques experimentales. Como contraparte, V. F-VyD posee una estabilidad baja (aunque
levemente mayor a D44.1) debido a su contenido de Vy de D44.1 y se encuentra dentro del rango
inferior de estabilidad de las proteinas estudiadas en este trabajo.

Los valores de ACp del Fv F10.6.6 y V.D-V4F se encuentran en el mismo rango, mientras que
los ACp del Fv D44.1 y V,F-V;D son de una magnitud negativa mayor (son mas dependientes de la
temperatura). Aquellos Fvs con el mismo dominio Vy tienen ACp similares, reaccionando de modo
similar en funcion de la temperatura. Las entalpias del Fv F10.6.6 y V.D-V,F tienen menor
dependencia de la temperatura, aunque las magnitudes de sus ACp son disimiles. Esto indica que el
efecto de la estabilizacion de Vy no tendria influencia sobre la magnitud de la entalpia, y esta
estabilizacién estaria disminuyendo los eventos de plegado relacionados a la unién a HEL a altas
temperaturas, aumentando de este modo la dependencia de la entalpia con la temperatura.®
Ademas, en la Figura 2.2.5 se observa como aquellos Fvs con el mismo V4 tienen pendientes de

AHP° vs, temperatura similares, mientras que la magnitud del AH® esta dada por el contenido de V..

Aquellos Fvs que contienen el mismo V, también poseen caracteristicas particulares. D44.1 y
V. D-V4F poseen Ajss Similares con la consecuencia de una similar vida media (vida media =
IN(2)/ kiiss)- Las entalpias de V.F-VyD y de F10.6.6 son practicamente idénticas, mientras que D44.1
y V.D-V4F poseen entalpias de unién en el mismo rango. Aunque el dominio V, tiene menor
frecuencia de mutacion que el Vy y estos cambios se encuentran polarizados en los CDR2, y CDR3,,
estas pocas mutaciones en conjunto producen el incremento de la vida media del complejo y de la

entalpia de unidn, complementando a las caracteristicas obtenidas por las mutaciones de Vy. De
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este modo, la mutacion del 5% de los residuos de V, influye la vida media del complejo Fv-HEL, y
estos cambios estarian influenciando la vida media de D44.1-HEL, llevandola de 2 minutos a los 45

minutos correspondientes al complejo F10.6.6-HEL.

Con esta evidencia experimental es posible hipotetizar que los dominios variables de D44.1 han
madurado de modo auténomo en el sentido de la afinidad, la estabilidad y la termodinamica. Estos
dominios funcionan como entidades discretas desde el punto de vista de estos parametros y su
inclusion en un Fv es suficiente para otorgar las caracteristicas encontradas en los Acs salvajes. En
resumen, un Fv posee una velocidad de unién a HEL, estabilidad térmica y ACp determinado por la

V4 que contiene, vy la entalpia esta determinada por la V. que posee un Fv dado.

Es preciso destacar en este momento que la maduracion de cada dominio variable no es
independiente. Por el contrario, existe una interaccion que también es sometida a seleccion
mediante la viabilidad de los receptores B en los centros germinales, y sin la cual no seria posible
obtener clones de células B productoras de Acs funcionales. Es la interfaz V,-Vy, la cual debe ser
seleccionada positivamente. Es necesario que siga siendo viable, ya que si una interaccion
productiva en esta interfaz no habria Ac funcional.?’ Esto implica que una mejora sustancial sobre
un dominio variable, por ejemplo en su estabilidad estructural, pero que no sea compatible en el
sentido de complementariedad estructural con su par variable no sera seleccionado, por el simple
hecho de la imposibilidad de ensamblar un Ac con una interfaz V -Vy defectuosa.

Asi, una mutacion en un dominio variable puede mejorar ciertos aspectos de la interaccion del
Ac con el Ag, pero ademas debe ser compatible con su par de interaccion dentro del Ac. La interfaz
V.-Vy debe ser permanecer inalterada o en caso de ser modificada, debe tener alguna mejora
respecto de su versidn anterior, para poder ser seleccionada de entre sus competidores. Como es
posible observar en la Figura 3.1, existe una clara dependencia de los parametros cinéticos con la
cantidad de mutaciones y a medida que se acumulan mutaciones se ven mejoradas la afinidad y las
velocidades de unién y de disociacion de los distintos Fvs con HEL. Las mutaciones puntuales
tuvieron diversos efectos sobre estos parametros y mientras que en algunos casos el cambio
puntual fue improductivo, en otras ocasiones se observaron mejorias significativas respecto de
D44.1.

En el sistema D44.1-F10.6.6 un solo residuo que forma parte de la interfaz V,-Vy sufrié una
mutacion no conservativa, la mutacion G44S en V. Es posible observar en las estructuras
cristalinas como la mutacién G44S (Figura 2.3.2) introduce la capacidad de realizar un puente de
hidrégeno en la interfaz V.-V de F10.6.6 que no existe en D44.1. Contrario a la hipdtesis de que el

cambio G44S en Vy recae en un Aot spot, esta mutacion individual no produce ningdn cambio
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productivo por si mismo en D44.1. Por el contrario, su sola presencia ocasiona un detrimento de la
estabilidad global del Fv, que en consecuencia produce la disminuciéon de la afinidad por HEL. Las
mutaciones introducidas dentro de las regiones FR son mas restrictivas que aquellas que recaen
dentro de los CDRs® y la mutacidn G44S recae sobre el FR2,.. Es posible que este cambio no tenga
efecto estructural en la estabilidad global de D44.1 por si mismo y puede haber sido seleccionado
para F10.6.6 en un marco de sinergia estructural producida por las demas mutaciones de los

dominios Vy y V..
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Figura 3.1 — Parametros cinéticos en funcion de la frecuencia de mutacion para todos los Fvs

generados durante este trabajo.

Cada dominio variable cuenta con una suma de cambios que en conjunto producen la
diferencia de afinidad y estabilidad entre D44.1 y F10.6.6. Al discriminar los efectos de cada una de
estas mutaciones (mediante la obtencion de los parametros cinéticos y termodinamicos de
mutantes puntuales) es posible observar si existe un efecto sinérgico entre las mutaciones

introducidas o si cada mutacion influye individualmente sobre el comportamiento global. Ya se ha
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descripto el caso de la mutacion G44S, donde su sola presencia es contraproducente para los

parametros de afinidad y estabilidad de D44.1.

Las mutaciones N102F y G104V tienen la caracteristica particular de interactuar cercano al sitio
de combinacion con HEL ademas de estar situadas sobre la superficie expuesta al solvente de la
interfaz V\-Vy (Figura 2.3.3). Los ensayos de estabilidad mostraron que efectivamente, la
combinacion de ambas mutaciones produce un aumento en la estabilidad estructural alcanzando
niveles de estabilidad comparables al Fv F10.6.6, mientras que por si solas, las mutaciones N102F y
G104V tuvieron efectos parciales. La mutante N102F se desnaturaliza con un mecanismo similar a
F10.6.6, de modo cooperativo y con un estado nativo parecido, aunque la estabilidad de éste es
menor y la transicion se encuentra alrededor de 3°C por debajo de la de F10.6.6. La mutante
G104V, a diferencia de N102F, tiene una estabilidad baja. Tanto por CD como por fluorescencia se
observaron dos transiciones entre el estado nativo y el desnaturalizado, correspondientes a estados
intermediarios de plegamiento. La primera transiciéon resultd ser muy labil, por CD se observa a
410C, por DLS a 36°C y por desnaturalizacion con urea no fue posible definir un estado nativo: a
bajas concentraciones de urea comienza a desnaturalizarse, con una primera transicion de nativo al
primer intermediario en 1 M urea. Por su lado, la doble mutante 102/104 combina los efectos de
ambas mutaciones individuales y mostrd una estabilidad siguiendo su estructura secundaria por CD
de igual magnitud que F10.6.6, mientras que por DLS se observd una transicion 3°C por sobre
F10.6.6. La desnaturalizacién por urea mostrd una transicion a niveles de F10.6.6, pero con un
estado nativo mas labil.

