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FW:
GFP:
H:
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del inglés antibody-dependent enhancement, via alternativa de infeccion de
la célula por el VFA

del inglés Antibody-Directed Enzyme Prodrug Therapy

Acido desoxiribonucleico

del inglés Antibody mediated enzyme formation

Beta-galactosidasa

del inglés baby hamster kidney, linea celular de rifén de hamster

del inglés complementarity determining regions. Regiones determinantes
de complementariedad del anticuerpo, existen tres en cada dominio
variable

Dominios constantes de la cadena pesada

Dominio constante de la cadena liviana

Carboxi

Rojo clorofenol galactopiranésido

Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas, del inglés Enzyme Linked
Immunoabsorbent Assay

Fragmento de un anticuerpo, de unos 50 kDa, que lleva el sitio de unién al
antigeno (Fragment having the antigen binding site). Este fragmento
contiene los dominios V|, -C, de la cadena liviana y C\-Cy1 de la cadena
pesada unidas por un puente disulfuro

Fragmento de un anticuerpo generado por la protedlisis con pepsina.
Presenta union divalente con el antigeno

Fragmento cristalizable de un anticuerpo. Contiene los dominios Cj2-Cy3
en el caso de la IgG

Receptor que reconoce y une la fraccion Fc de un anticuerpo
di-p-D-galactopiranésido de fluoresceina

Fragmento variable del anticuerpo. Corresponde a los dominios variables
(VL y Vy) de las cadenas liviana y pesada, respectivamente

del inglés framework. Regiones de estructura alterna del anticuerpo

del inglés Green Fluorescent Protein

Cadena pesada de un anticuerpo

del inglés human immunodeficiency virus tipo 1

IgG, IgA, IgM, IgE, IgD: Isotipos de las cadenas pesadas. Inmunoglobulinas G, A, M, E, D
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partir de una fusion de los genes de las cadenas pesada (Vy) y liviana (V,)
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2. INTRODUCCION

2.1 Ingenieria de proteinas

La ingenieria de proteinas puede definirse como la disciplina cientifica que busca
personalizar la funcion de las proteinas mutando sus genes (Winter et al., 1982; Wilkinson
et al., 1984). Generada hace unos 20 afios por la combinacion de avances poderosos en
la biologia estructural y la ingenieria genética, la ingenieria de proteinas ha progresado
rapidamente, dando resultados importantes para entender como trabajan las proteinas, y
para aplicaciones practicas en el laboratorio, en la medicina y en la industria. Aunque el
término "ingenieria de proteinas" puede aplicarse a diversos tipos de metodologias y
metas definidas, quizas el area hacia donde la mayoria del trabajo se ha enfocado es la
cuestion sobre como la estructura determina la funcion (Kossiakoff y Smith, 1993). El
entendimiento de los principios estructurales que definen la funcién proteica se refiere a
todos los niveles de informacion, desde el primario al cuaternario. Obviamente, la
ingenieria de proteinas es mas poderosa cuando se conoce la estructura tridimensional
de la proteina y cuando ésta se puede usar para definir experimentos, asi como para

interpretar los resultados (Erickson y Abdel-Meguid, 1994).

Los primeros trabajos de disefio y construccion de nuevas proteinas utilizaban
técnicas basadas en mutagénesis dirigida, por medio de la cual pueden introducirse una o
mas mutaciones puntuales dentro de una proteina con base en un analisis tridimensional
de la estructura proteica, y una mutagénesis a gran escala por adicion, sustitucién o
delecion de fragmentos polipeptidicos. Por medio de la ingenieria de proteinas se han
podido producir de forma recombinante anticuerpos, hemoglobina e insulina para ser
usados como agentes terapéuticos y toxinas para su uso como vacunas entre otras
aplicaciones. También se han podido analizar las propiedades de las proteinas a través
de ensayos con mutantes obtenidos en el laboratorio. Por ejemplo, determinando los sitios
activos y las propiedades alostéricas de enzimas y por tanto, evaluando el papel de las
interacciones no-covalentes en la catalisis y la funciéon de residuos cataliticamente
importantes, ubicando los sitios de union para determinar la energia del reconocimiento
molecular, y trazando la via y energia del plegamiento y estabilidad proteicos (Fersht y
Winter, 1992).
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Existen varios motivos por los cuales la union y la catalisis son dos de las funciones
proteicas mas importantes que se pueden modificar. En primer lugar, porque la capacidad
para controlar y manipular los determinantes del reconocimiento biomolecular y la catalisis
pueden mejorar la comprension de los procesos biolégicos fundamentales. En segundo
lugar, porque las tecnologias que permiten la determinacion rapida de la especificidad de
unién de practicamente cualquier molécula blanco pueden proporcionar reactivos de
afinidad para el analisis bioquimico, bioseparaciones, aplicaciones diagndsticas y terapia.
Y en tercer lugar, porque la capacidad de alterar la especificidad de sustrato y el
funcionamiento de los enzimas puede facilitar la sintesis de productos quimicos finos (por
ejemplo, glicosil transferasas) y permitir la modificacién de moléculas bioldgicas in vitro y

posiblemente in vivo (por ejemplo, nuevas endopeptidasas).

2.1.1 Ingenieria de anticuerpos

Los anticuerpos poseen una serie de propiedades que los convierten en moléculas
de gran interés para propositos de ingenieria. Su estructura consiste en cuatro cadenas
peptidicas, dos cadenas livianas (L) (24 kDa / 220 aminoacidos cada una) y dos cadenas
pesadas (H) (55-70 kDa / 440 aminoacidos cada una) que estan unidas entre si por
puentes disulfuro y otras uniones no covalentes (Harlow y Lane, 1988; Roitt, 1991) (Figura
1). Tanto la cadena pesada como la liviana contienen varias secciones homoélogas
formadas por secuencias de aminoacidos que son similares mas no idénticas. Estas
unidades homologas estan formadas por 110 aminoacidos aproximadamente y se llaman
dominios de inmunoglobulinas. Cada cadena liviana estd conformada por un dominio
variable (V.) y un dominio constante (C.). Existen dos tipos de cadena liviana, lambda (A)
y kappa (x). La cadena pesada contiene un dominio variable (Vy) y 3 6 4 dominios
constantes (Cy1, Cy2, Cy3 y Cyd, dependiendo de la clase de anticuerpo o del isotipo).
Existen 5 tipos diferentes de cadenas pesadas (isotipos): IgG, IgA, IgM, IgE e IgD (y, a, u,
¢y 6). La regioén ubicada entre los dominios Cy1 y Cy2 se denomina regién bisagra ya que
proporciona flexibilidad a los dos brazos Fab de la molécula de anticuerpo, permitiendo
que se abran y cierren para acomodar la unidon de dos determinantes antigénicos

separados por una distancia fija.

Los estudios de estructura/funcion llevados a cabo para la inmunoglobulina G

(IgG) han ayudado a descubrir que enzimas proteoliticas como la papaina pueden separar
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la molécula en fragmentos que poseen propiedades biolégicas especificas. La papaina
rompe la molécula de IgG en la region de bisagra para producir dos fragmentos idénticos
de union al antigeno (Fab), que retienen su capacidad de union, y una regién del
fragmento que no se une al antigeno denominada regién del fragmento cristalizable (Fc)
(Figura 1). EI dominio Fc esta glicosilado y posee muchas funciones efectoras (unién al
complemento, unién a receptores celulares en macréfagos y monocitos, entre otras).
Estos dominios no sdlo se pueden obtener por digestion proteolitica. El fragmento Fab por
ejemplo, puede producirse separado del resto del anticuerpo utilizando técnicas de
biologia molecular, e incluso se pueden crear anticuerpos biespecificos en los cuales dos
fragmentos Fab se unen covalentemente y cada uno de ellos conserva una unica

especificidad de antigeno (Fanger et al., 1991).

Unién al antigeno
(Paratopo)

Fragmentos obtenidos mediante
ingenieria de anticuerpos

Idiotipo P
_
KOA —»
“Primers” \ Fv
para cadena
Activacion - pesada
Isotipo del complemento \ /m(' >\
I
Fc \WM “Primers” para
cadena liviana
Unién a \
macréfagos
— -— 7,080 ¢

Q Q

o [0}

o o
Cadena scFv
pesada 5

W' Gadena
" iviana

Digestién con papaina

+ “Linker”

Fab

Figura 1. Representacion esquematica de una molécula de anticuerpo IgG. Se muestran la composicién en
subunidades y la distribucion de dominios dentro de las cadenas polipeptidicas. En la parte izquierda abajo
se muestra el fragmento Fab generado por digestion proteolitica y en la derecha los fragmentos obtenidos
por tecnologia recombinante. Modificada a partir de la imagen hecha por Molecular Probes, Inc.
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La mayor parte de la investigacion en ingenieria de anticuerpos se ha enfocado
hacia los dominios de unién al antigeno. La gran diversidad en el repertorio de
anticuerpos permite seleccionar y generar moléculas con una determinada especificidad
de antigeno, que pueden ser utilizadas para aplicaciones en medicina, terapia,
diagnéstico o el desarrollo de catalizadores basados en anticuerpos. Esta inmensa
diversidad estd contenida en tan soélo seis lazos adyacentes denominados regiones
hipervariables o regiones determinantes de complementariedad (CDRs), tres en cada
dominio variable, las cuales unen el antigeno. Las CDRs pueden variar en secuencia,
tamano y conformacién, y se encuentran entre regiones "framework" (FW) que son

relativamente constantes (Roitt, 1991) (Figura 1).

