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Resumen

Las Fiebres Hemorragicas Sudamericanas (FHS) son una familia de graves enfermedades
infecciosas que incluyen la Fiebre Hemorragica Argentina (FHA), Boliviana (FHB),
Venezolana (FHV), Brasilefia y de Chapare; y sus agentes etiolégicos son los
Mamarenavirus Junin (JUNV), Machupo (MACV), Guanarito (GTOV), Sabia (SABV) y
Chapare (CHAV), respectivamente. Debido a su alta infectividad y mortalidad, y su
capacidad de propagarse de persona a persona constituyen una seria amenaza, por lo que
son clasificados como agentes patégenos de Categoria A por el NIAID de los EE.UU. En la
actualidad, existe vacuna solo contra la FHA (CANDID#1) y de todas las FHS, la Unica que
tiene tratamiento eficaz es la FHA. Este tratamiento consiste en la inmunoterapia pasiva
utilizando el plasma de pacientes convalecientes. Sin embargo, este tratamiento no muestra
eficacia en pacientes con mas de 8 dias de evolucidn y plantea el riesgo de enfermedades
transmitidas por transfusién. El objetivo general de esta tesis es avanzar en el desarrollo de
un agente inhibidor de entrada de virus como potencial tratamiento para las FHS.

Debido a la peligrosidad de este grupo de enfermedades se han desarrollado modelos in
vitro no patogénicos que mantienen algunas de sus propiedades y que permitan su
manipulacion en condiciones estandar de laboratorio con una mayor seguridad para el
operador. En este trabajo se validé un modelo in vitro de pseudovirus utilizando plasma de
pacientes convalecientes de FHA y pseudovirus decorados con el complejo GP1/GP2 de
JUNV. Aqui se determind una proteccion de mas del 90% hasta diluciones 1:2.000 con el
plasma de pacientes convalecientes de FHA de alto titulo. Luego, utilizando la misma
estrategia pero con el complejo GP1/GP2 de MACV, CHAV, GTOV y SABV, se estudio la
posible reactividad cruzada del plasma de pacientes convalecientes de FHA. En contraste

con lo observado con JUNV, solo se obtuvo una disminucion significativa de la
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internalizacion de pseudovirus de MACV y GTOV en presencia de la mayor concentracion
de plasma evaluada. Mientras que para SABV y CHAV no se observo respuesta significativa
en las diluciones ensayadas. Esto sugiere que el tratamiento con plasma de pacientes
convalecientes de FHA no beneficiaria a las personas infectadas con las otras FHS.
Previamente hemos demostrado que el anticuerpo monoclonal ch128.1 contra hTfR1 tiene
actividad polivalente, ya que es capaz de bloquear en mas de 90% la internalizacion de
pseudovirus de JUNV, MACV, CHAV, GTOV y SABV. Sin embargo, ch128.1 tiene isotipo
IgG3 humano, y un inhibidor de entrada de virus dirigido a un target ubicuo como hTfR1 con
este isotipo induciria una potente actividad efectora del sistema inmune que pueden dafar
a células sanas que expresan hTfR1. Por lo tanto, se realizaron anticuerpos recombinantes
con la region variable del anticuerpo ch128.1, de forma completa 0 como cadena simple de
regiones variables (scFv) con el fin de obtener proteinas sin actividad efectora y que
mantengan la especificad contra el hTfR1. Debido a que no fue posible producir con alto
rendimiento y pureza un scFv, se realiz6 el tratamiento con papaina del anticuerpo ch128.1
con IgG1 y se purificaron los fragmentos Fab (Fab128.1). Se evalué la capacidad de esta
molécula monovalente de unirse a hTfR1 y también de bloquear la internalizacion de
pseudovirus de todas las FHS. Se observo que, al igual que el anticuerpo bivalente ch128.1,
el fragmento monovalente Fab128.1 fue capaz de bloquear la entrada de todos los
Mamarenavirus patégenos. Por lo tanto, seria factible producir una molécula monovalente
del anticuerpo ch128.1 como una terapia dirigida para las FHS, sin actividad efectoray a un
menor costo de produccion comparado con un anticuerpo completo.

La determinacién de la base estructural de la especificidad anticuerpo-antigeno es crucial
para comprender el mecanismo de reconocimiento inmune y el disefio racional de
biofarmacos. Por lo tanto, se resolvio la estructura atdmica de las Regiones Determinantes
de Complementariedad (CDRs) del anticuerpo ch128.1 por cristalografia de rayos X del
Fab128.1 y luego se utilizé la estructura resuelta y herramientas bioinformaticas, para
modelar la interaccion del anticuerpo con el hTfR1 in silico. De esa forma se propone un
mecanismo molecular que explicaria el efecto sobre el boqueo de la internalizacion de
pseudovirus de las FHS. Este mecanismo consistiria en una competencia por el sitio de
unién del anticuerpo ch128.1 y las GP1 virales sobre el hTfR1, producto del solapamiento
de 11 residuos.

Estos estudios de estructura-funcién proveen evidencia que permitirian establecer los
mecanismos moleculares responsables de la actividad de un anticuerpo inhibidor de entrada
de virus y contribuirdn al disefio racional de nuevos biofarmacos dirigidos hacia el hTfR1
como una estrategia novedosa que contribuya al tratamiento de todas las FHS.

Palabras Clave: Fiebres Hemorragicas Sudamericanas, Anticuerpo, Fab, inmunoterapia,

inhibidor de entrada de virus.
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ABREVIATURAS

AcM: Anticuerpo monoclonal

AcNT: Anticuerpos neutralizantes

ADCC: citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

ATCC: American Type Culture Collection

BSA: Albumina sérica bovina

CDC: citotoxicidad dependiente de complemento
CDRs: Regiones determinantes de la complementariedad
Cyi: Regidn constante de la cadena pesada

CHAV: Virus Chapare

C.: Region constante de la cadena liviana

DO: Densidad éptica

EGFR: Factor de crecimiento epidérmico

ELISA: Ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzima
Fab: Fragmento de unidn al antigeno

FHA: Fiebre Hemorragica Argentina

FHB: Fiebre Hemorragica Boliviana

FHS: Fiebres Hemorragicas Sudamericanas

Fv: Fragmento variable

GFP: Proteina verde fluorescente

GTOV: Virus Guanarito

h: Horas

HFE: Hemocromatosis humana
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hTfR1: Receptor de transferrina 1 humano
IEV: Inhibidor de entrada de virus

IPTG: Isopropil B-D-tiogalacto-pirandsido
JUNV: Virus Junin

LB: Medio de cultivo Luria Bertani

MACV: Virus Machupo

MBP: Proteina de unién a maltosa

mTfR1: Receptor de transferrina 1 de ratén
NIAID: Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades Infeccionas de Estados Unidos
ORF: Marco de lectura abierto

PBS: Solucion amortiguadora de fosfato salino
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
PDB: Banco de Datos de Proteinas

PEG: Polietilenglicol

RMSD: Desviacidn de la raiz media cuadrada
s: Segundos

SABV: Virus Sabia

SBF: Suero bovino fetal

scFv: Fragmento variable simple cadena

SD: Desviacidn estandar

SDS: Dodecilsulfato de sodio

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS
SEC: Cromatografia de exclusidén por tamaiio
SHM: Hipermutacidn somatica

SNP: Polimorfismo de nucleétido Unico

SSP: Péptido sefial estable

sTfR1: receptor de transferrina 1 soluble
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TEV: Proteasa del virus del tabaco (Tobacco Etch Virus Protease)
Tf: Transferrina

TfR1: Receptor de transferrina 1

Vy: Regidn variable de cadena pesada

V,: Regidn variable de cadena liviana

vol. : Volimenes de columna

Wt: Bacterias salvajes
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1.1. Las Fiebres Hemorragicas Sudamericanas (FHS)

Las FHS son un conjunto de enfermedades que tienen como agentes etioldgicos virus que
pertenecen a la familia Arenaviridae. Actualmente esta familia se encuentra dividida en los géneros
Mamarenavirus y Reptarenavirus, por la capacidad de infectar a 33 especies de mamiferos y 3 de
reptiles respectivamente [1]. A su vez, el género Mamarenavirus ha sido dividido tradicionalmente
en base a caracteristicas antigénicas y distribucion geografica en dos grupos posteriormente
confirmados por datos de secuenciacidon genémica: Mamarenavirus del Viejo Mundo (Serocomplejo
virus de la Coriomeningitis Linfocitica: Lassa (LASV)), enddgenos del continente africano y
Mamarenavirus del Nuevo Mundo (Serocomplejo virus Tacaribe, (TCRV)), enddgenos del continente
americano. Este ultimo complejo esta subdividido en cuatro grupos filogenéticos: clase A, que incluye
virus no patogénicos, a excepcion del virus Flexal (FLEV); clase B, que incluye a los Mamarenavirus
patdgenos para humanos: Virus Chapare (CHAV), Virus Guanarito (GTOV), Virus Junin (JUNV), Virus
Machupo (MACV), Virus Sabia (SABV) que causan las conocidas FHS, entre otros virus no
patogénicos; clase C, compuesta por virus que hasta el momento no han reportado ser patégenos; y

tentativamente clase D o A/B [1].

PARV PICV
New World TRV ALY |/ PRV
| cHay ABV! N eV
*‘MACYV | \ / ' _
N | \ / /
Na | V /|' v C
o N / /o
“l ///
J
CPXV— e
: 7,7 *LASV
B ‘erov—, |
R /. MOBV
AMAV i |' :
BCNV< ',./V"A 'l '| I IPPYV
Tamv_ /||
skrv | | ‘l Old World
CTNV |
A/B WWAV | e
|
LUV

Figura 1. Arbol filogenético de los Mamarenavirus conocidos. En verde oscuro se pueden ver los
Mamarenavirus del Viejo Mundo (Old World), en verde claro se muestran los Mamarenavirus del Nuevo
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Mundo (New World). Dentro de los Mamarenavirus del Nuevo Mundo se clasifican en Mamarenavirus clase A,
B, CyA/BoD.[2]

En la TABLA 1 se muestran los Mamarenavirus del Nuevo Mundo clase B causantes de las FHS
asociadas con muertes de pacientes infectados. Se excluyen de la misma a los FLEV y TCRV, ya que
solo se han reportado dos y un caso respectivamente, con sintomas febriles leves, todos ellos en
trabajadores de laboratorio infectados durante su manipulacidon [3]. Los Mamarenavirus JUNV,
MACV, GTOV, SABV y CHAV son los agentes etioldgicos de las Fiebres Hemorragicas Argentina (FHA),
Boliviana (FHB), Venezolana (FHV), Brasilefia y de Chapare, respectivamente. Sobre estos

Mamarenavirus nos centraremos a lo largo de este trabajo de tesis.

TABLA 1.
Mamarenavirus del Nuevo Mundo causantes de las FHS.
R Hué Pri Aislami
Virus Clase e_c?ptor Patologia Distribucion u'es!aed r|n'1er.a’ 'S am.lento
utilizado principal  descripcion del virus
Junin B hTfR1 Fiebre Hemeraglca Argentina Ca/omys 1955 1959
Argentina (Centro) musculinus
Machupo B hTfR1 Fiebre Hgmorraglca Bolivia Calomys 1959 1963
Boliviana (Noreste) callosus
Guanarito B hTfR1 Fiebre Hemorragica Venezuela Zygodt?ntomys 1989 1991
Venezolana (Centro) brevicauda
L Fiebre Hemorragica . .
Sabia B hTfR1 o Brasil Desconocido 1990 1990
Brasilefia
Chapare B hTfR1 Fiebre Hemorragica Bolivia Desconocido 2003 2003

de Chapare

Las FHS pertenecen a la categoria de patégenos de Prioridad A segun el National Institute of
Allergy and Infectious Diseases (NIAID) de EE.UU. [4]. Esta clasificacidn se debe a que presentan: a)
alta infectividad y mortalidad; b) potencial de trasmisiéon de persona a persona; c) baja dosis
infectiva y altamente infeccioso por diseminacién en aerosol, con capacidad de generar grandes
epidemias; d) vacunas efectivas no disponibles o disponibles en forma limitada; e) potencial de
causar ansiedad en el publico y en trabajadores de la salud; f) disponibilidad del patégeno; g)
factibilidad de produccién en gran escala; h) estabilidad ambiental; e i) investigacion previa en su
desarrollo como arma biolégica [5]. Estudios con macacos demostraron que la exposicion a JUNV en
forma de aerosol es altamente infecciosa y letal, matando al 100% de los animales expuestos con
sintomas similares a los observados en humanos [6]. En el caso de JUNV y MACV estos agentes han

sido reportados como desarrollos de armas bioldgicas durante la Guerra Fria [7].
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1.1.1. Antecedentes historicos de las FHS

Los primeros reportes de casos de FHS correspondes a pacientes con FHA, que fue descripta
por primera vez en el afio 1955 [8], bautizandose a su agente etiolédgico como JUNV por el lugar
geografico donde fue originalmente aislado en 1959 [8]. Desde su descubrimiento se han registrado
brotes anuales de forma ininterrumpida en una regién progresivamente mayor, llegando al estado
actual en el que alrededor de 5 millones de personas se encuentran en riesgo de contraer FHA [9].
Luego le sigue la FHB que fue identificada en el afio 1959 en el noreste de Bolivia, cerca de la ciudad
de San Joaquin, en el contexto de un brote que durd de 1959 a 1963 [10]. Su agente etioldgico, el
MACV fue aislado por primera vez en 1963 [11]. Siguiendo en orden cronoldgico, la FHV que fue
reportada por primera vez como entidad clinica independiente en 1989 durante un brote ocurrido en
el municipio de Guanarito, en el estado de Portuguesa en Venezuela [12]. El agente etiolégico es el
GTOV, identificado como un nuevo Arenavirus en 1991 [13]. Posteriormente se aislé6 SABV de
pacientes infectados con la llamada Fiebre Hemorragica Brasileiia a partir de un caso fatal en San
Pablo en 1990 [12]. Finalmente, el mds actual de las FHS es la Fiebre Hemorrdagica de Chapare que
fue identificada a partir de un caso de fiebre hemorragica en Bolivia durante el afio 2003.
Posteriormente se detectd y amplificé el genoma viral de la sangre del paciente, y se determiné que
pertenecia a un miembro desconocido de la Clase B de los Mamarenavirus del Nuevo Mundo,
bautizado como CHAV. Por lo tanto, existen dos arenavirus: el MACV y el CHAV, relacionados con

casos de fiebres hemorragicas virales en Bolivia [14] (TABLA 1).