Ademas, no solo se observo el salto en la estabilidad estructural del Fv D44.1 N102F/G104V,
sino que ademas existe un aumento de cuatro veces de la magnitud de la 4. de la doble mutante
respecto del D44.1. La variante V|, F-V,D 102/104 tiene la particularidad de contar con un V| maduro
y las dos mutaciones estabilizadoras en V. Este Fv hibrido tiene parametros de estabilidad
similares a F10.6.6, aunque su estado nativo fue menos estable y mas dependiente de la
concentraciéon de urea.®? A diferencia de F10.6.6, donde el estado nativo es estable y facil de
definir, el V.F-V4D 102/104 no posee dichas caracteristicas debido a que le “faltan” el resto de los
cambios en Vy que terminan de optimizar al Fv. Ademas, V.F-VyD 102/104 tiene una ks mayor que
V.F-ViD, sugiriendo que la estabilidad estad relacionada con la maduracion de la afinidad en el
sistema D44.1-F10.6.6.

Es asi como las mutaciones N102F y G104V, las cuales se encuentran en el CDR3y, son
necesarias para la estabilizacién del F10.6.6, modulando la interfaz V,-V4 en la cercania al sitio de
combinacion a HEL. Estas mutaciones ademas tienen un efecto sobre la afinidad, aumentando la

efectividad de la union.
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Se generaron ademas tres mutantes puntuales sobre el Fv D44.1 en residuos con influencia
sobre la interfaz Ag-Ac, V| -V51T, V|-N92G y Vy4-G56D.

Desde el punto de vista de la afinidad, estas mutaciones no produjeron que el Fv mutado en
cualquiera de estos tres residuos variase significativamente su afinidad respecto de D44.1. Por el
contrario, la introduccién de la mutacion G56D (sobre el CDR2y) deteriora la estabilidad y todos los
parametros cinéticos y termodinamicos, producto de una desestabilizacion estructural general sobre
el Fv. Es de todas las variantes de Fvs estudiadas en este trabajo la de menor estabilidad y
afinidad.

La mutante V51T tiene una afinidad levemente superior a D44.1 y aunque su estabilidad es
levemente superior, permanece en el rango de D44.1. Es posible que la introduccion de la
capacidad de formar puentes de hidrégeno con el FR3, ayude a estabilizar la molécula al ser
complementada por los demas cambios. Desde el punto de vista termodinamico, su entalpia se
encuentra 3 kcal/mol por sobre D44.1. Nuevamente, esta variacion puede tener su origen en la
capacidad de formar nuevos puentes de hidrogeno de la treonina introducida. Aun asi, su afinidad
es similar a D44.1, aunque paga un costo energético que se traduce en una mayor compensacion
entropico-entalpica.

La mutacion N92G sobre V. de D44.1 es la Unica que recae sobre el CDR3,. El cambio de una
asparragina por una glicina es un cambio drastico desde el punto de vista estructural, ya que este
cambio le otorga mayor nimero de grados de libertad al CDR3,. Con la introduccion de una glicina
en un /oop, las posibles conformaciones aumentan considerablemente®® de modo que el loop entero
puede moverse con menos restricciones y reacomodarse para unir a HEL. La mutacion N92G tiene
una entalpia practicamente idéntica a F10.6.6 y podria deberse a los eventos que suceden debido a
esta mutacion. Ya que la afinidad de esta mutante no se vio mejorada, la compensacién entrépico-
entalpica de N92G es la mayor observada dentro de este sistema.

Esta compensacion estaria indicando que esta sola mutacion sirve para alcanzar los niveles de
entalpia de F10.6.6. Como D44.1 V.-N92G no esta optimizado con las restantes 16 mutaciones,
resulta imposible lograr la estabilidad y la afinidad del Ac maduro.

La mutacién N92G otorga una mayor flexibilidad conformacional permitiendo que el CDR3, se

acomode para unir a HEL, y esto se traduce en una entalpia similar a D44.1.

3.3 Discusion general

Los Acs D44.1 y F106.6 tienen diferencias marcadas en afinidad, estabilidad y termodinamica
de formacion del complejo que son causadas por las 17 mutaciones de diferencia entre ambos Acs.
Si bien cada dominio variable otorga caracteristicas particulares al Fv, la interaccion entre V, y V, es

crucial para la union a HEL. La maduracién de la afinidad produjo mejoras sobre esta interfaz
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ademas de la complementariedad del sitio de combinacion con HEL. Al probar el efecto de

mutaciones puntuales sobre D44.1 en algunos casos se obtuvieron mejoras parciales, es decir, se

observaron mejoras notables en la estabilidad (por ejemplo, la doble mutacién 102/104) pero

resultados parciales sobre la afinidad y termodindmica. En otros casos fue posible observar un

aumento de la entalpia hasta llegar a valores equivalentes a F10.6.6, como en el caso de la

mutacion N92G, aunque dicha mutacion no tuvo efecto significativo sobre la afinidad y la

estabilidad. Finalmente, en algunos casos las mutaciones introducidas no produjeron ningun

beneficio de tipo alguno, si no que por el contrario, dichos cambios desestabilizaron la molécula

disminuyendo su afinidad y estabilidad.
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Figura 3.2 — Estabilidad en funcion de la afinidad de todas los Fvs generados. En los casos de Fvs

con mds de una transicion se grafico la de mas baja estabilidad.

La maduracién de la afinidad introdujo mutaciones en F10.6.6, de modo tal que cada una

aporta su porcion de beneficios que le permitid a F10.6.6 ser seleccionado de entre sus
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competidores. Algunas mutaciones produjeron un mayor efecto que otras, pero cada uno de ellas
tiene un sentido estructural para mejorar la estabilidad y plasticidad estructural del Ac para asi
lograr una union al Ag mas eficiente.

Al observar como varia la estabilidad en funciéon de la afinidad (Figura 3.2) resulta clara la
relacion que existe entre ambos parametros: a medida que aumenta la afinidad es posible
encontrar Fvs de mayor estabilidad. La mayor poblacién se encuentra en el rango de afinidad de
107, debido a que el efecto de una mutacién individual no tuvo efectos significativos en la afinidad,
aunque si afectd la estabilidad. No se observaron Fvs con alta afinidad y baja estabilidad (con la
excepcion de V,F-VyD 102/104, el cual mostré dos transiciones en los experimentos de DLS),

aunque si fue posible encontrar Fvs con baja afinidad y alta estabilidad (N102F).

Es sistema D44.1-F10.6.6 es un sistema de alta complejidad, donde cada una de las variables
afecta de modo individual y colectivo al comportamiento colectivo. Fue posible dilucidar una
relacion entre la cantidad de mutaciones, la afinidad y la estabilidad y discriminar cuales dominios
VL. o V4 estan involucrados. El enfoque de una mutacion un efecto individual mostrd ser
reduccionista, salvo en casos como el de la mutaciones N102F y G104V, lo que confirma la

complejidad de este sistema, indicando la existencia de redes complejas de interaccion proteica.
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Segun lo planteado al inicio, el objetivo general de este trabajo de tesis fue lograr una
diseccion detallada de las bases estructurales que gobiernan el proceso de la maduracion de la
afinidad de los Acs F10.6.6 y D44.1 hacia HEL, los cuales son diferentes tanto en su estructura
como es su afinidad y estabilidad.

En primer lugar se logré validar el uso de fragmentos Fv para el estudio de las caracteristicas
estructurales del dominio Fab en la maduracion de la afinidad desde el punto de vista cinético y
termodinamico, mediante la comparacién parametros de reaccion de los Fabs y Fvs de ambos Acs.

Se establecié que el dominio constante C,-Cy1 es importante en la estabilizacion del dominio
Fv, siendo mas notoria esta estabilizacién en D44.1. El complejo Fab D44.1-HEL es de una
estabilidad similar al complejo Fab F10.6.6 gracias a la estabilizacion del dominio constante,
mientras que la falta de este dominio produce cambios drasticos en la estabilidad de los Fvs.

Las mutaciones del dominio V4 tienen un predominante efecto estabilizador en la estructura del
Fv. Adicionalmente, estas mutaciones tienen un efecto significativo sobre la velocidad de union a
HEL y consecuentemente en la afinidad. En resumen, un Fv de este sistema posee una velocidad de
union a HEL, estabilidad térmica y ACp determinado por factores contenidos en su dominio Vy,

mientras que la entalpia estad determinada por factores contenidos en el V. de un Fv.