En 1988, los grupos de Skerra y Better dieron un gran impulso a las técnicas de
ingenieria de anticuerpos demostrando que en Escherichia coli se podian producir
fragmentos de anticuerpo. El mas pequeno de tales fragmentos es el Fv ("fragment
variable"), que se obtiene por asociacion de los dominios variables de la cadena pesada
(Vh) y la cadena liviana (V) del anticuerpo (Better et al., 1988; Skerra y Plickthun, 1988).
Sin embargo, las interacciones hidrofébicas entre estos dos dominios no son muy fuertes
y por tanto se necesitaba crear un enlace covalente entre las cadenas Vy y V. para
obtener una molécula estable y minimizar los problemas de plegamiento que se
presentaban cuando las dos cadenas se producian individualmente. La aproximacion mas
comun es usar un "linker" peptidico flexible de 15-20 residuos para unir los dos dominios.
La secuencia mas utilizada es (GlysSer)s, que esta disefiada para que sirva de puente en
el espacio de 3.5 nm que hay entre el extremo carboxi-terminal de la cadena Vy y el
extremo amino-terminal de la cadena V.. El fragmento resultante se denomina "single-
chain Fv fragment" o scFv (Bird et al., 1988; Huston et al., 1988) (Figura 1) y se ha
mostrado que su afinidad y estabilidad son, generalmente, comparables con las del
anticuerpo nativo (Huston et al., 1988; Takkinen et al., 1991). Otra aproximacién es crear
un puente disulfuro en la interfase entre la Vy y la V. (Reiter et al., 1994), siendo

generalmente mas estable que el scFv a la desnaturalizacion térmica en suero.

2.1.2 "Phage display"

Una de las estrategias que tiene una gran aplicabilidad en la ingenieria de

proteinas es la metodologia de "phage display". La exposicion de proteinas sobre la
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superficie de bacteriéfagos mediante fusion a una proteina menor plll de la cubierta del
fago (Smith, 1985), junto con la generacién de amplios repertorios macromoleculares y el
uso de poderosos esquemas de seleccidon-amplificacion, ha llevado al aislamiento de
varios tipos de proteinas utiles en el estudio de las propiedades de union a ligandos asi
como del plegamiento y catalisis (Roberts et al., 1992; Lowman y Wells, 1993; Winter et
al., 1994; Greisman y Pabo, 1997). En particular, ahora es posible aislar anticuerpos
dirigidos contra virtualmente cualquier antigeno de interés a partir de librerias de
anticuerpos en fagos (Marks et al., 1991; Griffiths et al., 1994; Nissim et al., 1994;
Vaughan et al., 1996; Pini et al., 1998). Incluso, se han hecho intentos de utilizar la
tecnologia de "phage display" para la seleccién de nuevas actividades enzimaticas a partir
de colecciones grandes de librerias de enzimas expuestos en fagos (Widersten y
Mannervik, 1995; Pedersen et al., 1998; Demartis et al., 1999; Jestin et al., 1999).

Actualmente, el aislamiento de anticuerpos dirigidos contra proteinas purificadas
(utilizando la tecnologia de hibridoma o librerias de "phage display"), es en cierto modo un
procedimiento estandar. Mientras que para muchas aplicaciones los anticuerpos pueden
ser caracterizados convenientemente utilizando métodos convencionales (ELISA,
inmunoblots, inmunoquimica, inmunofluorescencia), existen otras aplicaciones limite de la
ingenieria de anticuerpos que requieren un analisis mas detallado del proceso de unién al
antigeno. Por ejemplo, el desarrollo de ligandos de muy alta afinidad para aplicaciones
terapéuticas y de diagnostico (Morris et al., 1998; Kusser, 2000; Els Conrath et al., 2001),
de anticuerpos capaces de plegarse y unirse en un ambiente reductor (por ejemplo, en el
citoplasma celular) (Pantoliano et al., 1991; Martineau et al., 1998; Martineau y Betton,
1999; Tavladoraki et al., 1999), o el aislamiento de reactivos de afinidad que reconozcan
un epitopo especifico o una conformacion del antigeno (Barbas y Burton, 1996; Kirkham
et al., 1999), requieren frecuentemente una caracterizacion detallada del anticuerpo. Para
evaluar eficientemente el funcionamiento de las proteinas modificadas, se necesitaria un
instrumento que realice la deteccion de la unidn en tiempo real, y que permita la medicion
de constantes cinéticas y termodinamicas bajo diferentes condiciones experimentales (por
ejemplo, tampon y temperatura) y el estudio de complejos multimoleculares.
Esencialmente, todas estas posibilidades las ofrece la tecnologia de biosensores (Huber
et al, 1999; Van Regenmortel y Choulier, 2001).

21



Introduccién

2.2 Biosensores

Un biosensor puede definirse como un instrumento que utiliza un elemento biolégico
como parte intima de un sensor y que permite la deteccion rapida y facil de las
interacciones biomoleculares. Esta deteccion ocurre a dos niveles; uno en el que las
propiedades fisicas de la macromolécula cambian debido a la unién y otro en el que se

produce una sefal macroscopica que permite detectar este cambio.

Existen varios tipos de biosensores: sensores fisicos (Ramanathan y Danielsson,
2001), electrodos enzimaticos (Guilbault y Kauffmann, 1987; van der Schoot y Bergveld,
1987; Scheller et al., 1988; Kauffmann y Guilbault, 1992; Phadke, 1992; Bakker y Telting-
Diaz, 2002), biosensores de células inmovilizadas (Campanella et al., 1995; Pancrazio et
al.,, 1999; Hollis et al., 2000; D’'Souza, 2001; Hansen y Sorensen, 2001; Hahn y
Toutchkine, 2002), inmunosensores (Morgan et al., 1996; Ghindilis et al., 1998; Stefan et
al., 2000) y biosensores opticos (Freitag, 1993; Ramsden, 1997; Leatherbarrow y
Edwards, 1999; Cullum y Vo-Dinh, 2000; Brynda et al., 2002; Cooper, 2002; Marazuela y
Moreno-Bondi, 2002; Wolfbeis, 2002). Otros biosensores utilizan sondas de ADN como
elemento biolégico (O’Sullivan, 2002) o incluso organismos multicelulares (Wijesuriya y
Rechnitz, 1993; Lagido et al., 2001).

El desarrollo de la mayoria de biosensores requiere la identificacion de una
macromolécula que proporcione la especificidad deseada (un anticuerpo o una enzima), el
descubrimiento de una sefal adecuada y la construccion de un detector adaptado a la
macromolécula en cuestion. Sin embargo una de las limitaciones que presentaba esta
estrategia es que como cada molécula es Unica se requeria mucho tiempo para su

desarrollo y optimizacion (Hellinga y Marvin, 1998).

Por otra parte, la aplicacion practica de los biosensores puede dificultarse por la
propension que tiene el elemento bioldgico a ser destruido por el elemento que se quiere
detectar. Para aplicaciones comerciales un sistema sensor debe ser econdémico y
desechable o ser capaz de operar continuamente por cierto tiempo, pero la mayoria de
biosensores son dificiles de producir en gran cantidad y tan solo son estables para

realizar unas pocas mediciones. Esto hace que exista un continuo interés en la busqueda
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de nuevas alternativas de biosensores que disminuyan los costos de produccion y cuya

estabilidad permita muchas mediciones.

Para superar las dificultades que se presentan en el desarrollo, aplicacion y
produccion de los biosensores se han utilizado técnicas de ingenieria de proteinas con las
cuales se busca adaptar las propiedades de los sensores a los instrumentos de deteccion
disponibles. Mediante esta aproximacion se han generado otro tipo de biosensores con
los cuales se busca que la mayoria de las funciones estén agrupadas en una sola

molécula.

2.2.1 Biosensores moleculares

La caracteristica distintiva de este tipo de biosensores es que la deteccion de las
sustancias se hace mediante la interaccibn de una macromolécula y su ligando. La
estrategia para obtener un sensor eficiente consistiria en desarrollar un sistema modular
en el que la funcion de transduccién de sefal permanezca constante a pesar de que el
sitio de unién varie, de manera que se puedan crear biosensores genéricos que permitan
usar los mismos instrumentos de deteccién y a la vez medir una amplia gama de analitos.
Lo ideal seria que estos sensores moleculares fueran homogéneos, de manera que no se
requiriera un cambio en la composicion del sensor. Esto se lograria integrando
directamente la funcidon de transduccion de sefal dentro de la propia macromolécula
(Hellinga y Marvin, 1998).