1.1.2. Incidencia de las FHS

Como ya se menciond anteriormente, de todas las FHS, la FHA es la mas antigua y la cual
presenta mayor incidencia y registro. Durante el periodo 2003-2016 se registraron un promedio de
153 casos de FHA y 15 muertos por afio, es decir aproximadamente un 10% de mortalidad. En donde
en los ultimos afios, en el periodo 2010-2016 se incrementaron los casos de forma considerable,
registrandose en promedio 269 casos y 20 muertos por afio, es decir, aproximadamente un 7% de
mortalidad [15-25] (Figura 2).

La Fiebre Hemorragica que le sigue a la FHA con respecto a la incidencia de la enfermedad es la
FHB. La mortalidad es variable entre los distintos brotes, pero se estima en un 25% promedio. Por
ejemplo, desde 2010 a 2013 se registraron un total de 131 casos y 10 muertes, mucho menos que los

470 casos y 172 muertos del brote de 1959-1962 [26].
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Figura 2. Datos epidemioldgicos FHA. Se muestran los casos confirmados de FHA desde el 2003 al 2016 (A), los
muertos totales y muertos vacunados (B) y el porcentaje de mortalidad (C) a lo largo del mismo periodo de
tiempo. Los datos fueron tomados de los Informes realizados para las reuniones anuales del Programa Nacional
de Control de la FHA [15-25].

Desde la emergencia de FHV en 1989 hasta octubre de 2010 se han registrado 728 casos con

171 muertes, lo que representa una letalidad de 23% en el periodo. Desde 2010 al 2012 se han

registrado tres brotes epidémicos con un incremento en el nimero de casos en cada brote y

disminucién de los periodos inter-epidémicos [27].
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De la Fiebre Hemorrdgica Brasilefia solo se han reportado cuatro casos desde su aislamiento
a partir de un caso fatal en 1990 [12]. Se registraron dos casos no fatales, en trabajadores de
laboratorio infectados al manipular el virus en 1992 y 1994, y un caso fatal adquirido en
circunstancias naturales en 1999 [28]. Mientras que para la Fiebre Hemorragica de Chapare se han

confirmado solo dos casos producidos en 2003 y 2004 en donde ambos fueron fatales [14].

1.1.3. Modo de infeccion de las FHS

Cada uno de los Mamarenavirus causantes de enfermedades esta asociado con una especie o
un par de especies intimamente relacionadas que constituyen su reservorio natural. Por esta razén,
las infecciones con los Mamarenavirus de las FHS son zoondticas en donde la transmisidn a los seres
humanos esta mediada por el contacto con animales hospedadores. Los principales, de este conjunto
de enfermedades, son roedores pertenecientes a la familia Muridae, subfamilia Sigmodontinae,
especificos para cada uno de los virus [29]. El reservorio natural de JUNV es el roedor Calomys
musculinus, también conocido como “ratén maicero”, que presenta infeccién crdnica asintomatica
con JUNV y es el principal huésped del virus. El reservorio natural de MACV es el roedor Calomys
callosus. En este caso, es interesante notar que si bien el mismo se distribuye tanto en Bolivia, Brasil,
Paraguay y Argentina; MACV es endémico solamente en una pequeia region de Bolivia, en la cual
habita un determinado linaje monofilético del roedor. Mientras que el reservorio natural del GTOV es
el roedor Zygodontomys brevicauda, o ratdén de la cafia de azucar [13]. Para SABV y CHAV hasta el
momento no se conoce su reservorio natural pero se cree que pueden ser roedores (Figura 3).

La mayor parte de los casos de FHS ocurren durante los periodos de cosecha en trabajadores
masculinos, lo cual puede explicarse por las modificaciones ambientales realizadas por los seres
humanos con fines agricolas, que favorecen el contacto con los roedores o aerosoles de sus
excreciones (saliva, orina, heces o sangre). Las mismas pueden ingresar al cuerpo mediante la piel, el
tracto respiratorio (por inhalacion) o por las mucosas gastrointestinales. No obstante, otra via comun
de infeccion es la ingesta de comida contaminada con orina o heces de los animales, asi como
también el uso de instrumental médico contaminado [30]. Por lo tanto, la distribucién geogréfica de
estos animales delimita los focos endémicos de cada enfermedad. La zona endémica de la FHA afecta
el drea central de la Pampa himeda; la FHB y de Chapare la regién norte de Bolivia; la Fiebre

Hemorragica Brasilefia la zona sureste de Brasil; y la FHV la zona oeste de Venezuela (Figura 4).
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Figura 3. Reservorios naturales de los Mamarenavirus causantes de las FHS. A) MACV, Calomys callosus
(Laucha Campestre). B) GTOV, Zygodontomys brevicauda (Raton de la cafia de azucar). C) JUNV, Calomys
musculinus (Ratén Maicero).
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o

Figura 4. Distribucion geografica de los Mamarenavirus causantes de FHS. [31]

1.1.4. Sintomas de las FHS

La manifestacion clinica de las FHS se encuadra dentro de los sintomas de una Fiebre
Hemorragica Viral, categoria compartida con enfermedades como el Dengue, la Fiebre Amarilla y el
Ebola [32]. Particularmente, los Mamarenavirus del Nuevo Mundo suelen causar fiebre, hemorragias,

leucopenia, trombocitopenia, edema, shock, petequias (alteracién sanguinea), convulsiones, mialgia,
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vomitos y artralgia. No obstante, los sintomas son muy variables entre los virus e incluso entre
individuos con la misma enfermedad, con lo cual el diagndstico clinico puede volverse una tarea
dificultosa [33].

Los pacientes infectados por JUNV presentan un periodo de incubacién asintomatica de 4 a 21
dias y una fase sintomatica de 12 a 18 dias [34] (Figura 5). En la primera etapa se pueden mostrar
sintomas leves generalmente asociado a un sindrome de tipo gripal como fiebre, mialgia, hipotensiéon
leve, conjuntivitis, hemorragia petequial de los tejidos blandos, letargo e irritabilidad con poco
compromiso hematoldgico y neurolégico. Durante la siguiente etapa, alrededor del 75% de los
pacientes comienza a mejorar, mientras que el otro 25% manifiesta hemorragias y desérdenes
neuroldgicos, con fiebre persistente, sangrado gingival y petequias en la mucosa oral y regidn axilar.
El compromiso del sistema nervioso central se manifiesta a través de hiporeflexia y confusion
general, pero en casos severos puede derivar en areflexia, hipotonia muscular, ataxia, temblores,
delirios, convulsiones y coma [35]. Sin tratamiento llevan a la muerte en un 15-30% de los casos [30].
La presentacion clinica de la FHB es muy similar a la de la FHA, con un periodo de incubacién de entre
3 y 16 dias seguido de una fase prodrémica, tras la cual aproximadamente una tercera parte de los
pacientes desarrolla sintomas severos como hipotensidon, hemorragias, convulsiones y coma. La
mortalidad es variable entre los distintos brotes, pero se estima en un 25% promedio [26]. Los otros
Mamarenavirus del Nuevo Mundo también tienen una alta tasa de mortalidad y pueden causar una
amplia gama de sintomas que van desde fiebre, dolor de garganta, dolor de cabeza, mialgias,
nauseas, dolor abdominal, vomitos, diarrea, petequias conjuntival y/o de la mucosa, hasta los
sintomas mds graves como hemorragias, trombocitopenia, leucopenia, hematuria, temblores, edema
pulmonar, dificultad respiratoria, y hemorragias gastrointestinales y necrosis. Los sintomas
neurolégicos como shock, coma y convulsiones son frecuentes en las infecciones con GTOV y MACV

[36].

¥ Incubacién
[ Sintomas
Ventana Terapéutica
(8 dias)
I
4-21 dias 12-18 dias

I L) T T T L) 1 T 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Dias después de la infeccién

Figura 5. Evolucion de las FHA en humanos infectados. La evolucion de las FHA comprende una primer etapa
asintomatica de incubacion que puede ir de los 4 a los 21 dias y luego una etapa sintomatica que puede ir de
los 12 a los 18 dias. Se muestra también la ventana terapéutica del JUNV, el inico Mamarenavirus patégeno
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para el cual existe tratamiento eficaz, que comprende hasta los 8 dias luego de la aparicidn de los sintomas.
Adaptado de [34].

1.1.5. Tratamiento para las FHS

Para el tratamiento de las FHS el uso de ribavirina (1-beta-D-ribofuranosil-1,2,4-triazol-3-
carboxamida), un analogo nucleosidico, ha mostrado cierta eficacia, aunque se han reportado
efectos secundarios como trombocitopenia y anemia, y en casos avanzados de FHA no reduce la
mortalidad. Por lo tanto, aunque es la Unica terapia utilizada actualmente para el tratamiento de las
FHS, su acciéon en humanos no es especifica y presenta grandes desventajas en el uso terapéutico [9,
33].

Actualmente las opciones preventivas y terapéuticas contra las FHS se limitan principalmente
al tratamiento de la FHA. Esta disponible la vacuna a virus vivo llamado CANDID-1, la cual exhibe un
alto grado de atenuacion de la virulencia [37]. La vacuna mostré una eficacia de 95% y solo esta
aprobada para las dreas endémicas en Argentina. El tratamiento para la FHA consiste en la
inmunoterapia pasiva con el plasma de pacientes convalecientes. Este plasma contiene anticuerpos
policlonales dirigidos contra distintas partes del virus y otros factores que contribuyen a su
inactivacién. Sin embargo, el tratamiento con plasma exhibe limitaciones significativas: a) no muestra
eficacia en pacientes con mas de 8 dias de evolucién [38]; b) plantean el riesgo de enfermedades
transmitidas por transfusion [39]; c) no es eficaz para los pacientes gravemente enfermos que
progresan a una fase neurolégica-hemorrégica [9]; y d) se plantean dificultades para mantener un
stock adecuado de plasma inmune [9, 34].

Los esfuerzos de investigacion mas recientes se centran en el desarrollo de anticuerpos
monoclonales neutralizantes contra las glicoproteinas (TABLA 2) de JUNV, pero la variabilidad de
estas proteinas lleva a que estos anticuerpos sélo sean eficaces contra JUNV, pero no contra MACV,
CHAV, GTOV y SABV [34, 40]. Recientes estudios demostraron que esto podria deberse a que las
glicoproteinas de los Mamarenavirus MACV y JUNV presentan diferencias en la accesibilidad al sitio
de unidn con el receptor de entrada, lo que resulta en una pobre reactividad cruzada de anticuerpos
neutralizantes (AcNT) [41].

El anticuerpo GDO1 mostré ser el mas eficaz de sélo unos pocos anticuerpos que fueron
estudiados sobre una lista de 28 anticuerpos que han demostrado algun nivel de neutralizacién para
el virus JUNV [42] y que se encuentran dentro del banco de “Recursos de Investigacién en Biodefensa
e Infecciones Emergentes” (BEI Resources) de los EE.UU. [43]. BEI Resources, es la principal fuente de

cultivos y reactivos de alta calidad para la investigacién en microbiologia y enfermedades infecciosas.
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Los recursos de BEI pueden servir como un catalizador para los esfuerzos de investigacion en todo el
mundo y son proporcionados de forma gratuita a los investigadores registrados. En contraste, para
MACV, CHAV, GTOV y SABV no hay ningun anticuerpo homdlogo en dicho repositorio. Este escenario
hace que nuevos abordajes con formas alternativas de tratamiento para las FHS sean urgentemente
necesarios.

Hasta la fecha, solo un AcM recombinante ha sido aprobado para tratamiento de
enfermedades infecciosas y otros ocho candidatos se encuentran en estudios clinicos. El AcM
humanizado Synagis® (palivizumab), dirigido contra la proteina F del Virus Sincitial Respiratorio, es el

Unico AcM contra una enfermedad viral aprobado por la FDA de los EE.UU. [44].

Nombre Neutralizante . . . .
. Isotipo Anti Origen Modelo de prueba Referencia
anticuerpo para:

paras | e

J199 JUNV ’ GP1 (Nicotiana ) [34]
Kappa . In vivo en cobayos
Benthamiana) . .
humano (Guinea Pig)

Fab, IgG2a Ratén Formacién de placas de

Gbol JUNV de ratén GP1 (Hibridoma) P3406 (Cepa de JUNV) [40, 42]

TABLA 2. Anticuerpos neutralizantes en estudio para el tratamiento de las FHS.

1.1.6. Estructura de los Mamarenavirus causantes de las FHS

Como ya se menciond, las FHS son un conjunto de enfermedades que tienen como agentes
etioldgicos virus que pertenecen a la familia Mamarenaviridae. Esta familia constituye un importante
grupo de virus envueltos de forma esférica, de entre 50 a 300 nm de didmetro [45-48]. El aspecto
arenoso de las particulas en las secciones de microscopia electrénica les dio su nombre a estos virus
(Figura 6, A). Los Mamarenavirus estan compuestos por un genoma de ARN ambisentido distribuido
en dos segmentos monocatenarios, denominados L (large o grande) y S (small o pequefia), una
glicoproteina de envoltura (GP), una nucleoproteina estructural (NP) y una proteina de matriz de

union a zinc (Z) (Figura 6, B). [1]

-21-



Universidad
Nacional
de Quilmes

®

Lic. Cristian Payés Tesis de Doctorado

Figura 6. Estructura de los Mamarenavirus. A) Fotografia de microscopia electrénica donde se puede ver la
apariencia arenosa que llevé al nombre de “arenavirus”. B) Estructura de los Mamarenavirus. GP:
Glicoproteina, NP: nucleoproteina, Segmento de ARN L y S, proteina Z: proteina de matriz de unidén a zinc.
Adaptado de [1]

Cada segmento gendmico de los Mamarenavirus codifican dos proteinas diferentes en dos
marcos de lectura abiertos (ORF) no reversibles de polaridades opuestas [49]. El segmento L (=7.200
nt) codifica una ARN polimerasa viral (L) dependiente de ARN y una proteina de matriz de unién a
zinc (Z) [50]. El segmento S (=3,500 nt) codifica una nucleoproteina (NP) y un precursor de la
glicoproteina de la envoltura (GPC) [51-53]. Los dos ORFs en cada segmento estan separados por una
region intergénica no codificante (IGR) que podria formar una o mas estructuras de horquilla
energéticamente estables [49, 54] El IGR funciona en la terminacidn de la transcripcion dependiente

de la estructura y en el ensamblaje del virus [55] (Figura 7).