Con el objetivo de conocer los residuos involucrados en otorgar la estabilidad a F10.6.6 se
generaron varias mutaciones puntuales sobre el Fv D44.1. Las mutaciones N102F y G104V, las
cuales recaen sobre residuos que se encuentran en el CDR3y, son necesarias para estabilizar al
D44.1. Ambos cambios aumentan los parametros de estabilidad de D44.1 a niveles cercanos a
F10.6.6. Esta dupla de residuos modula la interfaz V.-V en la cercania al sitio de combinacién a
HEL aumentando la estabilidad estructural. Ademas, estas mutaciones tienen efecto sobre la
afinidad, incrementando la efectividad de la union y relacionando el aumento de la afinidad con la
estabilidad.

Las mutaciones puntuales G44S, G56D produjeron una desestabilizacion general del D44.1.
Estas mutantes actuaron en detrimento de la afinidad y de la estabilidad del Fv. Las mismas
pueden haber sido seleccionadas por la maduracion de la afinidad en un contexto de sinergia. Esto
significa que el efecto de estas mutaciones individuales no producen mejoras notorias si los
factores adicionales para producir dicha sinergia no se encuentran presentes.

Por otra parte, la mayor libertad conformacional introducida en el CDR3, de D44.1 gracias a la
incorporacion de una glicina (N92G) otorga una mayor flexibilidad, permitiendo que dicho CDR3, se

acomode para unir a HEL. Esta capacidad de formar nuevos contactos con HEL introducida por la
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mutacién N92G podria producir el incremento en los valores de entalpia observados, llegando a una
entalpia similar a F10.6.6. La mutacion V51T incorpora la capacidad de formar un puente de
hidrogeno en el CDR2,, aumentando levemente su afinidad por HEL, que, aunque superior a D44.1,

no llega a niveles cercanos a F10.6.6.

Como conclusion general, los resultados obtenidos con este modelo experimental sugieren que
el proceso de maduracion de la afinidad de Acs anti-proteina afecta la forma del sitio de
combinacion con el Ag. Este proceso también afecta el contenido de estructura secundaria del
dominio variable, fortalece la interaccion V.-V, y consecuentemente incrementa la plasticidad y la
estabilidad del dominio Fv. Al mismo tiempo, todos estos cambios conformacionales actian de

modo sinérgico para mejorar la unién a HEL.
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Materiales y métodos

5.1 Cultivo de hibridomas

Los hibridomas D44.1 y F10.6.6 fueron obtenidos previo al periodo correspondiente a esta tesis
mediante el método descrito por Milstein.* 8 E| hibridoma D44.1 fue obtenido por el grupo de
Roberto Poljak en el afio 1994% luego de un plan de inmunizacién de dos semanas. Mas tarde, el
mismo grupo obtuvo el hibridoma F10.6.6, producto de un plan de inmunizacién prolongado de 14
semanas.” Dichos hibridomas estan disponibles en el laboratorio y a partir de viales conservados
en nitrégeno liquido se obtuvieron clones secretores de inmunoglobulinas de isotipo G (IgG), tanto
D44.1 como F10.6.6, mediante cultivos en botellas en medio RPMI (Gibco, USA) con suero fetal
bovino al 5% y glutamina al 1% adicionada como fuente de nitrdgeno y un ambiente de CO, al 5%.
Estas células pueden ser utilizadas para produccion de Acs (mediante inoculacion de las células en
ratones) asi como también para extraccion de ARN total y mensajero.

Para producir Acs monoclonales, dichas células fueron utilizadas como indculo.
Aproximadamente 2x10° células de hibridoma se inyectaron en el peritoneo de ratones Balb/C
previamente sensibilizados con Pristane (alcano que genera una mejor predisposicion a la
instalacion de tumores). Este indculo genera tumores en el ratdn que secretan IgG de origen
monoclonal junto con otras proteinas en un humor conocido como liquido ascitico. A partir de tres
dias posteriores a la inoculacion se constatd la presencia de tumores en dichos ratones y se
procedid a la extraccion periddica de liquido ascitico del peritoneo de los ratones para la posterior

purificacion de IgG.

5.2 Purificacion de IgG

Se utilizd el procedimiento de purificacion de IgG descripto en Goldbaum et a/* El liquido
ascitico previamente obtenido fue centrifugado con el fin de remover células y otros componentes
no proteicos de la muestra. El sobrenadante obtenido se precipitdé por goteo sobre hielo con una
solucion saturada al 50% de (NH,4),SO4 por un periodo de dos horas. Luego se centrifugd la
muestra descartando el sobrenadante y conservando el pellet, donde se encuentran como
componentes mayoritarios el Ac monoclonal correspondiente y transferrina. La muestra se
resuspendid con agua en la cantidad minima necesaria para obtener las proteinas solubles. Luego
se dializd durante la noche (overnight) contra un buffer fosfato (NasPO;) 40 mM pH=8.0. Se

construyd una columna de intercambio idnico débil DEAE (Sigma, EEUU) de 20 ml, la cual debid ser
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activada con dos volimenes de columna de NasPO, 1M pH=8.0, para luego ser estabilizada con
varios volimenes de Na;PO,; 40 mM pH=8.0. La muestra con la IgG de interés (dializada overnight)
se sembro en la columna DEAE y se recogio la proteina eluida en los primeros volimenes, fraccion
donde se encuentra la IgG en mayor proporcién. El contenido de IgG del eluido se corrobord por
electroforesis en gel de poliacrilamida con detergentes (SDS-PAGE). Dicho eluido se concentro
hasta una concentracion de 10 mg/ml mediante filtracion en Centricon YM-10 (Millipore, EEUU). La

IgG concentrada se conservd en heladera para su posterior uso.

5.3 Obtencion de fragmentos Fab

Para obtener los fragmentos Fab se procedié a digerir con papaina la proteina IgG previamente
purificada (el procedimiento es indistinto tanto para IgG D44.1 como para IgG F10.6.6). Se
testearon varias condiciones para obtener la condicion ideal de digestion, variando tanto la relacion

IgG/papaina como el tiempo de reaccion:

e  Relacion IgG/papaina 100:1, 1 hora a 37°C
e  Relacién IgG/papaina 100:1, 2 horas a 37°C
e  Relacién IgG/papaina 50:1, 1 hora a 37°C

e  Relacion IgG/papaina 50:1, 2 horas a 37°C

El buffer de reaccion utilizado fue NasPO, 40 mM pH=8.0, EDTA 7 mM, B-mercaptoetanol 7
mM. La condicion ideal varié entre muestras, mientras que para D44.1 fue de una relacién 100:1
durante dos horas, para F10.6.6 fue de 50:1 durante dos horas. El total de la IgG se digirié en la
condicion ideal previamente testeada; la digestion se detuvo con iodoacetamida 50 mM por una
hora en oscuridad a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion previamente digerida se dializd
overnight contra NasPO, 17 mM pH=8.0. Se prepar6 una columna DEAE en condiciones similares a
las mencionadas anteriormente, se activo con NasPO; 1 M pH=8.0 para luego ser estabilizada con
NasPO; 17 mM pH=8.0. Se conservaron las fracciones eluidas en los primeros volimenes,
correspondientes al fragmento Fab. Estas fracciones fueron concentradas por filtrado mediante
Centricon YM-10 para luego ser purificadas mediante filtracion en gel utilizando una columna
Superdex S-75 (General Electric (GE) Healthcare Life Sciences, USA) con buffer PBS 0.5 M NaCl. La
fraccion correspondiente al fragmento Fab puro fue corroborada mediante SDS-PAGE. Finalmente

se concentrd el fragmento Fab puro y se guardd a -20° C para su posterior uso.
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5.4 Cristalizacion, coleccion de datos, resolucion y refinamiento de las estructuras
Fab F10.6.6

Las estructuras presentadas en este trabajo de Tesis correspondientes a Fab D44.1 libre
(codigo PDB 1MLB) y Fab D44.1-HEL (cddigo PDB 1MLC) fueron previamente resueltas por el grupo
de Roberto Poljak en USA. La estructura correspondiente al complejo Fab F10.6.6-HEL fue resuelta
con anterioridad a esta Tesis, por nuestro laboratorio en colaboracion con Bradford Braden.® La
estructura del fragmento Fab F10.6.6 libre fue resuelta en nuestro laboratorio en colaboracion con

Bradford Braden,* aunque no formé parte del trabajo de esta tesis.