Se han utilizado dos estrategias basicas para disefar este tipo de biosensores
modulares. La primera se basa en la busqueda de una proteina con una especificidad
apropiada a la cual se le introduce una funcién de transduccion de senal. La segunda,
consiste en identificar una proteina con una funcién de transduccion de sefal particular y
bien caracterizada y anadirle sitios de unién apropiados. De las dos, la mas utilizada ha
sido la primera, en la cual se ha unido covalentemente un grupo indicador, como por
ejemplo un fluoroforo, a una proteina con ciertas caracteristicas de uniéon especificas
(Pollack et al., 1988; Adams et al., 1991; Brune et al., 1994; Gilardi et al., 1994; Post et al.,
1994; Marvin et al., 1997). Una alternativa a esta aproximacion ha sido la construccion de
ensamblajes macromoleculares en los que las funciones de reconocimiento y produccion

de senal residen en moléculas diferentes. Existen una serie de sensores que se han
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construido de esta forma uniendo anticuerpos y péptidos transmembranales formadores
de poros (Cornell et al., 1997).

Se han identificado tan soélo unos pocos sistemas que poseen funciones de
transduccién de sefal intrinsecas que pueden ser moduladas por medio de la introduccion
de un sitio de union: la a-hemolisina, una proteina transmembranal bacteriana que se ha
utilizado con éxito para construir biosensores electroquimicos (Braha et al., 1997), la
"green fluorescent protein" (GFP) cuyas propiedades se han aprovechado para construir
un sensor optico (Miyawaki et al., 1997; Romoser et al., 1997) y por ultimo la fosfatasa
alcalina (Brennan et al., 1995), la B-galactosidasa de Escherichia coli (Benito et al., 1996),
la B-lactamasa (Legendre et al., 1999) y la proteina "tailspike" (TSP) del bacteriéfago P22
(Ramirez et al., 1999), la mayoria de las cuales son enzimas a las que se les han
insertado epitopos de unién a anticuerpo dentro o cerca de sus sitios activos y cuya
funcion puede modularse por la unién con el ligando, ya sea aumentando o disminuyendo
su actividad. Mas importante aun, la magnitud de dicha modulacién ha mostrado ser
dependiente de la concentracion del anticuerpo especifico utilizado (Brennan et al., 1994;
Benito et al., 1996).

2.2.2 pB-galactosidasa como elemento transductor

El enzima B-galactosidasa de Escherichia coli (3-D-galactésido galactohidrolasa,
E.C. 3.2.1.23), codificado por el gen lacZ, esta compuesto por cuatro subunidades
idénticas de 116.353 Da cada una (figura 2) unidas no covalentemente (Mooser, 1992;
Jacobson et al.,, 1994), pero puede presentar formas agregadas de 8, 16 y mas
mondmeros (Marchesi et al., 1969). Aunque cada tetramero tiene cuatro centros activos
(Jacobson et al., 1995), cada uno de ellos esta formado por residuos de diferentes

mondmeros, por lo tanto, solo la forma tetramérica es activa.

Este enzima cataliza la hidrolisis del enlace B1-4 de la lactosa en galactosa y
glucosa, permitiendo asi que este azucar sea utilizado por las células como fuente de
carbono en el crecimiento de bacterias heterotroficas (Jacob y Monod, 1961). También
cataliza la isomerizacién de la lactosa (galactosil-B-D-(1,4)-glucopiranosa) a alolactosa
(galactosil-B-D-(1,6)-glucopiranosa), principal inductor del operén lac de E.coli (Huber et

al.,, 1976). Mediante técnicas de mutagénesis dirigida se han podido determinar los
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aminoacidos claves en la catalisis, Glu-461 (Bader et al., 1988; Richard et al., 1996), Tyr-
503 (Ring et al., 1988), Glu-537 (Gebler et al., 1992) e His-540 (Roth y Huber, 1996). La
Gly-794 se ha descrito también como punto de unién al sustrato (Martinez-Bilbao y Huber,
1994). Cada subunidad tiene, ademas, un sitio de union a Mg2+ o Mn?*, elementos que
aumentan significativamente la velocidad de reaccidon para la mayoria de sustratos.

También puede ser activada por Na?* o K** (Wallenfels y Weil, 1972).

Figura 2. Representacion en RasMol® de la estructura tridimensional de la pB-
galactosidasa, segun coordenadas de Jacobson et al. (1994). Las letras N y C indican
las posiciones aproximadas de los extremos amino y carboxi-terminal respectivamente.

La pB-galactosidasa puede ademas hidrolizar otros sustratos analogos a la lactosa
dando productos coloreados facilmente cuantificables por espectrofotometria o
visualizacion in situ, tal es el caso del ONPG (orto-nitrofenil-3-D-galactopirandsido), que
da un producto de color amarillo, el (CPRG) rojo clorofenol galactopiranésido con un color
rojo y el 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido (X-gal) de color azul. Esta
caracteristica junto con el desarrollo de ensayos enzimaticos sencillos y rapidos (Miller,
1972) ha permitido utilizar /lacZ como un gen indicador universal tanto en biologia

molecular como celular (Ullmann, 1992).
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Dentro del campo de la ingenieria de proteinas, la -galactosidasa se ha utilizado
también como modelo de proteina portadora para fusiones e inserciones de polipéptidos
heterdlogos (Silhavy y Beckwith, 1985; Ulimann, 1992). La aparicion a principios de los
afios 80 de vectores con sitios multiples de clonaje en el extremo 5' del gen lacZ
(Casadaban et al., 1980), permitieron la creacion de proteinas de fusién con la f-
galactosidasa. Aunque los dos extremos del enzima se han utilizado para esta finalidad, el
extremo amino-terminal ha demostrado ser mucho mas tolerante a la delecion de
pequefios fragmentos y a la fusién de polipéptidos sin una pérdida importante de la
actividad (Ullmann, 1992), mientras que el extremo carboxilo es mucho mas restrictivo en

este aspecto (Corchero et al., 1996; Viaplana et al., 1997, Corchero y Villaverde, 1999).

Estas proteinas recombinantes tienen varias aplicaciones en biotecnologia, tales
como el seguimiento de la produccién de proteinas en bioreactores (Benito et al., 1993), la
purificacion (Ullmann, 1984) y la mejora de la estabilidad de proteinas heterdlogas
(Marston, 1986). No obstante, algunas veces se pueden dar casos de protedlisis de
proteinas truncadas, mutadas o fusionadas a la B-galactosidasa (Yang et al., 1995;
Corchero et al., 1996). En la mayoria de casos la degradacién de estas proteinas da lugar
a un primer fragmento estable de unos 90 kDa denominado fragmento B (McKnight y
Fried, 1983). La sensibilidad de las proteinas [-galactosidasa recombinantes parece
depender de la masa molecular del péptido fusionado y de las presiones
conformacionales que este dominio heterélogo ejerce sobre la estructura global de la

molécula, el cual puede llegar a afectar el proceso de plegamiento (Corchero et al., 1997).

Otra de las aplicaciones que se ha descrito para la B-galactosidasa es la insercién
de pequeios péptidos en su superficie para crear enzimas multifuncionales (Baum et al.,
1990). De esta forma se ha comprobado que esta proteina puede soportar pequefias
inserciones, aunque en la mayoria de los casos se ha visto que hay una pérdida
importante de la actividad especifica en las proteinas recombinantes. Existen varios
ejemplos de estrategias de insercién, como es el caso de la utilizada por el grupo de Breul
y colaboradores (1991), que llevaron a cabo la insercion de oligonucleétidos de 8 bases
para comprobar la estructura en diferentes dominios del mondmero, y Benito vy
colaboradores (1994) que localizaron dos sitios permisivos (entre los aminoacidos 275 y
279) en la B-galactosidasa capaces de soportar inserciones hasta de 27 aminoacidos con

tan solo una reduccién moderada de la actividad especifica. La disponibilidad de la
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estructura tridimensional (Jacobson et al., 1994) ha ofrecido la posibilidad de llevar a cabo
estas inserciones de una forma mas racional. A partir de la secuencia, las coordenadas y
la visualizacion de la estructura, es mas sencillo buscar los sitios permisivos para péptidos
funcionales en lazos expuestos al solvente, tal es el caso del trabajo realizado por Feliu y
Villaverde (1998) en el cual se determind que las posiciones 249 y 581 son sitios

permisivos para la insercion de péptidos foraneos.