IGR
5" UTR 3’ UTR
S segment I GP NP I I
IGR
5’ UTR 3’ UTR
L segment Z - | I

Figura 7. Estructura del genoma de los Mamarenavirus. El genoma de los Mamarenavirus se compone de dos
segmentos: El segmento gendmico L (grande) que codifica la proteina de la matriz Z y la proteina L polimerasa;
y el segmento S (pequeio) que codifica la glicoproteina (GP) y la nucleoproteina (NP). Los genes codificados en
cada segmento estan separados por regiones intergénicas no codificantes (IGR). Los genomas lineales estan
flanqueados por las regiones 5'y 3' conservadas no traducidas (UTR). [56]
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La proteina NP es la mayor progenie estructural de los mamiferos. Es un componente de las
nucleocapsides, asociada con el ARN viral en forma de estructuras similares a perlas y es esencial
para la transcripcién y la replicacidon [57, 58]. Al igual que otras ARN polimerasas dependientes de
ARN, L lleva a cabo dos procesos diferentes: la transcripcion y la replicacién [59-63]. La proteina Z de
la matriz contiene un motivo RING que se une al zinc [50] y es la principal fuerza motriz para la
gemaciéon de los Mamarenavirus [57, 64, 65]. Las dos glicoproteinas de la envoltura viral,
glicoproteina 1 (GP1) y glicoproteina 2 (GP2), se derivan de la escisién postraduccional del complejo
GPC. Este complejo esta constituido de las GP1 y GP2 (complejo GP1/GP2) junto con un péptido sefial
estable (SSP) que es cortado durante la sintesis de GPC y forma la espicula del virion que media la

unién y la fusién con la membrana celular del huésped.

1.1.7. Ciclo de vida de los Mamarenavirus patogénicos

Durante la infeccidon, los Mamarenavirus se unen a los receptores de la superficie celular y se
internalizan por endocitosis [66-68]. Los Mamarenavirus del Viejo Mundo como es LASV, usan el
receptor celular a-distroglicano (aDG) para infectar a las células [69] mientras que los
Mamarenavirus del Nuevo Mundo no usan este receptor [70] sino que usan al hTfR1 [71]. La fusién
con los endosomas tardios es dependiente del pH. Cuando disminuye el pH en el endosoma el
complejo de ribonucleoproteina viral (RNP) que contiene NP, L y ARN gendmico viral del virién se
libera en el citoplasma, donde el RNP dirige tanto la replicacion del genoma de ARN como la
transcripcién de los genes virales [48]. Durante la replicacion, L lee a través de la sefal de
terminacion de la transcripcién de IGR y genera ARN antigendmicos y gendmicos sin proteccién [72].
Estos ARN contienen una Unica guanina libre en el extremo 5' [61, 73]. En consecuencia, la iniciacién
de la replicaciéon podria implicar un mecanismo de deslizamiento de L en el ARN naciente [59]. La
transcripcién de ARNm de GPCy Z ocurre solo después de una ronda de replicacién del virus, durante
la cual se producen S y L. La poliproteina GPC se sintetiza en el lumen del reticulo endoplasmatico,
donde es altamente N-glicosilada, y donde se piensa que oligomeriza antes del procesamiento
proteolitico mediante la proteasa subtilisina kexin-isozima-1 / sitio-1 (SKI-1 / S1P). La maduracion
proteolitica de GPC, asi como su trafico desde el reticulo endoplasmatico a la superficie celular,
depende del SSP [73]. La gemacion del viridn se produce a partir de la membrana plasmatica celular,

proporcionando asi la envoltura del virién [57, 64, 65, 74] (Figura 8).
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Figura 8. Ciclo de vida de los Mamarenavirus patogénicos. 1. La entrada a la célula estd mediada por
diferentes receptores celulares (aDG para Mamarenavirus del Viejo Mundo y clase C del Nuevo Mundo; hTfR1
para la clase B de Mamarenavirus del Nuevo Mundo). 2. La entrada del virus en las células esta mediada por
endocitosis independiente de clatrina para los Mamarenavirus del Viejo Mundo y dependiente de clatrina para
los Mamarenavirus del Nuevo Mundo. 3. Ocurre la fusion del virus con el endosoma tardio. 4. La NP viral se
libera en el citoplasma a través de un mecanismo de fusion de membrana dependiente del pH. 5. La replicacidn
del genoma viral, la transcripcion y la expresion de proteinas se producen estrictamente en el citoplasma. 6. El
ensamblaje del virion y la gemacidn se producen en la membrana plasmatica. [56]

1.2. El receptor de transferrina 1 humano (hTfR1) y su rol en la entrada
de los Mamarenavirus de las FHS

Como un cofactor esencial para la vida, el hierro facilita varias reacciones enzimaticas criticas
para la replicacion del ADN vy la respiracién celular. Los procesos celulares que dependen del hierro
incluyen la sintesis de nucledtidos y el transporte de electrones. Sin embargo, el hierro ferroso libre
puede ser toéxico para los sistemas vivos [75]. Para evitar esta toxicidad, los organismos han
desarrollado sistemas de transporte y almacenamiento de hierro tales como proteinas
transportadoras (transferrina y ferritina), grupos hemo y clusters hierro-azufre [75]. La transferrina
(Tf) se encuentra en la sangre de los mamiferos como una proteina de dos Iébulos [76]. En
condiciones fisioldgicas neutras, cada molécula de transferrina es capaz de unirse a dos atomos de
hierro férrico. Tf libera su carga de hierro a pH bajo, observandose la liberacién maxima cerca de pH

5 [77]. La evidencia definitiva del TfR1 (CD71) se encontré primero en reticulocitos de conejo [78] y
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luego se confirmd en una variedad de especies y tipos de células, incluyendo placenta humana,
fuente rica de hTfR1 [79, 80]. El hTfR1 es una proteina de la superficie celular que se une a Tf y
facilita su endocitosis desde el plasma [76]. El receptor existe en la superficie de la célula como un
receptor tipo Il de glicoproteina homodimérico, y puede unir hasta dos moléculas de transferrina. El
dominio extracelular de hTfR1 contiene tres subdominios: un dominio helicoidal, uno tipo proteasay

uno apical (Figura 9).

Figura 9. Receptor de transferrina humano. Esquema del homodimero de hTfR1 en la superficie celular que
consiste de dos mondmeros unidos por puentes disulfuro en las cisteinas 89 y 98. El hTfR1 contiene un dominio

intracelular, un dominio transmembrana y un dominio grande extracelular. Este uUltimo consta de tres
subdominios: apical (Apical, verde), helicoidal (Helical, amarillo) y dominio tipo proteasa (Protease-like, rojo).

hTfR1 estd codificado por el gen TfRC que pertenece a familia del receptor de transferrina. La
familia de receptores incluye a TfR2 el cual se deriva de antiguas carboxipeptidasas [81]. El
homodimero de hTfR1 se mantiene unido por enlaces disulfuro y realiza endocitosis
constitutivamente a través de la via candnica mediada por clatrina. Una vez en los endosomas
acidificados, un receptor que porta Tf cargado de hierro sufre una reorganizacién estructural que
promueve la liberaciéon de hierro de la Tf. Mientras tanto, la molécula de Tf libre de hierro
permanece unida al receptor y se recicla a la superficie de la célula donde se libera a un pH neutro
(Figura 10). El reciclaje del hTfR1 puede ocurrir cientos de veces durante la vida de un solo receptor
[82]. En cualquier momento dado, una célula puede expresar cientos de miles de copias de hTfR1
[83] con solo un pequeio porcentaje presente en la superficie de la célula. Los tres subdominios de
hTfR1 son necesarios para la unién de la Tf. El dominio helicoidal de hTfR1 es responsable de la

dimerizaciéon. El dominio similar a proteasa se asemeja a la familia glutamate carboxypeptidase de
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proteasas asociadas a la membrana, que incluyen el antigeno de membrana prostatico especifico
(PSMA) [81]. hTfR1 carece de actividad proteasa debido a cambios evolutivos en residuos clave
dentro de su sitio activo ancestral. hTfR1 se degrada en el lisosoma y depende de un ambiente de pH
bajo [84]. Cuando se desprende de la membrana, el dominio extracelular de hTfR1 se puede
encontrar en los espacios intersticiales y circulando en la sangre, donde se ha convertido en un

marcador diagndstico de homeostasis de hierro [85].

Espacio extracelular

Diferric-Tf
Diferric-Tf / TR P Apo-Tf
complex ‘
‘“ﬁmﬂmmn'rmg{rmlr,wmmwmmmnlnm5 ’qu‘rrmmm-,;,,r Q@«m‘m}p'rmmrr

7 § J
o, ’ 4
Vesicula
»

Recubierta
DMT1 (Transportador de Clatrina
de hierro

Citoplasma

Bomba de
Protones

Endosom

Figura 10. Internalizacion del hierro del hTfR1. Endocitosis de Tf cargada de hierro unida a hTfR1 a través de
depresiones recubiertas de clatrina en el compartimento del endosoma. La acidificacion a través del bombeo
de protones en el endosoma induce una modificacidn conformacional en Tf que da como resultado la
liberacién del hierro. El hierro es luego bombeado al citosol desde el endosoma por el transportador de metal
divalente 1 (DMT1). Tf se libera mas tarde una vez que el hTfR1 nuevamente alcanza la superficie celular.
Adaptado de [86]

Como ya se mencioné uno de los ligandos naturales del hTfR1 es el Tf. La estructura de Tf
unida a hTfR1 se resolvid por medios cristalograficos a temperatura ambiente y pH 7,5 [87] (Figura
11, A). La Tf humana cargada con hierro unida a su receptor revela la reestructuracion de la interfaz
del dimero hTfR1. En esta estructura, dos moléculas Tf se unen al homodimero hTfR1, con los I6bulos
N y C de Tf que demuestran interacciones significativas con el receptor [87]. En el hTfR1, la unién a Tf
genera un cluster de histidina que estad preparado para la reorganizacion conformacional tras la
exposicién a pH bajo [88]. Otro ligando natural del hTfR1, aparte del Tf, es la hemocromatosis
humana (HFE). La estructura de HFE unido a hTfR1 revela una estequiometria de uno a uno de HFE a
hTfR1 [87] (Figura 11, B). Cada molécula de HFE se une a hTfR1 en un plano, lo que significa que es

probable que HFE se una solo al hTfR1 presente en la membrana de la misma célula. Un paquete de

-26-



Universidad
Nacional
Lic. Cristian Payeés Tesis de Doctorado @(“"wi"“"\

tres hélices estabiliza predominantemente el complejo de HFE y hTfR1. Este paquete estd formado
por una hélice de HFE y dos del dominio helicoidal de hTfR1 [89]. Mientras que HFE permanece
relativamente sin cambios por la interaccion con hTfR1, el dominio helicoidal del receptor
experimenta un ligero reordenamiento al unirse.

El hTfR1 es una proteina de membrana que se expresa en mayor o menor medida en todos los
tejidos. Abunda particularmente en las células inmunes activadas y las células endoteliales
vasculares, tipos de células criticamente involucradas en la patogénesis de los Mamarenavirus [90].
En la célula huésped, hTfR1 es un ejemplo clasico de un receptor de transporte y, como vimos
anteriormente, juega un papel central en el metabolismo celular de hierro [91]. Estudios celulares y
moleculares permitieron identificar al hTfR1 como el receptor celular para las FHS [14, 71, 92]. En
contraste, otros tres virus del grupo B, los TCRV, Amapari (AMAV) y Cupixi (CPXV) no son
patogénicos, en parte porque no se pueden unir a hTfR1, pero si usar ortdlogos de hTfR1 para la
entrada del virus a otras especies que actlan como sus reservorios naturales [93]. Ademas,
recientemente se ha observado que también una cepa del Mamarenavirus Whitewater Arroyo
(WWAV) de América del Norte, vinculada con tres casos fatales de Fiebre Hemorrdgica, también
requiere de hTfR1 para su internalizacién [2].

Se observé que la GP1 de los Mamarenavirus patogénicos media la entrada a la célula. Usando
la subunidad GP1 del MACV como una sonda, lograron identificar por inmuno-precipitacion a hTfR1
como el receptor celular humano [71]. Se observd también que la entrada de JUNV ocurre por via
dependiente de vesiculas recubiertas por clatrina [94], la cual también es utilizada por hTfR1. Andlisis
de infectividad de pseudovirus en células que expresan hTfR1 modificado por mutagénesis dirigida
confirman que el extremo del dominio apical de hTfR1 determina la capacidad del receptor para
mediar la infeccion con los Mamarenavirus patdégenos del Nuevo Mundo [93, 95]. También
mostraron que la infeccidn por los virus tiene una correlacidn directa con el aumento de la expresion
celular de hTfR1, mientras que la reduccidn en expresion de hTfR1 redujo la infeccion [71]. Asimismo,
estudios estructurales permitieron determinar que la GP1 de estos Mamarenavirus se une al dominio
apical de hTfR1 (Figura 11, C) pese a que exhiben una sorprendente variedad estructural,
compartiendo solo 25-47% de identidad de residuos [95]. Es interesante notar que ni holo-Tf ni apo-
Tf interfirieren o aumentan la infeccidn por virus de las células, lo que indica que los sitios de unién
de Tf y de la GP1 al hTfR1 no se superponen [71], tampoco lo hace la HFE [87] (Figura 11, D).

Recientemente, se ha reportado el desarrollo de aptameros que se unen al dominio apical de
hTfR1 y pueden bloquear hasta 90% la internalizacién de MACV, pero solo un 70% de JUNV, sin haber

sido probado contra otros Mamarenavirus [96].
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Figura 11. Ligandos naturales del hTfR1. Estructura del modelo de hTfR1 (naranja) con sus ligandos naturales:
A) Tf (verde); B) HFE (amarillo); C) GP1 de MACV (azul). Los modelos se generaron a partir de los archivos Banco
de Datos de Proteinas (PDB): 1DE4, 3S9L y 3KAS, respectivamente. D) Se muestra al hTfR1 unido a todos sus
ligandos de forma simultanea.