Fab F10.6.6-HEL

Esta estructura fue resuelta previamente al periodo correspondiente a esta Tesis. Se cristalizd
el Fab F10.6.6 junto con HEL por el método de difusion de vapor por gota colgante. La
concentracion del complejo Fab F10.6.6-HEL fue de 10 mg/ml en un buffer 5 mM Tris pH=7.5 y fue
cristalizado en una solucién conteniendo 28% polietilenglicol 1000 0.2 M CaCl, AcNa 0.1 M pH=4.6.
Los cristales crecieron en 24 horas y crecieron hasta un tamafio maximo de 0.4 x 0.05 x 0.05 mm
en cuatro dias. Se colectaron datos hasta 2.0 A a 100 K en un detector Raxis IV (Rigaku, MSC,
USA) utilizando una fuente de rayos X Rigaku microfocus y un sistema de espejos de foco confocal
Osmic. Un total de 111,920 reflexiones fueron reducidas a 60,488 reflexiones Unicas. El grupo
espacial de dicho cristal fue P1, con parametros de celda a = 44.66, b = 73.75, ¢ = 83.78 y a. =
66.59, B = 74.74 y y = 85.44. Los datos fueron integrados y escalados, con una completitud de
95% a una resolucidn de 2.0 A. La estructura fue resuelta mediante reemplazo molecular
(molecular replacement) utilizando el programa CNS® recurriendo al complejo previamente resuelto
Fab D44.1-HEL como modelo para realizar el reemplazo.*® Se encontraron dos complejos en la
unidad asimétrica y el modelo se refind por medio de templado simulado (simulated annealing)
utilizando CNS. Luego de 10 ciclos de refinado, el valor de R cayd a 0.204 (con un Rgee = 0.242)
para los datos a 2.0 A de resolucion. La desviacion cuadrética media (rmsd) para el modelo final
fue 0.006 A para las distancias de enlaces atdmicos y 1.395° para los &ngulos de enlaces. En la
Tabla 5.3 de detallan con detalle los parametros de resolucion para esta estructura. Esta estructura

se encuentra online en el Protein Data Bank (www.pdb.org) bajo el cddigo 1P2C.

Fab F10.6.6 libre

El fragmento libre Fab F10.6.6 fue cristalizado en el grupo espacial 2 por el método de difusion de
vapor por gota colgante utilizando 0.1 M AcNa pH=4.7 24% polietilenglicol 1000 0.2 M CaCl2 como
buffer de cristalizacion. Se obtuvieron cristales con forma de prisma de 0.30 x 0.05 x 0.05 mm

luego de varias semanas. Estos cristales fueron embebidos en el licor madre de cristalizacion con el
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agregado de 14% de glicerol como agente crioprotector necesario para la colecta de datos a 100 K.
El juego de datos utilizado para la resolucién de esta estructura fue colectado en la linea de
cristalografia de proteinas D03B-MX1 en las facilidades del Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron
(Campinas, Sao Paulo, Brazil) con un detector MarCCD 165 mm con rayos X de A=1.431 A. Se
tomaron un total de 380 fotografias colectadas con una oscilacién de 1°, resultando en un set de
datos altamente redundante a una resolucién de 2.0 A. Los datos fueron procesados con la suite de
programas HKL2000% vy las fases correspondientes fueron asignadas por molecular replacement
usando el programa AmoRe® utilizando como modelo la estructura del Fab F10.6.6-HEL. Se
encontraron dos moléculas en la unidad asimétrica y el refinamiento del modelo se llevé a cabo con
CNS por medio de templado simulado (simulated annealing). Se logré un modelo final con un
R=0.196 y un Rfe=0.233 con buena geometria. En la Tabla 5.1 de detallan con detalle los
parametros de resolucion para esta estructura. Esta estructura se encuentra depositada en el

Protein Data Bank con el cddigo 2Q76.

Fab F10.6.6-HEL Fab F10.6.6 libre

Colecta de datos (PDB id: 1P2C)  (PDB id: 2Q76)

Numero de frames 360 380
Oscilacién (deg.) 1 1
Longitud de onda (&) 1.542 1.431
Indexado y escaleo

Pardmetros de celda (A)
a b c 44.66, 73.75, 83.78 108.76, 80.25, 91.50

Angulos de celda (deg.)

o, B,y 66.59, 74.74, 85.44 90, 91.50, 90
Grupo espacial Pl Q
Limite de resolucion (A) 2.00 2.00
Total de reflexiones Unicas 60488 50300
Multiplicidad® 1.85 8.1 (8.2)
Js N/D 9.8 (3.3)
Rinerge (%)° 0.013 6.9 (19.5)
Completitud (%) 95.0 96.0 (92.0)
Moléculas / unidad asimétrica 2 2
Contenida de solvente (%) 38.5 41.0
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Coeficiente de Matthews(A%/Da) 2.0 2.1
Refinamiento

Limite de resolucion (A) 20.0-2.00 20.0-2.00
Factor R 0.204 0.196
Factor Riee 0.242 0.233
Non hydrogen protein atoms 8463 6486
Moléculas de solvente 887 518
Rmsd de enlaces (A) 0.006 0.006
Rmsd de angulos (deg.) 1.39 1.41
Factor B (promedio, A%) 21.6 22.0

Grdfico de Ramachandran

Mas favorecidos (%) 98.0 88.7
Permitidos adicionales (%) 1.4 10.2
Generosamente permitidos (%) 0.6 0.7
Rechazados (%) - 0.4

Tabla 5.1 - Pardmetros de colecta de datos y refinamiento para las estructuras 1P2C y 2Q76.

5.5 Extraccion de ARN total y obtencion de cADN de fragmentos variables

A partir de células de hibridoma cultivadas hasta confluencia (en las condiciones que se indican
en la seccion 5.1) en botellas de 200 ml se procedié a la obtencion de ARN total de dichas células,
para luego obtener el material genético que codifica para el fragmento variable, tanto de la cadena
pesada como de la liviana. Para ello se levantaron las células de la botella y se centrifugaron a baja
velocidad para evitar su ruptura. Se procedid al recuento de células en una camara de Neubauer y
se utilizd 1 ml de Trizol (Invitrogen, USA) por cada 5x10° células como reactivo para extraer el ARN
total. La muestra de células con Trizol se homogeneizd, se incubd durante cinco minutos a
temperatura ambiente para luego agregar 0.2 ml de cloroformo por cada ml de Trizol utilizado. La
muestra se agitd vigorosamente durante 15 segundos, luego se incubd en hielo durante tres
minutos para ser centrifugada a 14000 rpm a 4°C durante 15 minutos. Se conservé la fase acuosa,
la cual contiene el ARN, y en un tubo limpio dicho ARN fue precipitado a -80°C overnight con 0.5 ml

de isopropanol por cada ml de Trizol. La muestra fue centrifugada a 14000 rpm por 10 minutos a
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4°C. Luego el sobrenadante fue descartado y el pellet se lavd con etanol 75%. Se dejo secar el
etanol 75% para luego resuspender el pellet libre de alcoholes en agua libre de ARNasas.
Finalmente, el ARN total resuspendido en agua fue cuantificado por absorcion UV, donde una
unidad de absorcion es equivalente a 40 ug/ml de ARN, obteniendo una relacion de absorbancia
260/280 nm mayor a 1.5. La sintesis de la primera cadena del ADN copia (cADN) de todos los
mensajeros se llevd a cabo mediante RT-PCR® (reverse transcriptase polymerase chain reaction).
Se utilizd un oligonucledtido de politimidina (poliT) como primer no especifico; éste se aparea en el
extremo 3’ donde las moléculas de los ARN mensajeros contienen repeticiones de adenosina
conocidas como poliA. El oligonucledtido poliT se aparea al poliA y este complejo es reconocido por
la enzima transcriptasa reversa, una ADN-polimerasa dependiente de ARN, transcribiendo la cadena
complementaria al ARN mensajero. La reaccion de RT-PCR se llevo a cabo utilizando como molde 5
ug de ARN total en 14 ul de agua, los cuales fueron desnaturalizados a 70°C durante 10 minutos,
para luego ser incubados en una mezcla de reaccién conteniendo 1 pl de transcriptasa reversa AMV
(Promega, USA), 5 pl de buffer de reaccion AMV 10x, 1 ul de RNAsin (Promega, USA) por 10
minutos a temperatura ambiente, luego una hora a 42°C y finalmente 15 minutos a 70°C. Para la
obtencion de los fragmentos variables de las cadenas pesadas (Vy) y livianas (V.) a partir de la
sintesis de la primera cadena de cADN se utilizd un juego de primers previamente disefiados por el
Dr. Orlando Burrone. Estos primers fueron disefiados sobre las secuencias conocidas de los
fragmentos variables de las inmunoglobulinas conocidas de ratén. Se realizé una combinatoria de
los primers del extremo 5’ junto con otra correspondiente al extremo 3’ para dar un total de 12
condiciones de reaccion de PCR distintas. Dichas reacciones de PCR fueron separadas en un gel de
agarosa al 1% y se observo la presencia de fragmentos de entre 300 y 400 pares de bases (bp);
estos fragmentos de ADN fueron clonados en el vector pGemT-easy (Promega, USA) para su