Por otra parte, se ha reportado que formas inactivas de p-galactosidasa con
mutaciones puntuales (AMEF) pueden ser reactivadas de una forma dependiente del titulo
(Celada et al., 1978) cuando se incuban con sueros dirigidos contra la B-galactosidasa
salvaje (Rotman y Celada, 1968). Esta activacion, que podia obtenerse ya sea con Fab
monovalente (Celada et al., 1978) o con anticuerpos monoclonales bivalentes (Accolla et
al., 1981), pudo observarse in vivo por la produccién de scFvs intracelulares en células
Lac™ (Martineau et al., 1998).

Como se describioé anteriormente, para el desarrollo de biosensores modulares es
indispensable contar con una molécula capaz de proporcionar la transduccién de senal.
Dentro de este contexto se puede decir que de todas las caracteristicas que presenta la f3-
galactosidasa existen tres muy importantes que la convierten en un posible elemento
transductor dentro del disefio de nuevos biosensores, éstas son: la posibilidad de realizar
ensayos enzimaticos cuantitativos de una manera sencilla, su tolerancia a fusiones de
polipéptidos foraneos y la capacidad de ser reactivada por anticuerpos dirigidos contra los
epitopos insertados. En particular, dichos aspectos permitirian utilizar este enzima en la
deteccion de ligandos especificos para los péptidos insertados mediante medicién del

cambio producido en la actividad enzimatica tras la union péptido-ligando.

En este sistema modular de biosensor haria falta un elemento que ejerza la
funcion de unién al ligando, en la mayoria de los casos se han utilizado péptidos
antigénicos cortos que actuarian como elementos sensores que al exponerse en la
superficie del enzima son capaces de traducir la interaccién molecular con el analito en

variaciones detectables de la actividad enzimatica.
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2.2.3 El sitio antigénico A del virus de la fiebre aftosa (VFA) como péptido funcional

El virus de la fiebre aftosa (VFA) pertenece al género Aphtovirus de la familia
Picornaviridae. Es el agente etiolégico responsable de la fiebre aftosa, enfermedad que
afecta animales biungulados domésticos (cerdos, cabras, bévidos y ovejas) y salvajes
(ciervos, osos, elefantes, etc), produciendo lesiones vesiculares o aftas en las mucosas
(lugar de entrada del virus) y ciertas zonas epiteliales. Aunque la tasa de mortalidad en
animales adultos es baja, en animales viejos y muy jévenes puede llegar al 50%, y la tasa
de morbilidad es cercana al 100%, generalmente por lesiones cardiacas irreversibles
(Bachrach, 1968). Las pérdidas econdémicas originadas directa o indirectamente por esta
enfermedad hace que sea considerada una de las enfermedades viricas mas importantes

econdmicamente.

El VFA, al igual que otros virus RNA, debido al mecanismo de replicacion por la
RNA polimerasa viral, presenta una elevada tasa de mutacion. Este factor, combinado con
el gran tamafo de las poblaciones virales, determina una gran heterogeneidad genética
dentro de una poblacion, que implica que un virus RNA consista en una mezcla compleja
de secuencias gendmicas relacionadas pero no idénticas, demoninada cuasi-especie viral
(Domingo y Holland, 1988).

Como consecuencia de esta elevada variabilidad, el VFA presenta siete serotipos
(A, O, C, ASIA, SAT1, SAT2 y SAT3), sin que se detecte inmunidad cruzada entre ellos.
Cada serotipo incluye un gran niumero de variantes y subtipos (Pereira, 1977). También
se ha sugerido que cada aislado puede ser no solo genética sino también
antigénicamente unico (Domingo et al., 1990). Esta gran heterogeneidad antigénica puede

convertirse en un obstaculo importante para el control de esta enfermedad.

El genoma viral esta constituido por una unica molécula de RNA monocatenario de
polaridad positiva de unos 8500 nucleétidos de longitud. En su extremo 3’ tiene una
secuencia poliadenilada de unos 60-80 residuos cuya eliminacién conlleva a una pérdida
de la capacidad infectiva del virus. En el extremo 5’ se encuentra una proteina viral (VPg)
unida covalentemente al RNA viral, la cual con una forma uridilada podria tener algun
papel como encebador en la sintesis del RNA viral (Wimmer, 1979). Entre la proteina VPg

y el comienzo de la region que codifica las proteinas virales hay una regién de policitidina
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(poli C) de unos 100-200 nucledtidos de longitud. Esta va seguida de una zona formada
por una secuencia de 435 bases que permite la traduccion independiente de cap,
denominada IRES (secuencia interna de entrada de ribosomas) (Belsham y Brangwyn,
1990), que se encuentra en una posicién inmediatamente anterior al primer codén de

iniciacion (Figura 3).
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Figura 3. Esquema del genoma del VFA y del procesamiento de las proteinas viricas

La traduccion del RNA mensajero comienza a partir de dos codones de iniciacion
separados por 84 nucledtidos (Beck et al., 1983). Estos codones de iniciacidon dan lugar a
dos proteinas lideres diferentes: Lab y Lb (Clarke et al., 1985; Sangar et al., 1987). Estas
proteinas L intervienen en el procesamiento de la proteina celular p220 (componente del
complejo de unién del cap al ribosoma eucarioético), lo que provoca la inhibicion de la

sintesis de proteinas de la célula infectada (Devaney et al., 1988).

La traduccién del RNA viral da lugar a una poliproteina que es procesada
posteriormente por la accién de 3 proteasas: 3C que interviene en frans en la mayor parte
de los procesamientos, 2A que podria catalizar en cis la separacion de 2A/2B y L que
autocataliza su separacion de la poliproteina (Strebel y Beck, 1986; Palmenberg, 1990). El

primer procesamiento de la poliproteina da lugar a la proteina L y a 3 precursores
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denominados P1, P2 y P3. La region P1 codifica las proteinas de la capside viral VP4,
VP2, VP3 y VP1. El procesamiento entre P1 y P2 tiene lugar entre 2A y 2B en ausencia
de las proteasas L y 3C, y se ha sugerido que la secuencia de union entre 2A y 2B

(NPGP) es inestable y se hidroliza sin ser enzimaticamente proteolizada (Porter, 1993).

La region P2 codifica las proteinas 2B y 2C. No se conoce la funcion de la proteina
2B. La proteina 2C parece estar implicada en la sintesis del RNA viral y se especula que

se podria tratar de una helicasa.

La region P3 codifica las proteinas 3A, 3B, 3C y 3D. Se especula que 3A podria
servir de anclaje de 3B a la membrana en forma de 3AB (Porter, 1993), mientras que 3B
es la proteina VPg. Esta presenta la particularidad de ser la Unica proteina precursora de
tres proteinas casi iguales y con idéntica funcion. 3C es la proteasa responsable de la
mayoria de los procesamientos de la poliproteina en cis y en trans, y también del clivaje
especifico in vivo de la histona H3, lo que provoca la inhibicién de la transcripcion celular
(Falk et al., 1990; Tesar y Marquardt, 1990). La proteina 3D forma parte de la RNA
polimerasa del virus, probablemente junto con otros factores celulares. Anteriormente se
ha demostrado que las particulas virales contienen una molécula de esta proteina, sin que
se haya aclarado hasta el momento su papel biolégico (Newman et al., 1994). Esta se
caracteriza por tener una secuencia muy conservada entre diferentes serotipos (Martinez-
Salas et al., 1985) y tiene muchas regiones de homologia con diferentes RNA polimerasas
de virus de plantas, de animales y bacteriofagos (Kamer y Argos, 1984). La proteina 3D
es el antigeno VIA (antigeno asociado a la infeccion viral) (Cowan y Graves, 1966;
Polatnick y Arlinghaus, 1967), que aparece en animales enfermos de fiebre aftosa, y que
presenta reacciones cruzadas en todos los serotipos (Newman et al., 1979). La accién de
la polimerasa en la replicacion del genoma virico resulta en una elevada tasa de

mutacion, base de la gran variabilidad genética del VFA.

La capside virica presenta simetria icosaédrica con un radio aproximado de 150A y
esta compuesta por 60 copias de cuatro proteinas estructurales diferentes, VP1 a VP4.
Las proteinas VP1 a VP3 estan parcialmente expuestas y conforman la cubierta proteica,
tienen un peso molecular aproximado de 35 kDa y presentan una estructura muy similar
formada por un cuerpo de ocho laminas B antiparalelas (Rossmann et al., 1985),

nombradas alfabéticamente, por convencion, de acuerdo con el orden en la secuencia de
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aminoacidos. Estan conectadas por lazos de longitud variable, que se identifican por las
laminas B que unen y que estan implicados en la antigenicidad del virus. La particula viral
esta formada por 60 protdbmeros, compuesto cada uno por una molécula de cada proteina
estructural. Grupos de 5 protémeros constituyen los 12 pentameros que se unen para
formar la capside. Los extremos amino-terminales de cada proteina se entrelazan para
formar una red en el interior de la cubierta proteica. Cinco extremos amino-terminal de
VP3 forman un cilindro helicoidal de cinco laminas  en el interior del virion sobre cada
uno de los ejes quintuples icosaédricos. Este cilindro B estabiliza el pentamero y se cree

que es importante para su ensamblaje (Hogle et al., 1985; Arnold et al., 1987).