Se han reportado algunas variantes naturales del hTfR1 en humanos: Y20H, G142S, L212V,
G420S, R677H. De ellas, la Unica que se posiciona dentro de la regidn que reconocen las GP1 de los
Mamarenavirus causantes de las FHS es la correspondiente al polimorfismo de nucledtido unico
(SNP) L212V. Dicha mutacién solo se ha informado en poblaciones asiaticas (China y Japdn). Se
secuenciaron los hTFR1 de 18 individuos indigenas de Centro y Sudamérica y no se lograron
identificar casos de este polimorfismo. Por lo tanto, al igual que todos los SNP, este surgié al azary
puede no tener una aptitud ventajosa o desventajosa en las poblaciones asidticas donde se
encuentra, ya que los Mamarenavirus que utilizan hTfR1 no se encuentran en esa parte del mundo
[97]. No obstante, este SNP humano en esta regidn, L212V, haria que el hTfR1 sea un receptor mas
débil para el MACV, pero un receptor mas fuerte para JUNV Y SABV. Colectivamente, estos hallazgos
establecen el escenario para posibles compensaciones evolutivas, donde la seleccién natural de
resistencia a un virus puede hacer que los humanos o roedores sean susceptibles a otras especies de
Mamarenavirus [98].

Por otra parte, ha sido reportado que el hTfR1 juega un rol en la infeccién por el virus de la

Hepatitis C (VHC) a nivel de entrada mediada por glucoproteina y posiblemente esté involucrado en
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la internalizacién de particulas de VHC [99]. También recientemente se ha reportado al hTfR1 como
un receptor especifico de reticulocitos para Plasmodium vivax, uno de los parasitos causantes de la
mas frecuente y extensamente distribuida forma de malaria benigna, y que la proteina PvRBP2b del

pardsito compite por el sitio de uniéon GP1 de MACV con el hTfR1 [100].

1.3. El anticuerpo monoclonal quimérico ch128.1 y las FHS

Previamente, el grupo del Dr. Helguera ha publicado un articulo donde demuestra que el AcM
quimérico ch128.1 contra el dominio apical de hTfR1 es capaz de bloquear la internalizacidon de
pseudovirus que expresan GP1/GP2 de JUNV, MACV, CHAV, GTOV y SABV por mas de 90% y reducir
la infectividad de la cepa replicante atenuada IV445 de JUNV [92]; mientras que en el caso de la cepa
de WWAV, la internalizacién de pseudovirus que expresan su GPC también puede ser blogueada con
ch128.1[2].

Es importante tener en cuenta que ch128.1 no compite con el sitio de unién de Tf [101] y tanto
ch128.1 como el anticuerpo original de ratéon 128.1 no afectan a células que expresan niveles
normales o bajos de hTfR1 [102, 103]. Sin embargo, se ha observado que estos anti-hTfR1 en la
forma bivalente ch128.1 y en la tetravalente ch128.1-Av puede inducir crosslinking provocando una
reduccion de los niveles de receptor en la superficie en células que sobre-expresan hTfR1, induciendo
citotoxicidad y afectando los niveles de hierro en las células [101, 103-105], pero no en otros tipos
celulares que lo expresan a niveles menores [101-103].

Mediante estudios de unidn de receptores de transferrina hibridos de hTfR1 con regiones de
TfR1 de ratdn (mTfR1) realizados por ingenieria genética (mutagénesis dirigida) y expresada en
células CHO se pudo determinar una regiéon fundamental para la unién del anticuerpo ch128.1 sobre
la superficie del hTfR1 (Figura 12). Esta regidn estd comprendida por 45 aminoacidos sobre la regién
apical del receptor, de la serina (S o Ser) en la posicién 324 a la serina en la posicién 368 (S324-5368)

[92].
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Figura 12. Estudio de la region de unidn del anticuerpo ch128.1 al hTfR1 por mutagénesis dirigida. A) Se
muestra un esquema del hTfR1 y se resaltan las regiones de hélice en verde, tipo proteasa en azul y region
apical en naranja. B) Hibridos de hTfR1 con regiones de mTfR1 realizados por ingenieria genética y expresados
en células CHO. C) Ensayo de unién de los hibridos con el anticuerpo ch128.1 por ELISA (ensayo por
inmunoabsorcidn ligado a enzimas). [92]

1.4. La estructura basica de los Anticuerpos

Los anticuerpos, también conocidos como inmunoglobulinas, son proteinas Unicas con varias
propiedades que los hace un componente critico del sistema inmunitario. Su propiedad mas notable
es que exhiben alta afinidad y especificidad para una amplia gama de diferentes moléculas conocidas
como antigenos. Ademas, los anticuerpos tienen la capacidad de activar e interactuar con el sistema
inmune efector del huésped.

La estructura basica de un anticuerpo consta de dos polipéptidos de cadena liviana idénticos y
dos polipéptidos de cadena pesada idénticos, unidos entre si por enlaces disulfuro. Las cadenas
pesada (H) y liviana (L) estan codificadas por genes separados (Figura 13, A) y se organizan en

dominios globulares discretos separadas por segmentos peptidicos cortos (Figura 13, A). La molécula
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de anticuerpo normalmente exhibe una forma de "Y", con dos "fragmentos de unién al antigeno"
(Fab) que forman los brazos, vinculados a través de una bisagra al dominio "fragmento cristalizable"
(Fc) que forma el tallo (Figura 13, B). Los dominios en los extremos amino-terminal de las cadenas
tanto pesadas como livianas, contienen el sitio de unién al antigeno. Estos dominios se caracterizan
por su variabilidad de secuencia (region variable o V), y se denominan las regiones Vy y V, para

indicar las cadenas pesadas y livianas, respectivamente (Figura 13, B) [106, 107].

A B
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Figura 13. IgG. A) Genes que codifican las cadenas pesada y liviana. En los genes, cada dominio esta codificado
por un exdn discreto (indicado por cajas) separado por secuencias intermedias (intrones) indicadas por la linea.
Ambas cadenas pesadas y livianas contienen secuencias lider hidréfobas (L) necesarias para su secrecién, un
dominio variable que contiene tres secuencias determinantes de la complementariedad (CDR), que
proporciona variabilidad en los sitios de reconocimiento entre los anticuerpos, y un segmento de unién (J). En
las cadenas pesadas también hay un segmento de diversidad (D). B) Estructura general de la molécula de
inmunoglobulina G (IgG) (el anticuerpo mas abundante en la sangre) y los fragmentos con actividad que
pueden derivar de la misma. La proteina del anticuerpo estad formada por dos cadenas livianas y dos cadenas
pesadas con dominios discretos: dos dominios constituyen la cadena liviana (V_ y C,), mientras que cuatro
dominios forman la cadena pesada (Vy, Cyl, Cy2 y Cy3). Las regiones variables se designan como la regién Fv e
incluyen las regiones CDR que son los residuos de aminodcidos criticos para la afinidad y especificidad de los
sitios de unién al anticuerpo. Las funciones efectoras del anticuerpo son propiedades del fragmento Fc. Las
unidades de carbohidratos (circulos negros) presentes en N297 dentro de los dominios C,2 contribuyen a las
propiedades funcionales del anticuerpo. La regidn bisagra proporciona flexibilidad a la molécula de anticuerpo,
facilitando la unién al antigeno, y las funciones efectoras. La enzima papaina escinde el anticuerpo en dos
fragmentos Fab que contienen los sitios de unidn al antigeno y un fragmento Fc responsable de las funciones
efectoras;). Adaptado de Ref. [108].

1.4.1. Variabilidad de los anticuerpos

La especificidad de un anticuerpo depende de la secuencia de la regidn variable. El numero
total de diferentes regiones variables disponibles en los seres humanos se estima que es al menos
10". Sin embargo, el nimero real de especificidades de anticuerpos en un individuo (conocido como
el repertorio de anticuerpos) es limitado al nimero total de células B y de la historia de la exposicidn

a antigenos del individuo. La extraordinaria variabilidad de la respuesta de anticuerpos es el
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resultado de procesos que incluyen la recombinacién V (D) J y la hipermutacidon somatica (SHM). La
recombinacidon V (D) J es el proceso por el cual los segmentos génicos V, D y J se reordenan
aleatoriamente, lo que lleva al desarrollo de una gran diversidad de regiones variables [109]. Dentro
de las regiones variables de la cadena pesada y liviana existen tres regiones hipervariables o
determinantes de la complementariedad (CDRs) que codifican el sitio de unién al antigeno del
anticuerpo. En los seres humanos y roedores, los CDR1 y CDR2 de ambas cadenas pesadas y livianas
se forman a partir de las secuencias de segmentos de genes de la linea germinal variable (V). En
contraste, el bucle de CDR3 se produce por la unién del segmento V con la unidn (J) para el segmento
de la cadena liviana, o con la diversidad (D) y unidn (J) para los segmentos de la cadena pesada. Por
tanto, la diversidad de la cadena pesada y liviana se amplifica aun mas por el proceso de SHM que se
produce dentro de las regiones variables de las cadenas pesadas y livianas. Estas mutaciones se
producen principalmente por sustituciones de nucledtidos individuales, con adiciones de nucledtidos
ocasionales y deleciones. Durante el curso de la respuesta inmune, la afinidad de unién de los
anticuerpos a los antigenos aumenta, un proceso que se conoce como maduracion de la afinidad y es
el resultado de la seleccién dentro del centro germinal de las células B que producen anticuerpos de
afinidad cada vez mayor [110]. La tasa de SHM en ratones y seres humanos es de aproximadamente
10® a 10° mutaciones por par de bases por generacidn, que es aproximadamente un millén de veces
mayor que la tasa de mutacién espontanea en la mayoria de los otros genes [111]. El resto de las
cadenas pesadas y livianas tienen una estructura relativamente constante. La regidn constante de la
cadena liviana, denominada regidn C,, consta de un solo dominio. En contraste, la region constante
de la cadena pesada (Cy) se divide en dominios estructurales discretos estabilizados por enlaces
disulfuro intracadena: Cy1, C42, y Cy43 de IgG (ver Figura 13). La estructura de dominios de
anticuerpos resulta muy atractiva para la ingenieria genética, ya que permite el intercambio de
dominios funcionales con actividades de unidn al antigeno (Fabs o Fvs) o funciones efectoras (Fc). La
region bisagra, un segmento de la cadena pesada entre los dominios Cyl y C42 en las IgGs
proporciona flexibilidad a la molécula. La regiéon Fc es responsable de las propiedades
farmacocinéticas del anticuerpo y de las funciones efectoras tales como la citotoxicidad dependiente
del complemento (CDC), la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC), la fagocitosis
mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCP), y la transmision en la placenta. Los
anticuerpos son glicoproteinas y los hidratos de carbono presentes en el dominio C,2 de IgG han

demostrado ser esenciales para sus funciones efectoras [112].

1.4.2. Clases y subclases de anticuerpos
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La region constante de la cadena pesada determina la clase o isotipo del anticuerpo. En los
seres humanos, hay cinco clases de cadenas pesadas diferentes que son designados por minusculas
letras griegas: y para IgG; 6 para IgD; € para IgE; a para IgA, y i para IgM (Figura 14). Las diferencias
en el isotipo de la cadena pesada determinan la glicosilacién y la capacidad de participar en diversas
funciones efectoras tales como CDC, ADCC, y ADCP, asi como la transmisién placentaria [113]. Los
anticuerpos IgG humanos se pueden subdividir en cuatro subclases: 1gG1, 1gG2, IgG4 (los tres con un
peso molecular de aproximadamente 146 kDa), e 1gG3 con un peso molecular de aproximadamente
165 kDa. El peso molecular mas alto exhibido por IgG3 humana se debe a la presencia de una regién
bisagra extendida, que proporciona una mayor flexibilidad en comparacién con las otras subclases.
Las propiedades de las subclases de 1gG humanos se enumeran en la TABLA 3. En los seres humanos,
s6lo hay una subclase de IgD, IgE, e IgM, pero hay dos subclases de IgA humana: IgAl e IgA2. En
contraste con las otras clases, las cadenas pesadas de las IgM e IgE contienen un dominio Cy extra
(C44) y carecen de la regidn de bisagra que se encuentra en 1gG, IgD, e IgA. La ausencia de una region
bisagra no implica que los Fab de IgE e IgM sean rigidos. Las micrografias electrénicas de moléculas
de IgM unidos a ligandos han demostrado que los brazos Fab pueden doblarse en relacién con el
dominio Fc [114]. Para el caso de IgE, el par de dominio C,2 sustituye a la regién bisagra de I1gG y

permite una conformacion doblada de la region Fc [115].

- Cadena Pesada

D Cadena Liviana
&= Cadena de Union (J) z
igD IgE IgG IgA

Figura 14. Estructura comparativa de las clases de anticuerpos humanos. IgD (184 kDa), IgE (189 kDa), 1gG
(146 kDa para 1gG1, 2, y 4, y 165 kDa para 1gG3), IgA (dimero 300-360 kDa) e IgM (pentamero 970 kDa). Los
anticuerpos pueden ser monomeéricos (IgG, IgE e IgD) o poliméricos (IgA: dimérico e IgM: pentamérico), donde
los anticuerpos poliméricos contienen una cadena de unién (J). Adaptado de Ref. [10]. IgM también puede ser
un hexamero que carece de la cadena J. [108]

Hay dos isotipos de cadena liviana diferentes, que son designados por las letras griegas
minusculas k y A. Las cadenas livianas de ambos isotipos se encuentran asociados con todas las clases
de cadena pesada. Las diferencias en el isotipo de la cadena liviana no parecen influir

significativamente en la estructura ni en las funciones efectoras de la molécula de anticuerpo.
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Aungque todas las moléculas de anticuerpos se construyen a partir de la unidad bdsica de dos cadenas

pesadas y dos livianas (H.L,), las IgA e IgM forman polimeros (Figura 14). Las regiones

Caracteristica o funcién Subclase o isotipo

IgG1  1gG2  1gG3  IgG4

Peso molecular aproximado (kDa) 146 146 165 146
Longitud de la bisagra (nUmero de aa) 15 12 62 12
ADCC +++ +/-- ++ +/--
ADCP + + + +/--
Unién de C1q ++ +/- +++ -
Lisis celular mediada por complemento ++ +/- ++ -
Unién del FcRn + + +/- +
Vida media en suero (en dias) 21 21 5-75 21
Concentracion sérica promedio aproximada (mg / ml) 9 3 1 0.5

TABLA 3. Propiedades funcionales de las subclases de IgG humanos. Adaptado de [108]

constantes de IgM e IgA de la cadena pesada contienen una regién de 18 aminodcidos con un residuo
de cisteina que es esencial para la polimerizacidn. La cadena de unién J es un polipéptido de 15 kDa
producida por los linfocitos B y células plasmaticas (células secretoras de anticuerpos) que promueve
la polimerizacion mediante la vinculacién a la cisteina de dicha region. IgA forma una estructura
dimérica en la que dos unidades de H,L, estan unidas por una cadena J [(H,L,) 2J]. Las IgM forman
una estructura pentamérica con cinco unidades H,L, unidas por una cadena J [(H,L,) 5J] o una
estructura hexamérica [(H,L;)s], que no posee la cadena J. La IgA secretora encontrada en las
superficies de la mucosa contiene un polipéptido adicional, el componente secretor (SC), un
fragmento de la escision del receptor de inmunoglobulina polimérica utilizada para transportar a la

superficie de la mucosa.