secuenciacién por el método de Sanger.®

5.6 Clonado y expresion heteréloga de fragmentos Fv

Las secuencias de ADN de los fragmentos variables de D44.1 y F10.6.6 se conocian
previamente® y se utilizaron para comparar con el resultado de la secuenciacién de los fragmentos
de PCR® (polymerase chain reaction) entre 300 y 400 bp obtenidos con los primers degenerados
disefados por Burrone a partir de RNA total extraido de cultivo de ambos hibridomas. Aquellas
condiciones correspondientes a la secuencia de V4 y V. de D44.1 y F10.6.6 fueron aisladas y se
utilizaron como molde para una nueva PCR, esta vez con primers especificamente disefiados para
clonar los fragmentos V. y Vy de cada Ac por separado en un vector de expresion heterdloga,
pET22b(+) (Novagen, USA).
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Se utilizaron los siguientes oligonucleétidos como primers de PCR para obtener los fragmentos

variables de F10.6.6 y de D44.1:

V. F10.6.6 - Ndel y HindlIl
Primer 5’ (Ndel): CAT ATG GAC ATT GAG CTG ACT CAG TCT CC
Primer 3’ (HimdIII): AAG CTT TTATTAACG TTT TGA GTCCAGCTT G

Vi F10.6.6 - Ndel y BamHI
Primer 5" (NVdel): CAT ATG GCC GAG GTG CAG CTG GAG CAG TCA G
Primer 3" (BarmHI): GGA TCC TTA TTA TGA GGA GAC TGT GAG AGT GG

V. D44.1 - Ndel y Xhol
Primer 5" (Ndel): CAT ATG GCC GAC ATC GAG CTC AC
Primer 3’ (Xhol): CTC GAG TTA TTA CCG TTT GAT CT

Vi, D44.1 - Ndel y Xhol
Primer 5’ (NVdel): CAT ATG GCC CAG GTG CAG CTG C
Primer 3’ (Xhol): CTC GAG TTA TTA TGA GGA GAC GGT GA

Estos primers fueron disefiados (como se indica previamente a la secuencia) con sitios corte de

enzimas de restriccion, de modo tal que el producto de PCR obtenido con estos primers sea ligado

en el vector de expresion pET22b(+) de modo tal que no sea exportado al periplasma de la

bacteria (quitando del extremo N-terminal el péptido de sefial de exportacion a periplasma peB) ni

modificado con una etiqueta de histidinas (His-tag, correspondiente al extremo C-terminal), ambas

caracteristicas del vector de expresion utilizado. Para ello, en todos los casos se utilizd como enzima

de restriccion para ligar en el extremo 5 Ndel y Xhol (para V. y Vy D44.1), BamHI (para Vi

F10.6.6) y HindIII (para V. F10.6.6) para ligar en el extremo 3’. De este modo al cortar el plasmido

con ambas enzimas se quitan los elementos pelB e His-tag, para obtener una proteina en el

citoplasma de la bacteria sin modificaciones. En la Figura 5.1 se detalla el sitio multiple de clonado

(MCS) de pET22b(+).
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T7 promoter primer #69348-3

Bglll T7 promoter lac operator Xbal rbs
ASATC:CCATCCCﬁEEAAATT#AT#ﬂﬂiﬁTﬁlﬂT:?ACSCSAAT_ﬂfﬂﬁﬂfﬂﬁhTAAE#ATT[CCC_KTAEEAA_AATT"THTT_AiﬁT_TﬁAUAAEGACA

Nde | BspM | pelB leader MsclNeol BamH | EcoR| Sacl
TATACATATGAAATA CT GCTGETCTGCTGCTCCTCGLCTRLLC CGGCGATGGLCCATGGATATCGGAATTAATTCGGATCCGAATTCGAGCTCL

MetlLysTyrLeuleuF laAlaGlyLeuleuleuleul|allat 'oﬁlal"'etf'llqi*'zetr-e;:-: leGlyl leAsnSerAspProAsnSerSerSer

Eagl Aval* signal peplidase
Sall Hind Il Not| Xho| His+Tag Bpu1102 |
GTCGACAAGCTTGCGGCCGLACTCGAGCACCACL CACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGT TEGLTGCTGCCACCGCTGAGCAATAAC

ValAsplLyslLeuvAloAloAlaleuGluHisHisHIsHIs
T7 terminator T7 terminator primer #69337-3

TAGCATAACCCCTTGEGECCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTITTG

pET-22b(+) cloning/expression region

Figura 5.1 - MCS de pET22b(+).

En la Figura 5.2 se esquematiza el disefio experimental para el clonado de los fragmentos
variables. Este disefo es equivalente tanto para V. como para Vy de D44.1 y F10.6.6.

ARN total e—
de hibridoma

RT-PCR

W

Sintesis de 1ra ¢
cadena de cADN total

~
PCR con primers
degenerados

Amplificacion de
fragmentos variables

N

iHay fragmentos
entre 300 y 400 bp?

Digestion de pET22b(+)

Ligado en pGemT-easy
Secuenciacién > y de fragmentos de PCR

con enzimas correspondientes

Confirmacién de secuencia

iracis
Transformacion en E. coli BL12 €| Ligaditn

Figura 5.2 — Disefio experimental del clonado de los fragmentos variables.
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La cepa utilizada para la produccion de proteinas fue Escherichia coli BL21(DE3) (F- ompT gal
dcm lon hsdSg(rg” mg’) A(DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 indl sam7 nin5])). Esta cepa tiene como
ventaja para la expresion de proteinas una baja actividad de proteasas y la induccion de la sintesis
de proteina mediada por el promotor de la ARN polimerasa del fago T7 por isopropil-3-D-tio-
galactdsido (IPTG). Para transformar £. coliBL21(DE3) con los plasmidos con los insertos de interés
se utilizd el protocolo de shock térmico a 42°C.%8 El producto fue plaqueado en cajas de Petri con
medio LB/agar con 0.1 mg/ml de ampicilina. Las colonias fueron sometidas a pruebas de expresion
del fragmento variable en cultivos de 5 ml de LB-ampicilina 0.1 g/I. Dichos cultivos se crecieron a
37°C hasta llegar a una densidad éptica a 600 nm (DOg) cercana a 0.8 y luego fueron inducidos
con IPTG durante cuatro horas. Como control de expresion se sembr6 en un SDS-PAGE al 15% una
cantidad de células sin inducir y en la calle vecina la misma cantidad de células inducidas por IPTG.
Como se puede observar en la Figura 5.3, los pesos moleculares observados de los fragmentos
variables fueron de alrededor de 15 kDa.

- ae _ & o

VL VH VL VH
F10.6.6 D44.1

Figura 5.3 — Dominios variables de D44.1 y F10.6.6.