La proteina VP4 es mas pequefia que los otros polipéptidos virales y se encuentra
en el interior de la cubierta proteica del virion. Esta proteina presenta una molécula de
acido miristico en el extremo aminoterminal (Acharya et al., 1989). Esto puede promover

su asociacion con membranas lipidicas durante el ensamblaje viral o la decapsidacion.

Se distinguen tres sitios antigénicos topoldgica y funcionalmente diferentes:

e un sitio antigénico principal que se denomina sitio A, el cual se localiza en el lazo
BG-BH de la proteina VP1 (aminoacidos 140 a 160), que sobresale de la superficie del
virion (Strohmaier et al., 1982; Acharya et al., 1989; Lea et al., 1994). El sitio A esta
formado por multiples epitopos B continuos (Mateu et al., 1987, 1988, 1989, 1990, 1994 y
1995) y se ha demostrado que es la regiéon mas variable de este virus (Feigelstock et al.,
1992). Incluye un motivo RGD (Arginina-Glicina-Acido Aspartico) altamente conservado,
involucrado en la unién a receptores celulares (Fox et al., 1989; Mason et al., 1994;
McKenna et al., 1995; Mateu et al., 1996; Neff et al., 1998). Se ha demostrado que el virus
inicia la infeccion utilizando estos receptores dependientes del motivo RGD,
concretamente las integrinas o3, aBs ¥ awfB1 (Berinstein et al., 1995; Jackson et al.,
2000a; Jackson et al., 2000b; Jackson et al., 2002), e incluso se han sugerido otros
receptores como heparan sulfato (Jackson et al., 1996; Sa-Carvalho et al., 1997) y la
integrina asBs (Amadori et al., 1994; Chambers et al., 1996; Villaverde et al., 1996) como
sitios secundarios de unién, esencialmente en virus adaptados al cultivo in vitro. Por otra
parte, se ha propuesto que debido a que esta zona se encuentra bastante expuesta en la
superficie del virion, el VFA poseeria una elevada variabilidad en las secuencias
adyacentes al motivo RGD (Sobrino et al., 1983; Acharya et al., 1989; Mateu et al., 1990;

Taboga et al., 1997) y de este modo podria evadir la respuesta humoral ya que se ha visto
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que anticuerpos dirigidos contra esta regidon son capaces de neutralizar la infectividad del
virus (Fox et al., 1989; Novella et al., 1993; Verdaguer et al., 1997).

e el extremo carboxiterminal de la VP1 (residuos 195-209), que en el serotipo O
constituye un sitio antigénico independiente y secundario que se denomina sitio C y,

e en el caso del serotipo C se ha descrito otra zona principal denominada sitio
antigénico D, formado por epitopos discontinuos que incluyen residuos de las proteinas
VP1 (alrededor del aminoacido 193), VP2 (entre los aminoacidos 70 y 80) y VP3 (residuos
58-61) (Lea et al., 1994).

La complejidad biolégica que posee la estructura antigénica del sitio A motivé el
uso de la proteina VP1 como modelo en la producciéon de proteinas de fusion a j-
galactosidasa. Para llevar a cabo esos estudios, se utilizd como péptido heterdlogo una
secuencia de 23 aminoacidos (residuos 134 a 158) que incluye el sitio A del clon C-S8c1
(Lea et al., 1994), correspondiente al lazo BG-fH y que se denomina péptido GH23. Este
fragmento incluye también la secuencia conservada, RGD, un motivo que constituye un
elemento de reconocimiento en muchos procesos de adhesion celular dependientes de
integrinas (Pierschbacher y Ruoslahti, 1987; Ruoslahti y Pierschbacher, 1987) como es el
caso de los receptores a3 y o5 de la vitronectina (Smith et al., 1990) o el receptor asp+
de la fibronectina (Pytela et al., 1985).

Muchos patégenos utilizan este motivo RGD para el reconocimiento y unién a la
membrana de la célula huésped, como por ejemplo los adenovirus, coxsackievirus A9,
echovirus 22 y otros ademds del VFA. Los motivos RGD se localizan en el extremo de
lazos proteicos moébiles expuestos al solvente con las cadenas laterales de la Arginina y el
Aspartico orientadas hacia el exterior y en direcciones opuestas. La estructura
tridimensional del lazo BG-BH no se ha podido posicionar en viriones nativos ya que es
invisible por cristalografia de rayos X (Acharya et al., 1989; Logan et al., 1993; Rowlands
et al.,, 1994; Lea et al., 1994), pero se ha resuelto en viriones del serotipo O reducidos
quimicamente en un puente disulfuro que conecta esta region con la proteina VP2 (Logan
et al., 1993; Rowlands et al., 1994). Por otra parte, también se ha resuelto la estructura de
un péptido de 15 aminoacidos (denominado A15) que reproduce el sitio A del serotipo C
(aislado C-S8c1) unido a un Fab de un anticuerpo neutralizante (Verdaguer et al., 1995).
En los dos casos el lazo presenta una estructura muy similar, con una hélice a corta en el

extremo carboxilo compuesta por 8 aminoacidos y con los extremos interactuando uno
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con el otro dando a la estructura un caracter ciclico. La similitud estructural de este lazo
entre serotipos diferentes demuestra la importancia que esta disposiciéon espacial tiene en

la funcién que desarrolla esta region.

Péptidos de entre 16 y 19 aminoacidos que reproducen el lazo BG-BH son capaces
de inhibir la infectividad y la union del VFA a células (Hernandez et al., 1996). La
importancia que tiene este motivo en el reconocimiento celular se ha confirmado por
mutagénesis dirigida (Mason et al., 1994) pero ademas se ha descrito que el virus es
capaz de infectar la célula por una segunda via independiente, definida como "incremento
de la infeccion dependiente de anticuerpos" (ADE, antibody-dependent enhancement),

mediante el receptor de la fraccion constante del anticuerpo (FCR) (Mason et al., 1994).

Ademas del motivo RGD, se ha visto que algunos residuos cercanos pueden jugar
algun papel en el reconocimiento de ciertos ligandos por diferentes integrinas,
posiblemente modulando la conformacion de dicho motivo. Tal es el caso del serotipo C
que contiene dos leucinas altamente conservadas en las posiciones +1 y +4 en relacion al
motivo RGD que son criticas para el reconocimiento (Mateu et al., 1996). Otros
experimentos llevados a cabo con péptidos sintéticos sugieren también que el extremo
carboxi-terminal de la VP1, que en la estructura de la proteina queda cerca del motivo
RGD, puede ser necesario para la union del VFA a la célula huésped (Fox et al., 1989).
Estudios recientes describen la posibilidad de que existan lugares alternativos de unién
del virus a la célula huésped, ya que viriones con mutaciones en el motivo RGD siguen
siendo infectivos y se replican in vitro (Martinez et al., 1997), mientras que en otro
ejemplo, las sustituciones de determinados residuos permiten el uso de otros receptores,

como por ejemplo el sulfato de heparina (Baranowski et al., 1998).

Por tanto, la importancia del fragmento GH23 descrito anteriormente, se centra en
dos aspectos. Por un lado el hecho que en esta secuencia se situan un gran numero de
epitopos B superpuestos, de manera que el sitio A constituye el principal sitio antigénico
del virus y ademas se han descrito anticuerpos monoclonales neutralizantes dirigidos
contra este sitio A (Baxt et al., 1984). Y por otra parte, péptidos que contienen el motivo
RGD promueven la internalizacion de virus nativos y recombinantes (Wickham et al.,

1993; Hart et al., 1994). Por consiguiente, este segmento podria servir tanto para el
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reconocimiento celular como para la entrada del virus a las células, lo cual abre la puerta

a diferentes aplicaciones como la terapia génica.

Se han empleado varios ligandos con capacidad de unién a células para modificar
las propiedades que poseen virus infecciosos recombinantes de dirigirse a las células
(Chambers et al., 1996; Nolan, 1997). De una forma similar se han utilizado péptidos
sintéticos que contienen el motivo RGD para el transporte dirigido hacia células, de
enzimas unidos a ellos (Bekkers et al., 1996). Con base en esto, Villaverde y
colaboradores (1998) exploraron la posibilidad de presentar varias copias de un ligando
que contenia dicho motivo en la superficie de la B-galactosidasa de E. coli y determinaron
que se promovia la unién e internalizacion del enzima quimérico en lineas celulares con
diferente especificidad y que el enzima permanecia activo transitoriamente dentro de las
células. Estos resultados sugieren que la identificacion de sitios permisivos ya sea
internos o externos para posicionar péptidos viricos en proteinas permitiria la
construcciéon, mediante técnicas sencillas de DNA recombinante, de proteinas quiméricas
funcionales con propiedades de adhesion celular. Esta estrategia podria ser relevante en
aplicaciones tales como el marcaje especifico de superficies celulares, transporte de
toxinas, y terapia de reemplazo proteico. Por otra parte, la fusion de péptidos viricos de
adhesidén a células con proteinas que se unen a DNA puede proporcionar también
vehiculos apropiados para terapia génica dirigida, que a su vez constituyen una

alternativa al uso de particulas virales completas que se emplean con la misma finalidad.