1.4.3. Actividades efectoras de los anticuerpos

Los anticuerpos presentan diferentes actividades bioldgicas que los hacen agentes
terapéuticos eficaces [116] (Figura 15). Debido a su exquisita especificidad, los anticuerpos pueden
evitar que mediadores solubles tales como citoquinas, toxinas, o factores de crecimiento alcancen a
sus receptores, bloqueando su interaccién, ya sea mediante la unidn al factor en si mismo o a su
receptor. Los anticuerpos también pueden reticular los receptores de superficie celular, activando de
este modo o inhibiendo las respuestas. La regién Fc de la 1gG se une al receptor de Fc neonatal
(FcRn), también conocido como el "receptor de rescate" o receptor Brambell [117]. Este receptor se
expresa por las células endoteliales y tiene un papel importante en la extension de la vida media de

los anticuerpos mediante la unidn vy la internalizacién de IgG y su reciclado de nuevo en la sangre,

-34-



Universidad
Q Nacional
Lic. Cristian Payés Tesis de Doctorado O(h"wilm'w

protegiendo asi el catabolismo de las IgG [118]. Ademas, dependiendo de la clase de anticuerpo, el
dominio Fc puede provocar actividades inmunes tales como ADCC aunque la interaccidn entre la
region Fc de 1gG y el receptor de Fc gamma (FcyR) se expresa en la superficie de las células del
sistema inmune incluyendo las células asesinas naturales (NK), los macréfagos y neutréfilos [119]. Los
FcyRs también pueden conducir a la fagocitosis de células blanco recubiertas de anticuerpos por las
células fagociticas tales como macréfagos y células dendriticas, un fendmeno descrito como ADCP
[120, 121]. Las células NK y otras células efectoras, una vez activadas, liberan factores que pueden
matar directamente a las células blanco, asi como citocinas y quimiocinas que pueden inhibir la
proliferacién celular, mejorar la inmunogenicidad de las células blanco y atraer otras células inmunes
efectoras. Ademds de ADCC y ADCP, el dominio Fc de ciertos anticuerpos, puede activar la cascada
del complemento que conduce a la inflamacién y al CDC [121]. Aunque muchos anticuerpos
monoclonales terapéuticos pueden inducir respuestas mediadas por el complemento y matar células
tumorales in vitro [122], su relevancia en el ambito clinico para el tratamiento del cdncer aun no se
ha establecido completamente.

Debido a sus propiedades, los anticuerpos, en particular, las IgG recombinantes son
actualmente una de las clases de mayor crecimiento de farmacos. En la sangre, la I1gG es la clase de
anticuerpo mas abundante y el mas estable, con una vida media de aproximadamente 21 dias para
todas las subclases excepto las 1gG3, cuya vida media es de aproximadamente 7 dias (TABLA 3).
Como se muestra en la TABLA 3, IgG1 expone actividades de ADCC y CDC significativamente superior
en comparacién con IgG2 e 1gG4 [116, 123]. Por lo tanto, ya que la clase de anticuerpo determina la
naturaleza de las funciones inmunes efectoras, la IgG1 ha sido la clase de eleccién para la mayoria de

los anticuerpos terapéuticos [124].
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Figura 15. Modos potenciales de accidon de los anticuerpos. Los anticuerpos pueden provocar su actividad
protectora bloqueando la interaccién de factores solubles (ligandos) con receptores de superficie ya sea
dirigiéndose al factor soluble libre o al receptor sobre las células diana, que puede ser una célula cancerosa. Los
anticuerpos dirigidos a la superficie de las células pueden alterar la sefializacién e inducir una actividad
antiproliferativa y/o proapoptética que puede ser favorecida por reticulacién. Ademas, anticuerpos tales como
IgG1 pueden activar funciones efectoras inmunitarias tales como ADCC, ADCP y CDC. Adaptado de [108]

1.4.4. Los anticuerpos estructuralmente modificados

El creciente nimero de dianas terapéuticas y los requisitos especiales para las diferentes
intervenciones terapéuticas ha favorecido la aparicién de una amplia gama de configuraciones de
anticuerpos, con propiedades mas alld de los anticuerpos naturales, hechos a medida para
aplicaciones especificas. La estructura de dominios de anticuerpos permite la generacion de formatos
alternativos, donde se han eliminado o reorganizado para alterar las propiedades biolégicas de los

diferentes dominios constantes.

1.4.4.1. Fragmentos de anticuerpos: Fabs y scFv monovalentes, bivalentes, y
multivalentes

Un bloque de unién primario del anticuerpo es el fragmento Fab, que consiste en una cadena
liviana unida covalentemente mediante un enlace disulfuro a un segmento de la cadena pesada que

incluye los dominios Vy y Cyl (Figura 16) [125]. Como se explicé anteriormente, los fragmentos scFv
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constan de los dominios V, y V, fusionado genéticamente por un péptido enlazador flexible. El peso
molecular de los scFv es mucho menor que la de anticuerpos intactos (Figura 16) (25-27 kDa en
comparaciéon con aproximadamente 146 kDa para IgGl intacto, y aun asi pueden retener la
especificidad y la afinidad del Fab de un anticuerpo de longitud completa. Sin embargo, los
fragmentos que carecen de la regién Fc o que contienen regiones Fc truncados no tienen funciones
efectoras inmunes y son incapaces de unirse al receptor de rescate FcRn con la consiguiente
reduccion en la vida media (horas en comparacion con 21 dias para 1gGl) [126]. Los scFv
radiomarcados son herramientas importantes para la deteccién y el tratamiento de la metastasis del
cancer en modelos preclinicos y pacientes [125]. Los scFv sin marcar también pueden tener eficacia
terapéutica. Un scFv sin marcar que se esta evaluando actualmente en la clinica es DLX105, un scFv
humanizado especifico para el TNF-a, una importante citocina proinflamatoria importante para
inducir y perpetuar la hiperalgesia periférica y la degeneracién del cartilago en pacientes con artrosis.
DLX105, expresada en bacterias, se ha utilizado en dos ensayos clinicos para el tratamiento de la
osteoartritis muy dolorosa de la rodilla (NCTO0819572) y de leve a moderada psoriasis vulgaris

(NCT01595997). Ambos ensayos mostraron que DLX105 reunid criterios de valoracion inicial de

LR

scFv-Cy3 scFv dimer
“minibody” “diabody”

seguridad y eficacia.

Fab scFv scFab scFv-Fc hcAbs

Figura 16. Representacion esquematica de varios fragmentos de anticuerpos manipulados genéticamente. Se
muestran el tamanio relativo y las relaciones de dominio entre Fab, Fv de cadena sencilla (scFv), Fab de cadena
sencilla, scFv-Fc, scFv-C,3 o minibody, dimero de di-scFv o diabody y fragmentos de hcAbs.

Una limitacién de los scFv en comparacion con los anticuerpos de larga duracién se vincula con
su monovalencia contra el antigeno. Debido a la presencia de dos sitios de unidn al antigeno, los
anticuerpos intactos exhiben una mayor avidez en comparacion con scFv. Para abordar esta cuestion,
se han producido dimeros de scFv denominados "diacuerpos" (o diabody) mediante la incorporacién
de un residuo de cisteina carboxi-terminal para formar un puente disulfuro, obteniéndose
fragmentos (scFv), (Figura 16) [127]. Otra configuracién con pequefio tamafo son los anticuerpos de
cadena pesada (HcAb) derivados de camélidos, que carecen de la cadena liviana y el dominio Cy1,

son bivalentes, y se unen a su objetivo a través de dominios VHH [128] (Figura 16). La avidez de los
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fragmentos de anticuerpos puede incrementarse aun mas en el enfoque de “diabody” por la
disminucién de la longitud del péptido enlazador entre dominios, que puede resultar en la formacién
de “tria-bodies” y “tetra-bodies” [129]. Alternativamente, los dimeros de scFv se han construido
utilizando un péptido enlazador muy corto para conectar las regiones variables del anticuerpo, lo que
resulta en la formacién de dimeros, en la que el V,_ de uno asocia con la Vy de un segundo, mientras
que el V_del segundo se asocia con el Vy de la primera [130] (Figura 16). Estos dimeros no covalentes
tienen un peso molecular similar a la de los fragmentos Fab de anticuerpos (55-60 kDa), pero
contienen dos sitios de unidn al antigeno y son capaces de unirse al antigeno de forma bivalente, lo
cual presenta una mejora significativa in vivo en comparacidn con scFv estandar. Otra configuracidn
bivalente de fragmentos scFv incluye su fusién a un dominio C43 de inmunoglobulina, resultando en
un "minibody" [131] (Figura 16).

Sin embargo, por la bivalencia de los dos dominios Fab unidos a través del dominio Fc, los
anticuerpos completos pueden causar efectos indeseados. El efecto de crosslinking que se obtiene
mediante la uniéon cruzada de dos antigenos formando inmunocomplejos, esta asociado a respuestas
inflamatorias que en algunos casos pueden ser perjudiciales. Esta reactividad cruzada puede afectar
la actividad funcional de receptores de superficie, y alterar el metabolismo celular induciendo
citotoxicidad [132]. Una solucién son los mencionados fragmentos Fab que consisten en fragmentos
de anticuerpos monoclonales aprobados para uso clinico [133]. En este contexto han sido aprobadas
varias moléculas Fab para el tratamiento de enfermedades. En 1994 fue aprobado Abciximab
(ReoPro, Centocor/Johnson & Johnson), un fragmento Fab de un anticuerpo quimérico contra la
glicoproteina plaquetaria llb/Illa, como un complemento para prevenir la trombosis durante el
cateterismo coronario para infarto de miocardio con elevacién del ST [134]. Ranibizumab (Lucentis,
Genentech) es un Fab humanizado dirigido contra el factor de crecimiento endotelial vascular A,
aprobado en 2006 como tratamiento para la degeneracion macular neovascular (himeda)
relacionada con la edad [135]. Cimzia (Certolizumab pegol, UCB) es un Fab anti-TNFa PEGuilado
aprobado en 2008 para el tratamiento de la enfermedad de Crohn [133]. Praxbind (ldarucizumab,
Boehringer Ingelheim International GmbH) es un Fab humano dirigido contra dabigatran etexilato
para el tratamiento de las hemorragias aprobado en 2015 [136]. También se han reportado los Fab
humanos HO538-213 y 13B8.2 dirigidos contra la proteina de membrana CD4, que bloquean la unidn
de gp120 de la capside de HIV e inhiben su entrada a las células humanas [137, 138]. En ambos casos,
los Fab mostraron significativa actividad inhibitoria contra la infeccion por este virus. En este
momento se encuentra en evaluacion clinica fase Ill y pendiente de aprobacion por la FDA
Ibalizumab, un Fab humanizado anti-CD4 con isotipo 1gG4 para el tratamiento de pacientes de HIV

resistentes a multiples drogas [139]. Tanto la forma IgG como la Fab de lbalizumab bloquean de
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forma efectiva la entrada de distintas cepas de virus de HIV-1, lo que descarta que el crosslinking de

CD4 sea requerido para su actividad antiviral [140].

1.5. Estudios estructurales de proteinas por Cristalografia de rayos X

La cristalografia de rayos X es el método mds poderoso en la actualidad para obtener una
estructura macromolecular (Figura 17). La mejora de las tecnologias computacionales en los udltimos
afios y el desarrollo de nuevos y poderosos programas para realizar cdlculos junto con el enorme
incremento en el ndmero de estructuras de proteinas depositadas en el Protein Data Bank
(www.rcsb.org)[141], hacen que la resolucién de nuevas estructuras sea mas facil que en el pasado.
Siempre que sea aplicable, este método permite la resolucion de estructuras macromoleculares a
partir de un Unico conjunto de datos de difraccidon de rayos X y un modelo de busqueda descargado
del Banco de Datos de Proteinas (PDB). La metodologia tiene varios pasos: la formacidn de cristales
de la proteina, la difraccién de rayos X, la resolucidon de las fases, resolucion de la estructura y

refinamiento.

A)

D

= e

Crystalli
molecule

Film

B)

Figura 17 Cristalografia de rayos X. A) Esquema del fenédmeno de difraccidon de rayos X. B) Foto real de un
difractémetro de rayos X. Los rayos X son generados y son dirigidos de forma laminar a un cristal de proteina.
Estos impactan sobre los electrones de los dtomos dentro del cristal y son difractados con un cierto angulo e
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intensidad. Los haces de rayos X difractados son colectados con un detector para su posterior andlisis por
métodos matematicos e informaticos para lograr generar la estructura atdmica tridimensional de la proteina.