Los cultivos @ mayor escala fueron hechos en erlenmeyers de 2 | conteniendo 0.5 | de LB con
0.1 g/l de ampicilina, utilizando como indculo un precultivo de 5 ml de LB-ampicilina 0.1 g/l crecido
overnight. El cultivo se crecid hasta DOgy=0.8 y luego fue inducido con IPTG por un periodo de
cuatro horas. Luego las células fueron cosechadas en botellas de 250 ml para su centrifugacion por
un periodo de 10 minutos a 4000 g. El sobrenadante se descartd y las células fueron resuspendidas
en 50 ml de buffer Tris'HCl 50 mM pH=8.0 EDTA 5 mM pH=8.0 Triton 1% para ser disrumpidas
por sonicacion por un periodo de cinco minutos, con intervalos cada 20 segundos. La solucion
resultante se centrifugd a 25000 g a 4°C, se descartd el sobrenadante y una muestra del pellet se
corrié en un SDS-PAGE 15% para corroborar presencia de la proteina en cuestion. Este proceso es
similar para todas las variantes de V| y V, de D44.1 y F10.6.6, ya sean las variantes salvajes como

las mutadas. Cada variante fue producida en un cultivo independiente.
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5.7 Purificacion de fragmentos Fv

Dada la condicion de heterodimeros de los fragmentos variables de las inmunoglobulinas, cada
cadena es insoluble en ausencia de su cadena complementaria, por este motivo estas proteinas se
expresan como cuerpos de inclusion en el citoplasma de Escherichia coli BL21(DE3). Los cuerpos de
inclusion son agregados insolubles de proteinas y pueden ser separados por centrifugacion del
resto de los componentes bacterianos debido a su capacidad de permanecer insolubles. A los
efectos de obtener Fvs funcionales, se disefio un protocolo de replegado (refolding) de los
fragmentos Fv a partir de los fragmentos variables insolubles. El pellet bacteriano correspondiente a
0.5 | de cultivo fue sonicado y el total de la fraccion insoluble resultante se solubilizd en 40 ml de
urea 8 M. Esto permite cuantificar por SDS-PAGE el contenido real de proteina de cada muestra
para luego mezclar las cadenas complementarias y llevar a cabo el refolding. Una vez cuantificada
la cantidad de proteina expresada se procedié a mezclar las cadenas complementarias para obtener
un Fv funcional en una relacion molar de 1:1. Esta mezcla se someti6 a dos pasos de didlisis contra
2 | de buffer PBS por un periodo de dos horas y un tercer paso de dialisis similar overnight. La
muestra de didlisis fue centrifugada y se conservd la fraccion soluble, en esta fraccion se
encuentran V_ y Vy combinadas en forma de Fv soluble. Se utilizd una columna de afinidad HEL-
Sepharose para obtener selectivamente los Fvs funcionales. Esta columna fue derivatizada con HEL
en el laboratorio a partir de DEAE-Sepharose 4B activada con BrCN (Amersham, USA). Los
fragmentos Fv replegados fueron incubados overnight con la resina HEL-Sepharose y luego fueron
empaquetados en una columna de elucién por gravedad. Se decantd la resina para eliminar
aquellas proteinas que no se pegaron a la columna y la misma fue lavada con dos volimenes de
PBS 0.5 M NaCL. Para eluir los Fvs recombinantes activos se utilizd una solucién de dietilamina 50
mM (Sigma, USA) como disociante por pH. Las fracciones de 5 ml fueron colectadas sobre 1 ml de
Tris'HCl 0.5 M pH=8 para neutralizar el alto pH de la solucién de dietilamina. Las fracciones
enriquecidas en Fvs se eligieron mediante SDS-PAGE y se dializaron contra PBS, para ser
concentradas con Centricon YM-10 y subsecuentemente purificadas a homogeneidad con una
columna de filtracion en gel Superdex S-75. Una vez obtenido el pico mayoritario correspondiente a

los Fvs, se volvid a concentrar para ser guardadas a -20°C para su posterior uso.

5.8 Generacion de Fvs quiméricos por intercambio de cadenas
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Ademas de los Fvs salvajes, se obtuvieron en este trabajo Fvs hibridos mediante el intercambio
de cadenas. Debido a la similitud estructural y de secuencias de estos Acs fue posible el refolding

de los fragmentos variables combinando dichas cadenas como se indica en la Tabla 5.2:

Fv V. Vy
D44.1 D44.1 D44.1
F10.6.6 F10.6.6 F10.6.6
V. D-VyF D44.1 F10.6.6
V.F-Vv,D F10.6.6 D44.1

Tabla 5.2 - Fvs quiméricos generados durante este trabajo.

5.9 Determinacion de peso molecular en solucion — Light scattering estatico

El peso molecular promedio de las distintas variantes de Fvs fue determinado en un equipo de
dispersion de luz estatico (static light scattering, SLS) Precision Detectors PD2010. El mismo fue
conectado en tandem a un HPLC y a un refractdmetro diferencial LKB 2142. Se utilizaron entre 100
y 300 pl de Fv a una concentracion no menor a 0.2 mg/ml para sembrar en una columna Superdex
S-75 eluida con buffer PBS con 0.5 M de NaCl. Los datos correspondientes a las sefiales de SLS e
indices de refraccion fueron almacenados en una PC y analizados con el software Discovery32,
proporcionado por Precision Detectors. Todos los pesos moleculares medidos se encontraron entre
24 y 25 kDa, una diferencia no mayor al 5% del peso molecular calculado mediante Protparam,
algoritmo  online  proporcionado por el sitio Expert Protein  Analysis  System

(http://ca.expasy.org/tools/protparam.html).

5.10 Generacion de variantes con mutaciones puntuales

Con el fin de conocer mejor la interaccion entre Ag y Ac, se generaron variantes mutadas en
posiciones clave del fragmento Fv. Se utilizd como método de introduccion de mutaciones

puntuales el método del megaprimer,”® esquematizado en la Figura 5.4.
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) &——— 1° PCR - generacion del
ORF wild-type megaprimer
e
*
primer conteniendo /I
la mutacién deseada
* .
I Megaprimer - este producto de PCR
incluye la mutacién
*
. - 2° PCR - utilizacién de megaprimer
ORF wild-type para introducir la mutacién al ORF
—
').(' &  3° PCR - amplificacién final del ORF
ORF mutado | " mutado
—

Figura 5.4 - Método del megaprimer

Este método consiste en realizar una primer PCR con un juego de primers donde una de ellos
contiene la mutacion elegida. De este modo se genera un fragmento parcial del ORF a amplificar
que contiene la mutacion, este fragmento es lo que se conoce como megaprimer. EIl mismo se
utiliza para realizar una segunda PCR donde se amplifica el total del ORF, esta vez introduciendo la
mutacion en el total del ORF. Asi, una vez introducida la mutacion deseada, se vuelve a amplificar
en una tercer PCR el ORF mutado para proceder con el clonado normal en el vector de expresion.
Este método se utilizd de modo equivalente para introducir mutaciones puntuales ya sea sobre V, 0

V4. En la Tabla 5.3 se detallan los mutantes utilizados durante el periodo de esta tesis.

Fv V. Vi

D44.1 V4-N102F/ G104V D44.1 D44.1 N102F/G104V
D44.1 V4-N102F D44.1 D44.1 N102F

D44.1 V4-G104V D44.1 D44.1 G104V

V. F-V,D-N102F/G104V F10.6.6 D44.1 N102F/G104V
D44.1 V4-G44S D44.1 D44.1 G44S

D44.1 V. -V51T D44.1 V51T D44.1

D44.1 V4-G56D D44.1 D44.1 G56D

D44.1 V,-N92G D44.1 N92G D44.1
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Tabla 5.3 — Mutantes generadas durante este trabajo.

5.11 Constantes cinéticas y de afinidad

Se utilizd el modelo de Langmuir de interaccién de componentes en solucién como fundamento
para el desarrollo de metodologias analiticas. El evento mas sencillo es aquel donde una especie se

une a otra en solucion para dar un complejo formado por las dos anteriores. En nuestro caso
particular,

Ab+ HEL—*as 5 4p. HEL

Ab- HEL—"dis 5 4p + HEL (1)
-1_
Ab+ HEL « o™k =Ka 4y gy,

donde Ab es cualquier fragmento de Ac y HEL es lisozima. Entonces, al equilibrio se puede plantear
la siguiente igualdad:

K ass [Ab][HEL] = kiss [Ab ) HEL] (2)
[4b-HEL] kg )
[Ab][HEL] B k giss A

Asi, la reaccion HEL-Ab puede describirse del siguiente modo:

[4b- HEL],=[4b- HEL], [1 - exp(~ kopt)] (4)

donde [Ab'HEL]., es la concentracion del complejo en el equilibrio, ¢ es el tiempo y 4o, es la
constante cinética de pseudo primer orden. A su vez 4, es descripto por la ecuacion (5), donde se
observa la dependencia de la constante de asociacion Awss con la concentracion de Ab:

kon = kass [Ab]+ kdiss (5)
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Para medir los parametros cinéticos y de afinidad de cada una de las variantes de Abs se utilizd
la técnica conocida como Resonancia de plasmones de superficie (Surface Plasmon Resonance,
SPR) mediante el uso de un equipo IASys Plus (Affinity Sensors, Saxon Hill, Cambridge, U.K.).