2.2.4 Las proteinas M278VP1 y JX795A como biosensores

Los diferentes estudios que demostraron la tolerancia de la p-galactosidasa a
pequefias inserciones suscitaron un gran interés en diversos campos de la investigacion
basica y aplicada debido al alto potencial que estas observaciones podian tener en
estudios estructurales y funcionales. Dentro de esta linea de trabajo Benito y
colaboradores (1994) generaron, mediante mutagénesis dirigida, una serie de sitios de
restriccion dentro de la secuencia del gen lacZ para poder insertar los oligonucledtidos
que codifican el péptido GH23. Mediante esta aproximacion pretendian identificar
regiones de la B-galactosidasa que por prediccion estuvieran localizadas en la superficie
de la molécula y que pudieran aceptar grandes inserciones manteniendo parte de la

actividad enzimatica. De un primer grupo de siete proteinas recombinantes, solo las
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inserciones entre los residuos 272 y 288 mantenian la actividad enzimatica. Este
resultado indicaba la dificultad para encontrar sitios permisivos en una molécula tan
compleja como la B-galactosidasa, definiendo estos sitios como aquellos lugares que
toleran la insercion de un fragmento relativamente largo sin que haya pérdida de actividad
(Hofnung et al., 1988).

Utilizando la estructura tridimensional de la B-galactosidasa, publicada en 1994
(Jacobson et al., 1994), se han podido seleccionar con mayor precision nuevos sitios de
insercién. Se han buscado lazos externos y flexibles donde la insercion esté lo mas
centrada posible, tratando de evitar la proximidad a residuos con fuertes influencias
conformacionales, tales como cisteinas, prolinas o aminoacidos hidrofébicos. Siguiendo
esta estrategia, se han generado una serie de enzimas recombinantes con inserciones en
las posiciones 249, 279, 581, 772 y 795 de la B-galactosidasa. También se han hecho
fusiones en el extremo C-terminal para usarlas como control (Feliu y Villaverde, 1998).
Todas estas construcciones eran solubles y presentaban el péptido viral expuesto al
solvente, tal como se demostréo por ELISA de competicién utilizando un anticuerpo
monoclonal dirigido contra GH23 (Feliu y Villaverde, 1998; Feliu et al., 1998a).

Los mondémeros quiméricos se asociaban para formar tetrameros activos, y en el
caso de las proteinas JX8CA y JX249A poseian actividades especificas similares a las de
la proteina LACZ (una version de la B-galactosidasa salvaje a la cual le faltan los primeros
8 aminoacidos del extremo N-terminal), y en el caso de la proteina M278VP1 una
actividad 15 veces menor. La presencia del péptido virico afectaba basicamente la
constante catalitica (k.at), excepto en el caso de las proteinas JX772A, JX795A, M275VP1
y M278VP1, en las cuales se veian afectadas tanto la k.ot como la constante de afinidad
(Km) (Feliu y Villaverde, 1998). La mayoria de proteinas que mostraban un cambio en la
afinidad por el sustrato eran aquellas que llevaban una insercion cercana al sitio activo
(Jacobson et al., 1994). La presencia del fragmento peptidico afectaba la estabilidad de
estas proteinas recombinantes pero no afectaba la estructura completa como se observo
por analisis de fluorescencia a longitudes de onda de maxima emision (Amax) (Feliu y

Villaverde, 1998). Esto indicaba que los sitios de insercion seleccionados eran adecuados.

La region de la B-galactosidasa comprendida entre los aminoacidos 272 a 288

participa en el sitio activo del enzima y esta involucrada en los contactos mondmero-
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mondmero a través de un lazo que sobresale y se extiende a través de la interfase de
activacion hacia el mondmero vecino (Jacobson et al., 1994). La alta sensibilidad a
desnaturalizacion que muestran las proteinas con inserciones en las posiciones 275 y
278, asi como su baja actividad (Feliu y Villaverde, 1998), confirma el papel critico que
juega esta region en el desempefio del enzima. Sin embargo, y a pesar de la importancia
que tiene esta zona en la estructura y actividad de la B-galactosidasa, se ha visto que
inserciones dentro de esta region pueden dar como resultado enzimas funcionales. Esto
se pudo comprobar posteriormente en un trabajo por medio del cual se exploro la
capacidad que tenia esta region para soportar la insercidn de péptidos antigénicos
especificos de HIV-1 (Ferrer-Miralles et al., 2001). En dicho trabajo se introdujeron varios
segmentos peptidicos (15-45 aminoacidos de longitud), incluyendo epitopos B de la
proteina de la cubierta del HIV-1, en el lazo que comprende los aminoacidos 272-288 y/o
en el lazo 794-803; de este modo los péptidos quedaban en contacto directo con los
residuos que forman el sitio activo. Se observd que los enzimas obtenidos presentaban
cantidades detectables de actividad B-galactosidasa y ademas, se pudo determinar que el

tamano del péptido insertado influia en los parametros enzimaticos.

Estas proteinas recombinantes muestran un caracter multifuncional que se
confirma por la capacidad que tienen de hidrolizar sustratos de la B-galactosidasa y
simultaneamente unir, ya sea anticuerpos monoclonales dirigidos contra el sitio A o
células de mamifero que son infectadas normalmente por el VFA (Feliu et al., 1998a), y en
el caso de las proteinas con inserciones de péptidos de HIV, unir anticuerpos dirigidos

contra el epitopo P1 (Ferrer-Miralles et al., 2001).

Utilizando estas proteinas recombinantes se ha estudiado el reconocimiento por
anticuerpos del péptido GH23 dependiendo del sitio de insercion en la superficie de la -
galactosidasa. En algunos casos, las proteinas eran capaces de reproducir la
antigenicidad del virus intacto incluso mejor que el péptido viral acoplado a hemocianina
(Benito et al., 1995; Feliu et al., 1998a), lo cual indica que la exposicion selectiva de
péptidos es una aproximacion valida para reproducir la conformacion del lazo G-H de la
proteina VP1. Por tanto, estas proteinas no solo podrian convertirse en elementos con
una funcién de sensor bioldgico para la deteccion de anticuerpos (Benito et al., 1996;
Feliu et al., 1998b; Feliu et al., 2000b) sino ademas en sistemas que permitan encontrar

entornos apropiados para la presentacion de péptidos dentro de la compleja variedad de
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ambientes moleculares ofrecidos por la proteina portadora, lo cual daria como resultado
una mejora en el comportamiento antigénico del epitopo (Benito et al., 1995; Feliu et al.,
2000a).

Se ha descrito que la unién de un anticuerpo puede inducir cambios
conformacionales en las proteinas, lo cual puede afectar también su funcion (Celada y
Strom, 1972; Poignard et al., 1996). Se han llevado a cabo estudios utilizando las B-
galactosidasas recombinantes descritas anteriormente, para determinar si la union
especifica de anticuerpos dirigidos contra el péptido insertado podia alterar la actividad
del enzima. Para esto se evaluaba la hidrélisis del sustrato en presencia o ausencia de
anticuerpos (Benito et al., 1996; Feliu et al., 1998b; Feliu et al., 2000b). Mientras que la
mayoria de proteinas tan solo mostraron un pequeio aumento en su actividad, las
proteinas M278VP1 y JX795A alcanzaron hasta un 200% de incremento respecto al
ensayo sin anticuerpos. Estos resultados se obtenian utilizando tanto anticuerpos
monoclonales como sueros de cobayas. Esto indica que la modulacion no es una
propiedad particular de un anticuerpo, ya que el uso de diferentes anticuerpos
monoclonales dirigidos contra diferentes epitopos del sitio A ejerce el mismo efecto sobre

la actividad de la B-galactosidasa.