1.5.1. Cristales de proteinas
El primer y mas dificil requisito para la determinacion de la estructura de proteinas mediante

cristalografia de rayos X es obtener cristales de proteinas que difracten a alta resolucidén. La

cristalizacion de proteinas es principalmente un procedimiento de "prueba y error" en que la
proteina precipita lentamente de su soluciéon. Como regla general, mientras mas pura sea la proteina,
mayor las posibilidades de crecer cristales. El crecimiento de cristal de una proteina comienza a partir
de una solucién super saturada de la macromolécula, y evoluciona hacia un estado
termodinamicamente estable en el que la proteina se divide entre una fase sélida y la solucién. El
tiempo requerido antes de que se alcance el equilibrio tiene una gran influencia en el resultado final,
gue puede ir desde un precipitado amorfo o microcristalino hasta un gran cristal sélido. Las
condiciones de sobresaturacién pueden obtenerse mediante la adicion de agentes precipitantes

(sales, disolventes y polimeros de polietilenglicol) y/o modificando algunos de los parametros

internos de la solucién, como el pH, la temperatura y la concentracidon de proteinas. Como las

proteinas son moléculas |abiles, deben evitarse extremas condiciones de precipitacion, pH vy
temperatura. Por lo tanto la cristalizacién de proteinas implica tres pasos principales:

1. Determinacion del grado de pureza de la proteina. Si la proteina no es al menos 90-95% pura
tendra que llevarse a cabo mds pasos de purificacion para lograr la cristalizacion.

2. Las proteinas deben disolverse en un solvente adecuado del cual se debe precipitar en forma
cristalina al aumentar lentamente la concentracién del agente precipitante (PEG, sales o
disolventes orgdnicos).

3. La solucion se lleva a la sobresaturacion. En este paso, se forman pequeios agregados, que
son los nucleos para el crecimiento de cristales. Una vez que se han formado los nucleos,

comienza el crecimiento real del cristal.

La cristalizacién puede llevarse a cabo utilizando diferentes técnicas, las mds utilizadas son:
métodos de difusién liquido-liquido, cristalizacidn bajo didlisis y técnica de difusiéon de vapor, siendo
este ultimo el mas utilizado. La técnica de difusién de vapor se puede realizar de dos maneras: el
método llamado de "gota colgante" o "gota sentada". En el método de "gota colgante", las gotas se
preparan en un cubreobjetos de vidrio de microscopio siliconado mezclando 1-5 pl de solucién de
proteina con el mismo volumen de solucidon precipitante. El cubreobjetos se coloca boca abajo sobre
cada pocillo de la placa, el cual esta parcialmente lleno con la solucidn precipitante. La camara se

sella aplicando grasa en la circunferencia de la depresidn antes de colocar el cubreobjetos (Figura 18,
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A). Este mismo procedimiento puede ser realizado por robots automatizados que son capaces de
utilizar volumenes de proteinas muy pequefios, en orden de los nl. El método de " gota sentada" es
preferible en casos en que la solucidn de proteina tiene una tension superficial baja y la velocidad de
equilibrio entre la solucién de gota y la solucién de depdsito debe reducirse (Figura 18, B). Los
pardmetros que se pueden variar incluyen: naturaleza y concentracion del agente precipitante,

buffers para explorar todo el rango de pH, sales y detergentes adicionales, etc.

A) B)
\

\
Gota Colgante

[T

Gota Sentada

Solucién de Cristalizacién Solucién de Cristalizaciéon

Figura 18. Técnicas de difusion de vapor para la generacion de cristales. La técnica de generacion de cristales
por difusién de vapor se puede realizar de dos maneras: mediante gota colgante (A) o por gota sentada (B). En
ambos casos los reservorios contienen la solucidn de cristalizacion y las gotas se conforman con la proteina a
cristalizar y la misma solucion de cristalizaciéon contenida en el reservorio.

Un cristal es una disposicion peridédica de moléculas en el espacio tridimensional. Moléculas
que precipitan de una solucién tienden a alcanzar el estado de energia libre mas bajo. Esto a menudo
se logra empacando de forma regular. Este empaque regular esta formado por la repeticion en las
tres dimensiones espaciales de la celda unitaria, definida por tres vectores: a, b, ¢, y tres dngulos: a,
B, v entre ellos. Las celdas unitarias contienen una cantidad de unidades asimétricas que puede
coincidir con nuestra macromolécula o con mas copias de la misma, relacionadas por una
determinada operacidn de simetria tales como rotaciones con o sin traslaciones. Hay 230 formas
diferentes de combinar las operaciones de simetria en un cristal, lo que lleva a 230 grupos espaciales.
Sin embargo, en cristales de proteina estan permitidos solo 65 grupos espaciales, porque la
aplicacion de planos de espejo y puntos de inversion cambiaria la configuracién de los aminoacidos
de L a D, y los D-aminoacidos nunca se encuentran en la proteina natural. Los cristales de
macromoléculas estan empaquetados de forma suelta y contienen grandes orificios y canales llenos
de disolvente, que normalmente ocupan 40-60% del volumen de cristal. Por esta razén, los cristales

de proteina son muy fragiles y deben ser manipulados con cuidado. Para mantener inalterado su
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contenido de agua, los cristales de proteina siempre deben mantenerse en su solucion de
cristalizacion madre o en el vapor saturado de dicha solucién [142, 143]. Durante la recoleccién de
datos, los rayos X pueden causar dafos a los cristales debido a la formacién de radicales libres. La
mejor forma de evitar dafios es la crio-proteccion. En la crio-cristalografia, los cristales de proteinas
se empapan en una solucion crio-protectora donde, al congelarse, se forma agua vitrificada, en lugar
de hielo cristalino. En estas condiciones, los cristales expuestos a rayos X sufren un dafio
insignificante. La crio-cristalografia permite generalmente un completo conjunto de datos que se
recogerd de un solo cristal y da como resultado datos con una difraccion de mayor calidad y
resolucion, al tiempo que proporciona informacién estructural mas precisa. Normalmente todas las

medidas, tanto en difractdmetros como utilizando un sincrotrén, se realizan a 100°K.

1.5.2. Difraccion de rayos X

La dispersion o difraccién de rayos X es un fendmeno que involucra tanto la interferencia como
la dispersion coherente. Dos descripciones matematicas del efecto de interferencia fueron
presentadas por Max von Laue y W. L. Bragg [144, 145]. De acuerdo con la Ley de Bragg, la difraccion
de rayos X se puede ver como un proceso similar a la reflexién por planos de dtomos en el cristal.
Rayos X incidentes estan dispersos por planos del cristal, identificados por los indices de Miller hkl,
con un angulo de reflexion 6.

Las intersecciones de los planos con los bordes de la celda deben ser fracciones del borde de la
celda. Por lo tanto, las intercepciones de celda pueden estar en 1/0 (= ==), 1/1, 1/2, 1/3... 1/n. La
forma convencional de identificar estos conjuntos de planos consiste en el uso de tres enteros que
son los denominadores de las intersecciones a lo largo de los 3 ejes de la celda unitaria, hkl, Ilamados
indices de Miller. Si un conjunto de planos tuviera intersecciones en 1/2, 1/3, 1/1, entonces los
planos se conocerian como el conjunto de planos (2, 3, 1).

La interferencia constructiva solo ocurre cuando la diferencia de longitud de trayectoria entre
los rayos difractantes de los planos paralelos del cristal son un nimero integral de longitudes de
onda. Cuando los planos cristalinos estdn separados por una distancia d, la diferencia de longitud de
la ruta es 2d-sinB. Por lo tanto, para que ocurra la interferencia constructiva, debe existir la siguiente
relacidn: nAk = 2d-sinB. Como consecuencia de la ley de Bragg, para "ver" los dtomos individuales en
una estructura, la longitud de onda de la radiacidon debe ser similar a las distancias interatémicas,

tipicamente 0,15 nm (1,5 A).

1.5.3. Fuentes de rayos X
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Un tipo de radiacién que se encuentra dentro del A son los rayos X que se producen en el
laboratorio al acelerar un haz de electrones emitidos por un cdtodo en un anodo, cuyo metal
determina cual serd la longitud de onda de la radiacién resultante. La monocromatizacion se lleva a
cabo utilizando una delgada lamina de metal que absorbe gran parte de la radiacién no deseada.
Para obtener una fuente mas brillante, el anodo se puede hacer girar (dnodo giratorio) y se enfria
con agua para evitar que se derrita. Una fuente alternativa de rayos X se obtiene al doblar un haz de
electrones mediante un iman. Este es el principio detras del sincrotréon en donde fuentes de
radiacién son capaces de producir rayos X miles de veces mas intensas que un generador de anodo
giratorio. Una consecuencia de esta fuente de radiacion de alta intensidad es que los tiempos de la
recopilaciéon de datos se han reducido drasticamente. Otra ventaja es que el espectro de rayos X es
continuo desde alrededor de 0.05-0.3 nm. Otra ventaja de la radiacién de sincrotrén es su capacidad
de ajuste, que permite al usuario seleccionar longitudes de onda de radiacién superiores o inferiores
a 1.5418 A (radiacién de cobre). Recoleccion de datos en longitudes de onda mas alta que 1. 5418 A

da como resultado una menor relacién sefial / ruido.

1.5.4. Detector de rayos X
En un experimento de difracciéon de rayos X se observa un patrén de difraccién que podria

considerarse como un proceso tridimensional, reciproco a la red cristalina real (Figura 19).

Reciprocal lattice
planes

X-ray beam

detector

Figura 19. Esfera de Ewald. Representacion diagramdtica de la generacion de un patrén de
difraccion de rayos X.

Un cristal se puede considerar como una cuadricula tridimensional y se puede imaginar que

esto producird un patrén de difraccidon de rayos X tridimensional. Al igual que con las rejillas del
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microscopio electrénico, el patrdn es reciproco con la red cristalina. Los planos que se cruzan con la
esfera en la Figura 19 son capas en una red tridimensional, llamada espacio reciproco, porque las
distancias se relacionan reciprocamente con las dimensiones de la celda unitaria. Cada punto de la
red reciproca corresponde a una reflexién difractada. La red reciproco es un concepto imaginario
pero extremadamente conveniente para determinar la direccién de los haces difractados. Si el cristal
gira, la red reciproca gira con él. En un experimento de difraccién de rayos X, la direccién de los rayos
difractados depende de dos factores: las distancias de las celdas unitarias en el cristal, de las cuales
se derivan las distancias entre celdas unitarias en la red reciproca, y la longitud de onda de los rayos
X. Como se indica en la Figura 19, las condiciones de difraccion estan determinadas no solo por la
red reciproca sino también por el radio de la esfera de la reflexion o "Esfera de Ewald" (Ewald
sphere), cuyo radioes 1/ A.

Para la determinacién de una estructura cristalina, se deben medir las intensidades de todas
las reflexiones difractadas. Para hacerlo, todos los puntos correspondientes de la red reciproca se
deben llevar a las condiciones de difraccidon haciendo girar la reticula (es decir, rotando el cristal)
hasta que los puntos de red reciprocos requeridos estén en una esfera con radio 1 / A. Se deduce que
un detector de difraccién consta de dos partes: 1. una parte mecdnica para girar el cristal; 2. un
dispositivo de deteccién para medir la posicién y la intensidad de las reflexiones difractadas.

Para una determinacion de la estructura de la proteina, el nimero de haces difractados que se
registraran es extremadamente alto, del orden de 10*-10° y requiere equipos altamente eficientes.
Los dispositivos mas eficientes y mas rapidos para la coleccién de los datos en cristalografia de
proteinas son una placa de imagen y una camara CCD (dispositivo acoplado cargado).

El detector de placa de imagen estd formado por una placa fotosensible, hecha de BaFBr: Eu.
Cuando es golpeada por una radiacidn, la placa produce una imagen latente que puede ser excitada
por un ldser, operando a 633 nm, que genera una radiacién de 390 nm correspondiente a la
transicion de fluorescencia de Europium. Esta radiacion luego se recoge en el fotomultiplicador y se
convierte en una sefial eléctrica. La cdmara CCD es otro tipo de detector de area. La superficie del
detector esta constituida por elementos sensibles al voltaje (pixeles). Tienen un alto rango dinamico,
combinado con una excelente resolucion espacial, bajo nivel de ruido y alta tasa de conteo maximo.
Estos instrumentos son mucho mas sensibles y rapidos que una pelicula de rayos X, lo que reduce

considerablemente el tiempo de exposicién y el procesado de los datos.

1.5.5. Medicidn y procesamiento de datos
El éxito de la integracidon de datos depende de la eleccidon de los parametros experimentales

durante la recopilacion de datos. Por lo tanto, es crucial que el experimento de difraccién esté
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correctamente disefiado y ejecutado. La clave de la estrategia de recopilacién de los datos es

recopilar cada reflexién Unica al menos una vez. Una lista de los problemas mdas importantes que

tienen que ser considerados son:

El cristal debe ser simple.

Para tener una buena relacidn sefial/ruido, se recomienda medir la difraccion del cristal en el
borde del detector.

El tiempo de exposicion debe elegirse cuidadosamente: debe ser lo suficientemente largo para
permitir la recoleccidn de datos de resolucidon pero no tanto como para causar reflejos de
sobrecarga o saturacion a baja resolucién y que la radiacion ocasione dafos.

El dngulo de rotacién por imagen debe optimizarse: un dngulo demasiado grande dara lugar a
una superposicion espacial de manchas, un dngulo demasiado pequefio dard demasiados
puntos parciales. Una imagen de oscilacién (también llamada cuadro) se obtiene al rotar un
cristal continuamente a través de 0.2-1.0° alrededor de un eje fijo, perpendicular al haz de
rayos X incidente.

La alta multiplicidad de los datos mejorard la calidad general de los datos al reducir los errores

aleatorios y facilitando la identificacién de valores atipicos.

El andlisis de datos realizado con los modernos programas de reduccién de datos,

normalmente se realiza en tres etapas:

1.

Auto indexacién de una imagen: El programa deduce el tipo de geometria, los pardmetros de
la celda unitaria del cristal y parametros de orientacidn del cristal a partir de una sola imagen
de difraccidn.

Indexacién de todas las imagenes: El programa compara las mediciones de difraccidén con los
puntos predichos en la base de los parametros auto indexados, asigna los indices hkl y calcula
las intensidades de difraccidn para cada punto en todas las imagenes recogidas.

Escalado: El programa escala los datos de todas las imdgenes recopiladas y calcula las

amplitudes de factor para cada reflexion (identificadas por los indices hkl).