Un plasmon es una cuasiparticula resultante de la cuantizacion de las oscilaciones de plasma. A
su vez, los plasmones de superficie son aquellos plasmones que estan confinados a superficies y
que interactlan fuertemente con luz, resultando en un polariton. Los plasmones de superficie
ocurren en la interfaz de un material con una constante dieléctrica positiva con otra superficie de
constante dieléctrica negativa, usualmente metalica. La explicacion fundamental de la naturaleza de
los plasmones va mas alla de los objetivos de este trabajo y se procedera a explicar cbmo son
utilizados estos plasmones para nuestro objetivo. La excitacién de los plasmones de superficie por
luz se conoce como SPR y este fendmeno es la base de muchas aplicaciones donde se mide
adsorcién de un material a una superficie metalica plana (tipicamente oro o plata). Asimismo, dicha
excitacion se puede seguir en el tiempo y describir un cambio en las propiedades del sistema
observado. Particularmente, el sistema IASys funciona con un chip comercial que se conforma de
un prisma con una serie de capas que conforman lo que se conoce como estructura resonante
(Figura 5.5). En dichas capas se produce el fendmeno de resonancia de plasmones. Por encima de
la estructura resonante se encuentra una Ultima capa de hidrogel, que serd modificada
quimicamente para acoplar una de los ligandos y estara en contacto con la solucion donde se
producira la reaccion de union de las especies.

Campo evanescente Hidrogel (CMD)

~ 100 nm Capa de alto indice de resonancia

Estructura resonante
~ 1000 nm

Capa de bajo indice de acoplamiento

Luz incidente Luz reflejada

y

Prisma

Figura 5.5 - Esquema de un chip de biosensor IASys.
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Al excitar la estructura resonante con una luz adecuada se produce la resonancia de los
plasmones. Este fendmeno se vera afectado dependiendo de la conformacién de de la estructura
resonante y su entorno inmediato; asi, los ligandos que se unan preferentemente a la superficie
modificada del chip modifican el angulo de la luz reflejada. Al medir este cambio en funcién del
tiempo es posible determinar las velocidades de union y de disociacién y las constantes de
equilibrio de las especies que reaccionan con el marco tedrico previamente descripto. Este sistema
permite inmovilizar las moléculas de interés a un hidrogel, particularmente carboxi-metil-dextrano
(CMD). El CMD es un polimero rico en carboxilatos y puede ser activado mediante la quimica de
acoplamiento EDC/NHS (Figura 5.6) facilitando la unién covalente de aminas primarias a dichos
carboxilatos. De este modo el ligando HEL se une irreversiblemente por intermedio de enlaces
covalentes entre sus aminas primarias (presentes en los residuos de lisina y arginina) a los
carboxilatos activados de la matriz de CMD en altas concentraciones locales (cercanas a mM) pero
en bajas cantidades absolutas (en el rango de los ng/mm?). A su vez la solucién de proteina que
contiene el receptor del ligando (en nuestro caso los Abs) se encuentra en una concentracion
relativamente baja (en el orden nM) y en exceso respecto de HEL ligada al CMD, debido a la mayor
cantidad relativa de volumen de la solucion de Abs. La concentracion de Ab permanece
esencialmente constante durante el transcurso de la reaccion, lo que permite medir la constante de

asociacion (kwss) en condiciones de pseudo-primer orden.
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N—R,
I
¢ EDC
I
N—R,
II\IH—R
P\ g

<

i?

NH —R,

CMD activado con
ester succinamida

8]
}C/D N¢| + H,N— Ligando
0
0 (0]

, NH— Ligando + HON NHS

< =
@]

Ligando inmobilizado

Figura 5.6 - Quimica de acoplamiento mediada por EDC/NHS.

Como fue planteado en la ecuacion (5) 4., depende de la concentracion de Ab y variando dicha
concentracion se obtienen distintas curvas que describen las velocidades de uniéon a HEL en las
concentraciones dadas. En la ecuacion (6) se describe la funcion utilizada para describir dicho
comportamiento,

R, = (Req —Ry Il - exp(— kont)]+ Ry (6)

La respuesta del equipo R (medida en arcseg) es proporcional a la masa de HEL acoplada al

CMD, lo que resulta en la ecuacion (6), donde R; es la respuesta a tiempo t, Ry es la respuesta
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inicial y Req €s la respuesta maxima. Como se puede apreciar en la Figura 5.9, estas ecuaciones
responden a un modelo exponencial sencillo, tan solo variando la concentracién en sucesivas curvas
de unidén para calcular 4, y utilizando la ecuacion (5) es posible mediante un ajuste lineal obtener

la constante Aqss.

(a) (b)

Respuesta (R)
Respuesta(R)

Tiempo (1) Tiempo (t)

Figura 5.7 - (a) Reaccion de union monofasica y (b) disociacion monofasica de dos especies
modelo.

Para el calculo de Agiss Se utilizd la siguiente ecuacion:
Rt = RO exp(— kdisst) (7)

Al ser kjss independiente de la concentracién de Ab solo con el ajuste exponencial es posible
obtener dicha constante. Finalmente, utilizando la ecuacion (3) se realiza el cociente entre s ¥
kiiss para obtener la constante de afinidad Ka. Las reacciones de union fueron llevadas a cabo en
cubetas inmobilizadas con entre 4 y 10 ng de HEL, utilizando buffer PBS con 0.025% Tween 20 a
20°C con una agitacion seteada en el equipamiento de 95%. La union de Abs fue monitoreada a
varias concentraciones, generalmente en un rango de 10 veces por debajo del valor de la K, hasta
10 veces por encima de la misma. Para los ajustes se utilizaron los softwares FastPlot y FastFit
(Affinity Sensors) provistos por el fabricante y Microcal Origin 7.0 (Microcal, USA).

Para los experimentos de stress por solventes se utilizaron las condiciones previamente
mencionadas con el agregado de tres solventes. Los solventes utilizados se eligieron en base a su
caracter de alta o baja polaridad, caracter organico y su fluidez. De este modo se midieron las

respectivas constantes utilizando glicerol, dioxano y metanol. El glicerol se utilizd para medir
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constantes en el rango del 50% al 5%, el dioxano en el rango de 3.5 M a 125 mM y el metanol de
3 M a 0.5 M. Los valores de las constantes obtenidas se presentaron en un grafico de log de la
constante en funcion del log de la concentracion de agua. El valor de log[H20] proviene del valor
calculado de concentracién de agua. Los valores de actividad de agua son técnicamente dificiles de

obtener, por ese motivo se utilizd dicho valor como la mejor aproximacion.

5.12 Determinacion de parametros termodinamicos

Se determinaron los parametros termodindmicos de la reaccion Ab-HEL por medio de titulacion
calorimétrica isotérmica (ITC). La técnica ITC se usa cominmente para determinar los parametros
termodinamicos de interacciones bioquimicas. Se utiliza frecuentemente para estudiar desde union
de moléculas pequefias hasta macromoléculas como proteinas y ADN. Es una técnica cuantitativa
que mide directamente y sin perturbaciones la afinidad, el cambio de entalpia (AH°) y la
estequiometria de unidn (n) entre dos o mas especies en solucidon. A partir de estas mediciones
iniciales es posible determinar la energia libre de Gibbs (AGP) y el cambio de entropia (TAS®)

utilizando la ecuacion (8),

AG" =-RTIn(K )= AH" —TAS" (8)

donde R es la constante de los gases y T la temperatura absoluta.

Se utilizd un VP-ITC (Microcal Inc., USA) para la determinacion de todos los parametros
termodindmicos. Este esta compuesto por dos celdas idénticas fabricadas de una aleacién conocida
como Hasteloy, un material conductor de calor éptimo, rodeadas de de una camisa adiabatica
(Figura 5.8). Una de estas celdas se utiliza como referencia y la otra se utiliza para medir el
experimento en cuestion. Cada celda tiene circuitos que sensan la temperatura y el equipo se
ocupa de medir las diferencias que surjan entre ambas celdas. Durante el experimento, la solucién
contenida en la celda muestra se titula con alicuotas conocidas de ligando, produciendo el
calentamiento o el enfriamiento de la celda (dependiendo de la naturaleza de la reaccion). Asi, si la
muestra se enfrid, el equipo se encarga de compensar calentando la celda muestra a la
temperatura de la celda referencia y si la muestra al reaccionar produjo calor, se deja de calentar la
muestra para volver a tener temperaturas comparables entre muestra y referencia. Cada medida
consiste entonces en la cantidad de potencia requerida en un periodo de tiempo para mantener

iguales temperaturas entre muestra y referencia.
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Agitador _ Inyeccién de ligando
Celda Celda
referencia muestra

(1

Camara adiabética

Figura 5.8 - Esquema de la camara adiabatica del Microcal VP-ITC. (1) Control de temperatura de la

celda referencia, (2) calentador de la celda muestra y (3) calentador de calibracion.