Por otra parte, se ha visto que esta reactivacion no se produce en ninguna de las
construcciones cuando se utilizan anticuerpos no relacionados con el péptido insertado.
Ademas la actividad del enzima nativo permanece inalterada cuando se utilizan los
anticuerpos monoclonales anti-GH23. En estudios anteriores se habia descrito que
anticuerpos anti-pgal protegian contra la denaturacion de la enzima por calor (Celada y
Strom, 1972). Sin embargo, en los ensayos realizados con estas dos proteinas no se
observé un cambio en la actividad enzimatica durante la incubacion sin anticuerpos a
28°C, lo que indicaria que la proteccion de la inactivacion proteica debida a la union del
anticuerpo no parece ser la explicacion para la activacion de las B-galactosidasas
recombinantes (Benito et al., 1996). En estudios posteriores realizados con otra serie de
B-galactosidasas recombinantes que llevaban multiples inserciones peptidicas cercanas al
sitio activo se han detectado cambios en la estabilidad del enzima tras la unién del
anticuerpo y que parecen complementar o acentuar la modificacion alostérica del sitio

activo mediada por el anticuerpo (Feliu et al., 2002).
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El uso de estas proteinas recombinantes como biosensores para la deteccion de
anticuerpos especificos contra el VFA es posible ya que cumplen los principales requisitos
de un biosensor; cuentan con un elemento de unién y un transductor de sefial, y ademas
la intensidad de la sefial producida depende de la concentracién de anticuerpo, lo que
permite a la vez calcular el titulo. Sin embargo, la senal enzimatica que se habia obtenido
hasta ahora con estos enzimas capaces de ser activados por anticuerpos dificilmente
alcanzaba valores cercanos a un 200% de su actividad basal (Benito et al., 1996; Feliu et
al., 1998b; Feliu et al., 2000b; Ferrer-Miralles et al., 2000, 2001), lo cual representaba una
limitacién en la flexibilidad y sensibilidad de todo el sistema analitico. Por este motivo, en
estudios posteriores se ha adaptado este sistema sensor basado en B-galactosidasa para
aprovechar su potencial de deteccién mediante la optimizacion de las condiciones de
reaccion para la deteccion de anticuerpos anti-VFA. El resultado indicaba que bajas
cantidades de enzima combinadas con altas concentraciones de sustrato aumentaban la
sefal enzimatica producida por la unién al anticuerpo y por otra parte, el tiempo de
duracion del proceso total de deteccion podia acortarse manteniendo un importante nivel
de sensibilidad, lo que lo hace aun mas apropiado para realizar ensayos homogéneos
automatizados. Dichas observaciones no solo sustentan la utilidad de estos sensores
moleculares basados en la B-galactosidasa sino que también prueban el elevado potencial

y dinamismo que poseen (Cazorla et al., 2002).

2.2.5 Modelos sobre mecanismos de reactivacién enzimatica

Una caracteristica importante de los enzimas recombinantes M278VP1 y JX795A
es que la insercion del péptido se hizo cerca al sitio activo de la proteina, especificamente
entre los aminoacidos 279 y 280 para el caso de M278VP1 (Benito y Villaverde, 1994), en
un lazo que sobresale y se extiende hacia el sitio activo del mondmero vecino, formando
la interfase activadora entre los componentes del dimero (Jacobson et al., 1994); y entre
los aminoacidos 795 y 796 para la JX795A, los cuales se encuentran dentro de un lazo
expuesto al solvente que abarca la Gly7q4, un residuo que esta involucrado en la union al
sustrato (Martinez-Bilbao y Huber, 1994). Esta ubicacion del péptido produjo una
disminucion en la actividad especifica de estas proteinas (Benito et al., 1996; Feliu y
Villaverde, 1998). El analisis de las constantes enzimaticas en presencia o ausencia de
anticuerpos reveld que el efecto de la union del anticuerpo es diferente dependiendo de la

proteina estudiada. Mientras que para la M278VP1, la unién del anticuerpo mejora su
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afinidad por sustratos de la p-galactosidasa, es decir, la K, disminuye significativamente
mientras que la ket permanece inalterada, en el caso de la JX795A el valor de la Keat
aumenta. No obstante, en ninguna de las dos proteinas se ha observado una

especificidad por el sustrato (k../Kn) igual a la de la proteina sin anticuerpo.

En los dos casos se ha propuesto que la union del anticuerpo podria inducir
cambios conformacionales en el sitio activo o en sus alrededores, que llevan a un
aumento de la actividad. En la proteina M278VP1 esta modificacién puede permitir una
mayor difusién del sustrato y por lo tanto un aumento en la unién (Feliu et al., 1998b; Feliu
et al., 2000b), reduciendo los impedimentos estéricos que existen debido a la presencia
del péptido virico en la interfase de activacién cercana al sitio activo. Por el contrario, en la
proteina JX795A la insercidon del fragmento VP1 cerca de un residuo involucrado en la
funcion catalitica del enzima (Martinez-Bilbao y Huber, 1994) puede causar una reduccion
del valor de la ke, que puede ser recuperado parcialmente por cambios estructurales
promovidos por la unién del anticuerpo. No obstante, en estudios realizados
posteriormente encaminados a una mayor comprension de los mecanismos moleculares
involucrados en la respuesta enzimatica se propuso que el valor de modulacion depende
directamente del cociente entre la k.t de la proteina recombinante y la k.ot de la enzima
parental. Ademas, se observé que habia una relacion lineal entre el grado de modulacion
y la modificacién en la k.o debido a la insercion del péptido. De este modo, los péptidos
insertados en lazos expuestos al solvente causan una disminuciéon en la actividad
enzimatica de la proteina mutante que puede ser recuperada parcialmente tras la union
de anticuerpos especificos. Los cambios estructurales que se dan sobre el péptido
insertado tras la unién del anticuerpo pueden evidenciar una pérdida parcial de su
flexibilidad que se transmite al sitio catalitico del enzima. En conclusion, el impacto que
las inserciones peptidicas tienen sobre la k. del enzima puede dar una idea sobre la
respuesta de estos enzimas a anticuerpos, ya que el adecuado funcionamiento de los
biosensores enzimaticos depende de la modificacion de la kg (Ferrer-Miralles et al.,
2000).

Por otro lado, se ha llevado a cabo el analisis de la unién de anticuerpos y la
modulacién enzimatica en el contexto de la conformacién local de los péptidos. Se puede
decir que para una apropiada respuesta de un sensor se requiere que los péptidos
heterélogos sean accesibles a los anticuerpos anti-epitopo. Cuando se estudio la
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modulacién de las proteinas recombinantes que llevaban insertados péptidos del HIV-1 en
las posiciones 278 y 795 se observo que en el caso de la posicion 278 una longitud del
péptido de alrededor de 25 residuos podria ser critica para la reactivacion de enzimas
modificados en esta posicidon, mientras que la insercién de segmentos mas largos podria
tener un impacto demasiado grande en las constantes enzimaticas de la f-galactosidasa
para ser restauradas por la unién de anticuerpos. En cuanto a la posicion 795, el tamafo
critico del péptido podria estar alrededor de 35 aminoacidos, y se observé un incremento
gradual del nivel de reactivacion a medida que aumentaba el tamafio del péptido. Al
comparar la modulacién de actividad entre las proteinas M278VP1 y JX795A vy las
proteinas que llevaban insertados péptidos de HIV-1 en las mismas posiciones se
observaron diferencias en los niveles de reactivacion y se propuso que dichas diferencias
podrian deberse a factores tales como la fuerza de la unién molecular de los anticuerpos
monoclonales correspondientes, la exposicion del epitopo al solvente y los cambios
conformacionales en el epitopo ya sea tras la insercion o después de la union del

anticuerpo (Ferrer-Miralles et al., 2001).

Como se indicé anteriormente, los datos experimentales han mostrado que las
propiedades enzimaticas, la union del anticuerpo y el factor de reactivacion dependen de
los péptidos antigénicos insertados en las B-galactosidasas. Para entender un poco mejor
el mecanismo de estos procesos se intentd estudiar la estructura tri-dimensional de
algunas de estas p-galactosidasas modificadas y aunque no se pudo llevar a cabo la
cristalizacion de las proteinas, se recurrié al uso de modelos moleculares que permitieron
construir estructuras tri-dimensionales de dichas proteinas (Ferrer-Miralles et al., 2001).
Teniendo en cuenta que el lazo 794-803 no contribuye directamente a la forma del sitio
activo pero interacciona con residuos que se encuentran en ese sitio, y sustituciones en la
Gly-794 afectan la unién de los sustratos, es posible esperar que inserciones peptidicas
en la posicion 795 alteren el valor de K, de la proteina. Mediante los modelos moleculares
se ha podido deducir que la propension que tienen las secuencias insertadas en la
posicion 795 de adoptar una estructura secundaria en hélice o se correlaciona con una
mayor union de las proteinas al sustrato. Cuando esta tendencia no existe o es muy baja,
el valor de K, de las proteinas recombinantes vuelve a ser el mismo que el del enzima
nativo. Es probable que la presencia de una estructura secundaria definida induzca una
rigidez local en esta region de la proteina, ayudando de este modo a reforzar la afinidad

de la cavidad del sitio activo por el sustrato (Ferrer-Miralles et al., 2001). Esto quiere decir
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que el efecto en la union del sustrato no dependeria solo del tamafo del péptido insertado
sino también de la capacidad que éste tenga para conservar su estructura secundaria
local, capacidad que dependeria de la secuencia de aminoacidos. Adicionalmente, se ha
estudiado la relacion entre las estructuras de los enzimas modificados y los valores de Keat
y se observd que en los enzimas modificados aparecian nuevas interacciones entre los
residuos de los insertos y residuos importantes para la tasa de catalisis. Es significativo
que el aumento en el numero de residuos cataliticos involucrados en contactos con el
péptido insertado concuerda con una disminucion de los valores de kg Por tanto, se ha
planteado que estas dos propiedades, tamafno y estructura secundaria del péptido
insertado, pueden afectar la conformacién local de la proteina cerca al sitio activo y
modificar su actividad catalitica. Los estudios con los modelos permitieron sugerir
ademas, que no solo la conformacion del epitopo sino también su exposicion al solvente
serian factores importantes para el reconocimiento por anticuerpos (Ferrer-Miralles et al.,
2001).