1.5.6. Determinacion de la estructura

El objetivo de la cristalografia de rayos X es obtener la distribucion de la densidad electrdnica

que estd relacionada con las posiciones atémicas en la celda unitaria, a partir de los datos de

difraccidn. La funcién de densidad electrdnica tiene la siguiente expresion:
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P (X, Y,2)=(1/ V) Sy F g e ¥ty s
donde Fyson los factores de estructura, V es el volumen de la celda y h, k, | son los indices de Miller.
F es un nimero imaginario y se puede representar como un vector con un médulo y una fase. Es
posible calcular facilmente la amplitud de F directamente de las mediciones de dispersidn de rayos X,
pero la informacién sobre el valor de fase estaria perdida. Para resolver este problema conocido
como el "problema de la fase" se pueden usar diferentes técnicas experimentales permitiendo la
construccion de la estructura tridimensional de la proteina: Reemplazo Isomorfo Multiple (MIR),
Difraccion Andmala Multiple (DAM) y Reemplazo Molecular (MR). Este ultimo puede ser realizado
por cdlculos computacionales utilizando solo el conjunto de datos nativos y es la técnica utilizada en

este trabajo de tesis.

1.5.7. Reemplazo molecular

El método de Reemplazo Molecular consiste en ajustar una "estructura de referencia" en la
celda unitaria experimental. La estructura de referencia es un modelo atémico, a partir del cual se
pueden calcular las estimaciones de las fases. Dicho modelo puede ser la estructura de una proteina
evolutiva relacionada con la desconocida, o incluso si estd disponible, de la misma proteina de una
forma de cristal diferente. Se sabe que el nivel de semejanza de las dos estructuras de proteinas se
correlacionan con el nivel de identidad de secuencia [146]. Si el modelo inicial tiene al menos 40% de
identidad de secuencia con la proteina cuya estructura se va a determinar, se esperan que las
estructuras sean muy similares y el reemplazo molecular tendra considerables posibilidades de tener
éxito. Estas oportunidades disminuyen progresivamente con una disminucién en la similitud en la
estructura de las dos proteinas. Este método es aplicable a una gran fraccién de nuevas estructuras
desde que el sitio Protein Data Bank (http://www.rscb.org) [147] es cada vez mas grande vy, por lo
tanto, la probabilidad de encontrar un buen modelo es cada vez mayor. El reemplazo molecular
implica la determinacién de la orientacién y la posicidn de la estructura conocida con respecto a los
ejes cristalograficos de la estructura desconocida, por lo tanto el problema tiene que ser resuelto en

seis dimensiones.

1.5.8. Refinamiento de la estructura

Una vez que la fase ha sido determinada el mapa de densidad electrénica puede calcularse e
interpretarse en términos de la cadena polipeptidica. Si la mayor parte de la columna vertebral del
modelo se puede ajustar con éxito en el mapa de densidad electrénica, se puede comenzar el

refinamiento de la estructura. El refinamiento se realiza ajustando el modelo para encontrar un

-46-



Universidad
Nacional
Lic. Cristian Payeés Tesis de Doctorado @(“"wi"“"\

modelo mds cercano entre el calculado y el de los factores de estructura observados. El ajuste del
modelo consiste en cambiar los tres parametros posicionales (x, y, z) y los factores de temperatura
isotropicos B para todos los &tomos en la estructura, excepto los &tomos de hidrégeno. Las técnicas
de refinamiento en la cristalografia de rayos X de proteinas se basan en la minimizacién de minimos
cuadrados. El mas comun y utilizado es el Refinamiento de minimos cuadrados restringido
estereoquimicamente, que aumenta el numero de observaciones mediante la adicidn de
restricciones estereoquimicas [148]. La funcién de minimizar consiste en un término cristalografico y
varios términos estereoquimicos. Estos se calculan como la diferencia entre los valores calculados a
partir del modelo y los valores ideales correspondientes. Los valores ideales para los parametros
geométricos son aquellos medidos para pequenos moléculas y péptidos.

El parametro utilizado para estimar la correccidn de un modelo en el proceso de refinamiento
es el factor R cristalografico (R) que suele ser la suma de la diferencia absoluta entre lo observado y
calculado sobre la suma de las amplitudes del factor de estructura observado. Usar el R como una
guia en el proceso de refinamiento podria ser peligroso porque a menudo lleva a redefinir el modelo.
Por esta razon, se recomienda utilizar también el llamado parametro Rf.e, que es similar a R, excepto
por el hecho de que se calcula a partir de una fraccién de los datos recopilados que ha sido
aleatoriamente elegido para ser excluido del refinamiento y el cilculo de mapas. De esta forma, el
calculo de R €s independiente del proceso de refinamiento y por lo tanto no se introduce "sesgo
de fase". Durante el proceso de refinamiento, ambos factores R deberian disminuir para

macromoléculas hasta alcanzar un valor para macromoléculas en el rango de 0,2 a 0,6.

1.5.9. Validacion del modelo

Existen varias herramientas que ayudan a evaluar la validez de un modelo estructural, de tal
modo, el obtenido debe ser continuamente contrastado y validado mediante criterios
estereoquimicos como las distancias interatdmicas y los angulos de enlace, en donde estos deben ser

aceptables y consistentes. También, para el caso de las proteinas, debido al caracter geométrico del

enlace peptidico, debe de cumplirse que el angulo de torsion en dicho enlace no se desvie mucho del
valor aceptable para la conformacién estructural que adoptan esos aminodcidos, tal como se
muestra en la denominada distribucién de Ramachandran. En esta distribucidn se enfatiza el dominio
de las restricciones estéricas para especificar la estructura de los polipéptidos y en donde los angulos

diedros (¢ y U) definen las regiones permitidas del espacio conformacional. [149]

47-



Universidad
Nacional
Lic. Cristian Payeés Tesis de Doctorado @(“"wi"“"\

1.6. Modelado computacional del acoplamiento Proteina-Proteina

1.6.1. ClusPro

El servidor ClusPro (https://ClusPro.org)[150] es una herramienta ampliamente utilizada para
el modelado del acoplamiento proteina-proteina. El servidor proporciona una pagina de inicio simple
para uso basico, que requiere solo dos archivos en el formato PDB. Sin embargo, ClusPro también
ofrece una serie de opciones avanzadas para modificar la busqueda; estos incluyen la eliminacién de
regiones proteicas no estructuradas, la aplicacién de atraccién o repulsion, explicando las
restricciones de distancia por pares, la construccién de homo-multimeros, la consideracién de datos
de dispersion de rayos X de angulo pequefio (SAXS) y la ubicacidn de sitios de unién a heparina. Se
pueden usar seis funciones de energia diferentes, segun el tipo de proteina. El acoplamiento con
cada conjunto de parametros de energia da como resultado diez modelos definidos por centros de
agrupaciones muy pobladas por estructuras acopladas de baja energia. Este protocolo describe el uso
de varias opciones, la construccién de archivos de restricciones auxiliares, la seleccion de los
pardmetros de energia y el andlisis de los resultados. Aunque el servidor se usa mucho, las
ejecuciones generalmente se completan en menos de 4 h.

Las interacciones proteina-proteina son importantes para comprender la funcién y Ia
organizacidn celular. La interpretacion mecanistica de las interacciones con frecuencia requiere
detalles a nivel atédmico, que idealmente se obtienen mediante cristalografia de rayos X. Sin
embargo, algunas de las interacciones biolégicamente importantes ocurren en complejos
transitorios, y por lo tanto la determinacidn de la estructura experimental puede ser muy dificil,
incluso cuando se conocen las estructuras de las proteinas componentes. Por lo tanto, se han
desarrollado métodos de acoplamiento computacional que, a partir de las estructuras de las
proteinas componentes, intentan determinar la estructura de sus complejos, con una precision
cercana a la proporcionada por la cristalografia de rayos X [151-153].

El acoplamiento generalmente genera una serie de modelos detallados que definen las
posiciones de todos los atomos, pero las funciones de puntuacién actuales generalmente no son lo
suficientemente precisas para la discriminacidn confiable del modelo, y en la mayoria de los casos el
modelo mds cercano a la estructura nativa no puede identificarse Unicamente por herramientas
informaticas. Sin embargo, la seleccidon del modelo puede basarse en informacion adicional obtenida
mediante métodos de menor resolucién, como la mutagénesis dirigida o la reticulacidn quimica, y los

modelos generados seleccionados por el acoplamiento proporcionan detalles a nivel atémico.

-48-



Universidad
Nacional
Lic. Cristian Payeés Tesis de Doctorado @(“"wi"“"\

Los métodos de acoplamiento se pueden clasificar como directos o basados en plantillas.
Sobre la base de la termodinamica, los métodos directos intentan encontrar la estructura del
complejo localizada en la minima energia libre de Gibbs en el espacio conformacional, y por lo tanto
requieren un modelo de evaluacion de energia libre factible computacionalmente y un algoritmo de
minimizacién efectivo [154]. Como se verd mas adelante, los métodos de acoplamiento directo
pueden dar buenos resultados si los cambios conformacionales sobre la asociacidn proteina-proteina
son moderados. El acoplamiento basado en plantillas se basa en |la observacion de que los pares que
interactdan y que comparten >30% de identidad de secuencia a menudo interactian de la misma
manera, y por lo tanto la estructura del complejo puede obtenerse mediante herramientas de
modelado de homologia si esta disponible un complejo de plantilla apropiado de estructura conocida
[155]. Aunque la aplicabilidad del acoplamiento basado en plantillas se ha extendido en base a la
observacién de que las estructuras parciales que representan la regién de la interface puede
proporcionar plantillas [156], la cobertura del espacio de la plantilla en la actualidad todavia es
limitada, y por lo tanto los métodos directos son generalmente mas utiles en muchas aplicaciones.

El servidor ClusPro, es un servidor basado en la web para el acoplamiento directo de dos
proteinas que interactian. ClusPro se introdujo en 2004 [150, 157], pero desde entonces se ha
modificado y ampliado sustancialmente [158-160].

El servidor realiza tres pasos computacionales de la siguiente manera:

1. Acoplamiento de cuerpo rigido mediante el muestreo de miles de millones de conformaciones.

2. Agrupamiento basado en la “Desviacién de la raiz media cuadrada” (RMSD) de las 1.000
estructuras de menor energia generadas, para encontrar los clusters mds grandes que
representaran los modelos mas probables del complejo.

3. Refinamiento de las estructuras seleccionadas usando minimizacién de energia

El paso de acoplamiento de cuerpo rigido utiliza PIPER [161], un programa de acoplamiento
basado en el enfoque de correlacién de Transformada rdpida de Fourier (FFT). El enfoque de FFT,
presentado por Katchalski-Katzir y colaboradores [162] en 1992, condujo a un gran progreso en el
acoplamiento de cuerpo rigido proteina - proteina. En este método, una de las proteina (que
llamaremos el receptor) se coloca en el origen del sistema de coordenadas en una cuadricula fija, la
segunda proteina (que llamaremos el ligando) se coloca en una rejilla movil, y la energia de
interaccion se escribe en la forma de una funcidn de correlacién (o como una suma de algunas
funciones de correlacion). La eficiencia numérica de los métodos proviene del hecho de que tales
funciones de energia se pueden calcular de manera eficiente usando FFT, y esto da como resultado la
capacidad de muestrear exhaustivamente miles de millones de conformaciones de las dos proteinas

que interactuan, evaluando las energias en cada punto de la cuadricula. Por lo tanto, el algoritmo
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basado en FFT permite el acoplamiento de proteinas sin informacidn a priori sobre la estructura del
complejo. Katchalski-Katzir y col. [162] utilizaron una funcidn de puntuacién simple que solo
explicaba la complementariedad de formas. Sin embargo, los métodos posteriores basados en el
enfoque de correlacidon de FFT para el acoplamiento introdujeron funciones de puntuacién mas
complejas y mas precisas que también incluian términos que representan interacciones
electrostaticas [163, 164], o contribuciones tanto electorostaticas como de desolvatacion [165]. Una
clave para el éxito de los métodos de cuerpo rigido es que el término de complementariedad de
forma permite algunas superposiciones y, por lo tanto, los métodos pueden tolerar diferencias
moderadas entre estructuras unidas y no unidas (cristalizadas por separado). Como se discutira, una
de las caracteristicas distintivas de PIPER, el programa de acoplamiento utilizado en la versién actual
de ClusPro, es que esta implementa el método de correlacién FFT que utiliza una funcién de
puntuacién que incluye un término de interaccion por pares basado en la estructura, y la
combinacion con los otros términos en la funcion de energia aumenta sustancialmente la precisién
del acoplamiento, lo que resulta en estructuras mas cercanas a las nativas [161].