En una reaccién exotérmica, la temperatura de la celda muestra se incrementa con la adicién
de ligando. Esto causa que el calentador de la celda muestra deje de calentar hasta compensar la
temperatura de la muestra con la referencia. En una reaccién endotérmica, ocurre lo opuesto; el
calentador de la muestra incrementa su potencia para mantener minima la diferencia de
temperatura entre celda muestra y referencia. Esto se conoce como operacion isotérmica. De este
modo, cada medida es graficada como pcal/seg que se necesitan para mantener a idéntica
temperatura la celda referencia y la celda que contiene la muestra. Los parametros termodindmicos
para la unidon de todos los tipos de fragmentos de Acs Abs (ya sea Fv recombinantes o Fab
provenientes de protedlisis de IgG) a HEL fueron determinados utilizando un VP-ITC. Los Abs
purificados a homogeneidad (controlada por SDS-PAGE) fueron dializados exhaustivamente contra
buffer PBS. En un experimento tipico, alicuotas de entre 3 y 10 ul de 0.3 a 0.9 mM HEL fueron
inyectadas con una jeringa conteniendo 300 ul de esta solucidon sobre la celda muestra, la cual
contiene 1.47 ml de Abs en una concentracién entre 10 y 30 uM. Se utilizé una agitacion de 290
rpm. Se utilizd el método de ajuste de cuadrados minimos para determinar el valor de AH, y se
asumid un equilibrio termodinamico reversible para calcular los valores de AG y AS a partir de la
ecuacion (8). La adquisicion de datos fue realizada con el software provisto por el fabricante,
Microcal Origin 5.0. Se midieron entalpias a diferentes temperaturas, cubriendo un rango entre 15y
45°C.
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5.13 Calculo de entropia configuracional

Los cambios de entropia de unidn entre dos proteinas involucran mayoritariamente cambios en
la entropia configuracional de las cadenas laterales. Cuando el ligando se encuentra libre, éste
puede adoptar mayor nimero de conformaciones que en su estado unido. Los grados de libertad
que se pierden al formarse el complejo incluyen cambios en los angulos dihedros de las cadenas
laterales y principal. Entonces, el cambio de entropia incluye los siguientes términos:

ASCMf =AS

+AS +AS,

conf ,mc conf ,sc
Donde AScont,me Y AScont,sc SON los cambios en la entropia configuracional de la cadena principal y de

las cadenas laterales, respectivamente. AS; es el cambio de entropia rotacional y trasnacional.

La pérdida entropia configuracional de cadena principal y cadenas laterales tiene dos
componentes principales:

1.- restriccion en el nimero de conférmeros accesibles a cada angulo dihedro, y

2.- restriccion en la amplitud del movimiento dentro del pozo energético correspondiente a

cada conformero.

La estimacion de AS.s requiere el calculo del perfil energético completo del sistema, o sea, el
valor de energia para cada posible conformacién de todos los atomos.

La pérdida de energia puede ser calculada entonces como

AS = Sunido - Slibre
donde
S¢= 2pnp, 9

conformaciones

siendo
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_ exp(—E,/kT)
P S exp(-E, /KT)

(10)

En la mayoria de los casos, llevar a cabo estos calculos sobre todas las posibles conformaciones
es impracticable desde el punto de vista computacional, debido a la gran cantidad de proceso
requerido. Por otro lado, se deduce de las ecuaciones anteriores que los estados de baja energia
contribuyen mayoritariamente al valor de entropia.

Una buena aproximacion es calcular el perfil energético solo sobre los valores de los angulos
dihedros. Este proceso solo usa un numero discreto de conformaciones mientras que permite
observar la mayor cantidad de conformaciones de baja energia. Sin embargo, al calcular la energia
como funcién de la conformacién de los dihedros no resulta en un perfil energético realista. En
particular, se exagera el nimero de conformaciones de alta energia por el simple hecho de rotar
alrededor de un angulo, produciendo conformaciones con altos valores de repulsién. En muchos
casos, estas conformaciones de alta energia pueden ser relajadas localmente minimizando la
energia. La estimacion de entropia requiere entonces conocer los valores de energia del sistema
para todas las conformaciones relevantes. La energia del sistema en funcion de un juego limitado

de angulos dihedros se denomina perfil energético.

Estimacion de perfiles energéticos

El método propuesto puede ser utilizado para estimar la entropia configuracional de una
cadena lateral en una determinada estructura. Durante el calculo del perfil energético de una dada
cadena lateral, todos los demas atomos se mantuvieron en sus posiciones originales. Para cada
residuo que forma parte de la interfaz Ag-Ac se calculd un perfil energético al rotar 1° sobre el
dihedro seleccionado. Se utilizaron las ecuaciones (9) y (10) para obtener los valores de energia y
probabilidad para cada conformacion. Las energias fueron calculadas utilizando el potencial
CHARMM.®" °2 para cada combinacién de dihedros las estructuras fueron llevadas a la conformacion
de equilibrio utilizando una rutina de minimizacioén por gradientes conjugados. Una vez obtenidos
los perfiles energéticos de los residuos que conforman la interfaz Ag-Ac de D44.1, F10.6.6 y HEL se
calculd la entropia configuracional para cada uno con el objetivo de observar cambios en la entropia
de residuos que sean determinantes de la diferencia de entropia de formacion del complejo
observada entre D44.1 y F10.6.6.

Dado que existen residuos con uno o mas angulos dihedros, se utilizaron para residuos con dos
angulos dihedros perfiles energéticos en ejes de tres coordenadas, siendo el eje Z la energia,

mientras en el caso mas sencillo, se utilizaron perfiles energéticos en ejes de dos coordenadas.
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5.14 Dicroismo circular

Se utilizd un espectropolarimetro Jasco 1810 para medir espectros de dicroismo circular en el
UV lejano. Esta técnica permitié determinar el contenido de estructura secundaria a 20°C de los Fvs
y Fabs, mediante soluciones de 20 y 8 uM respectivamente. Con estas mismas soluciones se
midieron perfiles de desnaturalizacion térmica utilizando el sistema peltier incluido con el equipo. El
rango de temperaturas medido fue de 5 a 95°C aumentando la temperatura 2°C/min. No se
observo reversibilidad para nuestro sistema, medida por la recuperacién de la elipticidad luego del
enfriado de la muestra desnaturalizada, demostrando la irreversibilidad del proceso. Esto invalida el
calculo de las energias libres de desnaturalizacion; asi, las temperaturas de transiciéon informadas

son consideradas como temperaturas de transicion aparente.

5.15 Fluorescencia

Se midid la fluorescencia intrinseca de triptéfano de Abs y union a ANS de los mismos con un
espectrofluorémetro Perkin Elmer LS50B. En todos los casos se utilizd 1 uM de concentraciéon de
Abs (ya sea Fv o Fab), utilizando un paso de 4 nm tanto para la excitacion como para la emision.
Para medir la fluorescencia intrinseca de los triptéfano de los Abs se utilizd una excitacién a 295 nm
con un barrido de emision de 300 a 400 nm. Para los experimentos de unién a ANS se utilizaron 50
uM de esta sonda, con una excitacién a 380 nm y un barrido de emision de 450 a 600 nm. Todos

los espectros fueron tomados a 25°C en buffer PBS (pH=7.4).

5.16 Dispersion de luz dinamica

Se midi6 dispersion de luz dindmica (Dynamic light scattering, DLS) utilizando un equipo
Malvern ZetaSizer Nano-S (Malvern, USA). La concentracion de Ab utilizada fue de 20 uM para los
Fvs y 10 uM para los Fabs. La desnaturalizacion térmica se llevo a cabo incrementando la
temperatura del sistema 1°C/min con el Peltier incorporado al equipo. Cada medida fue promediada
a partir de seis medidas individuales de 5 segundos cada una. El enfriado de las muestras no
mostréd signos de recuperacion de la sefal original, confirmando la irreversibilidad de la
desnaturalizacion térmica. De este modo, las temperaturas de transicion se consideraron aparentes

para todos los experimentos de DLS. Todos los parametros del equipo se utilizaron por defecto.
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