Continuando con los estudios por medio de los cuales se buscaba entender mejor
las bases de la reactivacion enzimatica, se evalué la uniéon bivalente con el fin de
determinar si era una condicién necesaria para que se llevara a cabo esta modulacion de
la actividad. Para esto se utilizaron un anticuerpo monoclonal completo denominado SD6
y su fragmento Fab. SD6 es una inmunoglobulina del isotipo 1IgG1, que esta dirigida contra
el VFA C-S8c1 y reconoce un epitopo continuo en el lazo GH de la proteina VP1 de dicho
virus. Se seleccion6 este anticuerpo ya que ha sido ampliamente caracterizado, se
conocia su secuencia de aminoacidos y su estructura tridimensional. Por otra parte, se
contaba con informacion estructural mas detallada sobre la interaccién del anticuerpo con
el sitio antigénico derivada de los estudios de Verdaguer y colaboradores (1995) mediante
los cuales lograron elucidar la estructura de un complejo entre el fragmento Fab del SD6 y
un péptido de 15 aminoacidos que representaba el lazo GH de la proteina VP1. En dicho
trabajo se pudo determinar que en ese complejo, el motivo RGD y algunos residuos
circundantes participaban directamente en las interacciones con el anticuerpo.
Adicionalmente, estudios bioquimicos y de criomicroscopia electronica han mostrado que
el mAb SD6 es un neutralizador efectivo que se une de forma monovalente a las
particulas viricas sin causar agregacion de viriones y se ha determinado que el
mecanismo de neutralizacion se basa en el bloqueo de la unién de las particulas viricas a

las células (Verdaguer et al., 1997).
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En los ensayos que se llevaron a cabo con las p-galactosidasas recombinantes y
el anticuerpo monoclonal SD6 y su fragmento Fab, se observé que en el caso de la
proteina M278VP1 la reactivacion era dependiente de la union del anticuerpo monoclonal
completo, es decir, se requeria una interaccion bivalente para su reactivacion, a diferencia
de la proteina JX795A que respondia de una manera similar tanto al anticuerpo
monoclonal como al fragmento Fab (Feliu et al., 1998b; Feliu et al., 2000b). Segun estos
resultados se han propuesto dos tipos diferentes de mecanismos de reactivacién. La clase
| que estaria representada por la proteina M278VP1, en la cual se observa una
disminucion en el valor de la K, y se requiere una unién bivalente para que haya
reactivacion. Y por otro lado, la clase Il, representada por la proteina JX795A, cuya
reactivacion es independiente de la valencia de la unién al anticuerpo y que ademas
muestra un incremento en la constante catalitica ke.t. Sin embargo, estas clasificaciones
dependen del anticuerpo analizado, ya que se ha visto que la proteina JX795A incubada
con suero de cobaya presenta una reactivacion con caracteristicas de las dos clases
(Feliu et al., 1998b; Feliu et al., 2000b; Feliu et al., 2000c).

Se han descrito ademas otros tipos de mecanismos de reactivacion por medio de
los cuales el anticuerpo permitiria la formacion de tetrameros a partir de dimeros (De
Macario et al., 1978). En todo caso, esta no seria una explicacién a lo observado con las
proteinas M278VP1 y JX795A ya que estas son activas incluso en ausencia de
anticuerpos, indicando la presencia de tetrameros. Esto se comprobd con los resultados
obtenidos con una de las proteinas que llevaba la insercion del péptido de HIV-1, en este
caso midiendo la actividad y modulacién de la actividad por anticuerpos monoclonales, se
observé que ciclos de congelacidon-descongelacion repetitivos daban como resultado una
disminucion de los valores absolutos de la actividad pero la tasa de activacion permanecia
sin cambios. Esto confirma que la reactivacion mediada por anticuerpos ocurre en el
tetramero bioldgicamente activo y excluye la posibilidad de que la reactivacion ocurra por

una tetramerizacion forzada debida a la unién del anticuerpo (Ferrer-Miralles et al., 2001).

Existirian dos mecanismos no excluyentes que podrian explicar la activacion. 1)
desplazamiento del equilibrio mondmero-tetramero, y 2) modificaciones conformacionales
cercanas al sitio activo. La dependencia de la unidn bivalente para la reactivacién en la
proteina M278VP1 favoreceria la primera hipétesis (Feliu et al., 1998b; Feliu et al.,
2000b). Sin embargo, el cambio de los parametros enzimaticos en los dos tipos de
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sensores y el hecho que la proteina JX795A puede ser reactivada tanto por anticuerpos
monoclonales como por sus Fabs respectivos, reforzaria la idea sobre cambios en la
conformacion del enzima debidos a la unién del anticuerpo. Todo lo anterior indicaria que
la union de anticuerpos anti-GH23 puede alterar la conformacion de los enzimas mutantes

dando lugar a un aumento de la tasa de catalisis 0 a una mayor accesibilidad del sustrato.

Los datos obtenidos hasta el momento con esta aproximaciéon a la generacion de
biosensores basados en p-galactosidasa abre una serie de posibilidades y genera
interrogantes que motivan el estudio e interpretacion de nuevos y mas amplios alcances
de la reactivacion. Por otra parte, constituye un modelo para evaluar y determinar si
pueden obtenerse nuevos enzimas recombinantes con inserciones de péptidos y
secuencias de diferentes longitudes que también puedan ser reactivadas y que puedan
generar mas informacion sobre las bases del fendmeno de reactivacion y la implicacion

que tienen en éste los diferentes tipos de unioén receptor-ligando.
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3. OBJETIVOS

Dado que aun se desconocen las bases exactas de la modulacion de la actividad
B-galactosidasa, la finalidad principal de este trabajo ha sido determinar el tipo de
interacciones moleculares que son necesarias para que se lleve a cabo dicha
reactivacion. Especialmente, se pretendia evaluar la necesidad de una unién bivalente
para la reactivacion y explorar la adaptacion de los biosensores (-galactosidasa a la
deteccion de ligandos monovalentes, como antigenos. Por lo tanto, los objetivos

concretos que se plantearon fueron los siguientes:

1. Estudiar la respuesta de los sensores M278VP1 y JX795A a ligandos de RGD

distintos a anticuerpos, como es el caso de las integrinas receptoras del VFA.

2. Explorar la respuesta enzimatica de M278VP1 frente a un anticuerpo recombinante

scFv dirigido contra el sitio A del VFA.

3. Construir y producir en Escherichia coli B-galactosidasas hibridas exponiendo en su

superficie un scFv recombinante del anticuerpo monoclonal SD6.

4. Evaluar la inmunoreactividad de dichas proteinas y su capacidad de respuesta

enzimatica frente al antigeno correspondiente.

5. Determinar el potencial global de los biosensores basados en B-galactosidasas

hibridas para detectar ligandos distintos a los anticuerpos.
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Articulo 1

RESUMEN

En este trabajo hemos evaluado la interaccion molecular entre un péptido RGD
recombinante del virus de la fiebre aftosa, expuesto en la superficie de una proteina
portadora y sus receptores en la superficie celular. Como ligandos se utilizaron las
integrinas o.,B3 y asB+ solubles, asi como células BHK;1 que son sensibles a la infeccién
por el virus. Los resultados indicaron que ni las integrinas solubles ni aquellas expuestas
en las células son capaces de modificar la actividad de sensores enzimaticos que por el
contrario son activados por la union de anticuerpos dirigidos contra el motivo RGD.
Adicionalmente, se realizaron otros ensayos para determinar el impacto que podia tener la
presentacion multiple de péptidos sobre la eficiencia de la unién a células. En este caso
se observé que aumentando el numero de segmentos virales mejoraba la unién de las
proteinas recombinantes a las células. Los resultados obtenidos se discuten en el

contexto de una acomodacion molecular del péptido viral recombinante a las integrinas.
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