Los métodos de cuerpo rigido, incluido PIPER, realizan un muestreo exhaustivo del espacio
conformacional en una densa grilla y, por lo tanto, ciertamente muestran algunas estructuras
cercanas a la nativa. Sin embargo, la necesidad de tolerar algunos enfrentamientos estéricos debido
al acoplamiento de estructuras de proteinas no unidas requiere el uso de funciones de puntuacién
aproximadas, y la reduccién de la sensibilidad a las diferencias conformacionales también reduce la
especificidad. Por lo tanto, las conformaciones acopladas que estan cerca de la estructura nativa no
necesariamente tienen las energias mas bajas, y las conformaciones de baja energia pueden ocurrir
lejos de las estructuras de rayos X. En PIPER, se conservan las 1.000 estructuras acopladas de menor
energia para su posterior procesamiento y se espera que este conjunto incluya al menos algunas que
estén cerca de la estructura nativa del complejo. Otra caracteristica Unica de ClusPro es que
selecciona los centros de clusters altamente poblados de las estructuras de baja energia, en lugar de
simplemente las conformaciones de energia mas baja, como las predicciones del complejo [166].
Como se analizard mas adelante, el tamafio de cada grupo representa el ancho del pozo de energia
correspondiente y, por lo tanto, proporciona cierta informacion sobre las contribuciones entrdpicas
de la energia libre. Aunque los clusters mas grandes no contienen necesariamente las estructuras
mas cercanas a la nativa, se demostré que los 30 conglomerados mas grandes incluyen estructuras
casi nativas para el 92% de los complejos en un conjunto de referencia de proteinas - proteinas [167-
170]. Sin embargo, las tasas de éxito son mas altas para ciertas clases de complejos, como pares de
inhibidores de enzimas [171, 172], y por lo tanto, generalmente es suficiente retener solo diez o

menos agrupaciones altamente pobladas.
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1.6.2. Rosetta SnugDock

El paquete de software de modelado molecular Rosetta proporciona una gran cantidad de
herramientas validadas experimentalmente para modelar y disefar proteinas, dcidos nucleicos y
otros biopolimeros, con nuevos protocolos que se agregan continuamente. Se utiliza bajo un servidor
web llamado Rosetta Online Server (ROSIE). Entre todas las aplicaciones que ofrece esta plataforma
se incluyen determinacién de pKa, calculo de accesibilidad lipidica, redisefio de acido ribonucleico,
acoplamiento proteina-proteina, acoplamiento de proteina-molécula pequefia, acoplamiento
simétrico, acoplamiento de anticuerpos, acoplamiento de toxinas ciclico, determinacién de péptido
de unidén critica y mapeo de sitios de unidon de molécula pequefia. ROSIE esta disponible

gratuitamente para usuarios académicos en http://rosie.rosettacommons.org. [173]

1.6.2.1. Acoplamiento Anticuerpo-Antigeno

Aunque las predicciones precisas de estructuras de anticuerpos no unidos son interesantes,
carecen de un contexto biolégico importante como la interaccion anticuerpo-antigeno (Ab-Ag). Las
estructuras de alta resoluciéon de complejos Ab-Ag dan una idea del mecanismo molecular por el cual
funcionan los anticuerpos, una necesidad para el disefio racional de vacunas o agentes terapéuticos
de anticuerpos. Las estructuras de los complejos Ab-Ag pueden determinarse a través de métodos
experimentales; sin embargo, al igual que con los anticuerpos no unidos, estos métodos estan
limitados por su rendimiento y gasto, y no son viables para todas las proteinas. Cuando los métodos
experimentales no se pueden usar para determinar estructuras complejas, la prediccion
computacional de la interfaz proteina-proteina (acoplamiento) proporciona un enfoque alternativo.
En general, los enfoques de acoplamiento computacional se esfuerzan por muestrear todas las
posibles interacciones entre dos proteinas para discernir la interaccion biolégicamente relevante. La
prediccién de una interaccidn proteina-proteina de novo es un desafio debido al gran nimero de
conformaciones acopladas posibles. Sin embargo, el espacio muestral puede hacerse tratable con
informacidn sobre la interaccidn. En el caso de las interacciones Ab-Ag, el espacio de busqueda esta
limitado porque el paratope del anticuerpo, compuesto por los seis bucles CDR, es el sitio de unidn
para el epitopo del antigeno relacionado.

El algoritmo Rosetta SnugDock aprovecha la informacion sobre las regiones flexibles y/o
inciertas del anticuerpo para obtener un acoplamiento Ab-Ag robusto [174]. SnugDock simula el
mecanismo de ajuste inducido mediante la optimizacién simultdnea de varios grados de libertad.

Realiza acoplamiento de cuerpo rigido del complejo anticuerpo (V.-Vy)-Ag, asi como la remodelacién
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de los bucles CDR H2 y H3, el ultimo de los cuales tipicamente aporta una pluralidad de contactos
atémicos a la interaccién Ab-Ag [175, 176]. SnugDock también puede simular la seleccién del
conférmero intercambiando el anticuerpo o el antigeno con otro miembro de un conjunto
estructural pre-generado. Debido a que SnugDock muestrea la mayor parte del espacio
conformacional disponible para los paratopes del anticuerpos, puede refinar los modelos de
homologia de anticuerpos con imprecisiones en la orientacién V-V, dificil de predecir y en el lazo
CDR H3.

Al acoplar modelos de homologia, es mejor si hay evidencia experimental que sugiera la
ubicacion general del epitopo (dentro de aproximadamente 8 A). Si no hay informacién disponible
sobre el epitopo, existen varios programas que realizan el acoplamiento global o la prediccién de
epitopes [177]. En particular, hay dos métodos de acoplamiento de cuerpo rigido con transformada
rapida de Fourier (FFT) que implementan potenciales de energia especificos de anticuerpo: PIPER
[161] con el potencial de anticuerpos ADARS [178] y ZDOCK [179] con el potencial de i-Patch del
anticuerpo [180]. En la FFT los enfoques corporales rigidos son rdpidos, pero no pueden explicar los
movimientos de los anticuerpos tras la unién del antigeno o compensar los errores en el modelo de
homologia inicial, SnugDock es el Unico método de acoplamiento de estructuras flexible de
anticuerpos. Puede proporcionar una alternativa de acoplamiento antigeno global, pero es mas lenta
y, como otras, puede producir predicciones de epitopos falsos positivos [174].

El acoplamiento funciona en dos fases: modo de baja resolucién, en el que las cadenas
laterales estan representadas por un Unico pseudodatomo ubicado en el centro de los atomos
pesados de la cadena lateral y el modo de alta resolucidn, en el que todos los 4tomos de proteina son
explicitos. El modo de baja resolucidon consiste en dos tipos de movimientos de Monte Carlo
intercalados: la traduccidn y rotacién Ab-Ag de cuerpo rigido y los intercambios de conformador de
conjunto de columna vertebral. Ademas, al final del modo de baja resolucién, los bucles H2 y H3 se
refinan. El modo de alta resolucidn consiste en una trayectoria de Monte Carlo de 50 pasos en la que
cada movimiento se selecciona de un conjunto de cinco movimientos posibles: acoplamiento de
cuerpo rigido Ab-Ag (40%), acoplamiento de cuerpo rigido V.-Vy (40%), minimizaciéon de CDR (10%),
refinamiento de bucle H2 (5%) y refinamiento de bucle H3 (5%), donde los porcentajes indican la
probabilidad de seleccionar cada movimiento. Cada trayectoria da como resultado un modelo.
Tipicamente, SnugDock se usa para generar un total de 1.000 modelos, de los cuales los que tienen la

puntuacion baja muy probablemente se encuentran dentro de la conformacidn nativa.

1.6.2.2. Advertencias, desafios y trampas
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Hay varias advertencias asociadas con el modelado computacional de anticuerpos y el
acoplamiento de anticuerpos y antigenos. Teniendo en cuenta estas advertencias, el usuario debe
evaluar criticamente cada prediccion. Por el contrario, SnugDock modela el estado de anticuerpos
ligado al antigeno. 37% de bucles CDR H3 exhiben un cambio conformacional > 1 A tras la unién al
antigeno (este valor rara vez es > 1 A para los otros bucles CDR y la orientacién V.-V, [181]. Para
tener en cuenta los movimientos en la unién, asi como el error introducido durante la modulacion
del anticuerpo, SnugDock muestras conférmeros alternativos de conjuntos de anticuerpos vy
antigenos, y remodela explicitamente los bucles CDR H2 y H3, fija las cadenas V-V, y minimiza la
interfaz. Por lo tanto, SnugDock emula el bloqueo y la clave, la seleccién del conférmero y los
modelos de uniéon de ajuste inducido del anticuerpo. SnugDock, sin embargo, no muestra
explicitamente los grados de libertad de la estructura del antigeno o de las otras CDR candnicas del
anticuerpo. Si las conformaciones no unidas y unidas difieren sustancialmente o si los modelos de
homologia son pobres, podria ser dificil o imposible modelar el acoplamiento del complejo con
precision [182]. A pesar de esta complicacién, SnugDock ha predicho con éxito complejos de Ab-Ag a

partir de modelos de homologia [174].

-53-



Universidad
Nacional
Lic. Cristian Payeés Tesis de Doctorado @(“"wi"“"\

2. OBJETIVOS

Objetivo general

El objetivo general de esta tesis es avanzar en el desarrollo de un agente inhibidor de entrada
de virus como potencial tratamiento para las FHS. El agente que proponemos consiste de un
anticuerpo monoclonal dirigido contra el dominio apical del Receptor de transferrina 1 humano
(hTfR1), que compita con la unién de las GP1 de todos los Mamarenavirus patogénicos y que posea
minima o nula actividad efectora, con el fin de bloquear la internalizacién de los virus a las células
huésped. Esta estrategia controlaria la progresién de este grupo de enfermedades en humanos y
contribuiria al desarrollo del primer tratamiento eficaz y seguro contra cinco FHS, cuatro de las cuales

no tienen terapias fiables ni vacunas disponibles en la actualidad.

Objetivos especificos:

° Evaluar en un modelo in vitro de pseudovirus la actividad del plasma de pacientes

convalecientes de FHA sobre la infeccion de los Mamarenavirus de las FHS

° Generar un anticuerpo monoclonal derivado del anticuerpo ch128.1 con escasa o

nula actividad efectora como terapia dirigida contra las FHS

° Determinar la estructura de la regién variable del anticuerpo ch128.1 y proponer un
modelo de su unién con el hTfR1 y que explique el bloqueo de la entrada de los

Mamarenavirus de las FHS
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3.1. Lineas celulares y condiciones de cultivo

Las lineas celulares de Ovario de Hamster Chino (CHO-K1), Embrionarias de Rifién Humano
(HEK-293T) fueron adquiridas de la American Type Culture Collection (ATCC). Las células CHO-TRVb-1
fueron provistas por la Dr. Nélida Candurra de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la
Universidad de Buenos Aires; son células CHO que fueron modificadas para la expresiéon de forma
estable de hTfR1 en membrana.

Las células HEK-293T y CHO-K1 fueron cultivadas utilizando medio DMEM y HAM (Gibco, NY,
EE.UU.), respectivamente; suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF) (Internegocios,
Mendoza, Argentina) decomplementado e inactivado, 2 mM L-glutamina y 100 U/ml penicilina, 100
pg/ml streptomicina y 0,25 ug/ml fungizona (Gibco, NY, EE.UU.) a 37°C en estufa con 5% CO,.

Las células CHO TRVb-1 fueron cultivadas utilizando medio IMDM (Gibco, NY, EE.UU.),
suplementado con 5% de suero bovino fetal (SBF) (Internegocios, Mendoza, Argentina)
decomplementado e inactivado, 2 mM L-glutamina y 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml streptomicina y
0,25 pg/ml fungizona (Gibco, NY, EE.UU.) suplementado con 50 pg/ml de Geneticina (G418, Sigma,
MO, EE.UU.) a 37°C en estufa con 5% CO.,.

3.2. Inhibicion de la internalizacion de pseudovirus decorados con
GP1/GP2 de FHS, en células humanas in vitro

3.2.1. Generacion del modelo de pseudovirus

Para la determinaciéon de la internalizacidn de virus de las FHS, en primer lugar, se generaron
particulas pseudovirales de JUNV, MACV, CHAV, GTOV, SABV y LASV, co-transfectando células HEK-
293T con vectores para la expresion de la proteina de capside viral gag/pol del virus de la leucemia
murina no-replicante (MLV), el complejo de glicoproteinas GP1/GP2 de cada uno de los virus, y el
vector retroviral pQCXIX que expresa GFP (por las siglas en inglés: green fluorescent protein) (Figura
20) por transfeccidon con fosfato de calcio segun lo detallado en Radoshitzky y col. 2017 [71]. En este
sistema, las glicoproteinas sobre la superficie de los pseudovirus interaccionan con hTfR1 en la
membrana celular y las particulas pseudovirales son internalizadas induciendo la expresién de GFP
(Figura 20). Brevemente, se plaguearon células HEK-293T un dia antes para que al momento de la
transfeccion las mismas estén en un 50% de confluencia. Para la transfeccién de los vectores se
prepard una solucion de CaCl,/HBS/ADN por cada placa de cultivo de 10 cm, se alicuotaron 500 pl de

HBS 2X (273 mM NaCl; 1,5 mM Na,HPO,, 55 mM HEPES, pH 7,0) dentro de un tubo de centrifuga
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estéril de 1,5 ml. En un tubo separado, 25 ug totales de ADN (misma relacién de cada vector), 61 pl
de CaCl, 2M (2 M CaCl, en agua) mas agua destilada hasta completar 500 ul de volumen total. Se
agregd la mezcla CaCl,/ADN al HBS y luego se incubd durante 20 min a temperatura ambiente.
Finalmente, la mezcla se afadié directamente a las células sobre la placa de cultivo dejando caer gota
a gota de manera uniforme en el medio y se incubé en estufa a 37°C con 5% de CO, durante 16 h,
momento en el cual se cambié el medio por medio fresco. El sobrenadante con los pseudovirus se
recolectaron a las 24 h de la transfeccién (Dia 1) y a las 48 h (Dia 2). Los sobrenadantes se filtraron

con filtros de 0,45 um y se guardaron a -80°C.

Pseudovirus

Vector pQCXIX con GFP
MLV gag/pol

GP virus

GP1/GP2

Célula

Internalizacién y

Exnrasidon de
LANICTOIVII UT

Figura 20. Modelo de pseudovirus de los Mamarenavirus de las FHS. Se generaron particulas pseudovirales
decoradas con el complejo GP1/GP2 de JUNV, MACV, CHAV, GTOV, SABV o LASV que contienen un vector para
la expresion de GFP. En este sistema la glicoproteinas GP1 sobre la superficie de los pseudovirus interaccionan
con el hTfR1 sobre la membrana celular de la célula huésped y las particulas pseudovirales son internalizadas
induciendo la expresion de GFP.

3.2.2. Ensayo de internalizacion de pseudovirus en presencia de plasma de
pacientes convalecientes de FHA y anticuerpos especificos

Con el fin de evaluar la internalizacién de pseudovirus en presencia de distintos tratamientos,
se cubrieron placas de 48 pocillos con poli-D-lisina (0,05 mg/ml en agua destilada) y se incubaron a
37°C durante 1 h. Luego se retird la solucion de cada pocillo y las placas se dejaron secar en la cabina
de flujo laminar. Las placas fueron recubiertas con células HEK-293T e incubadas durante 24 h.

Posteriormente, el medio fue retirado y las células se trataron durante 30 min con 100 pul de: medio
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completo, diluciones 1:10, 1:100, 1:1.000, 1:10.000 o 1:100.000 de plasma de pacientes
convalecientes de FHA, con titulo 10.240, 320 o 0 de AcNT; o, medio completo, ch128.1 (50 nM),
Fab128.1 (100 nM) y un anticuerpo inespecifico como control negativo llamado Cetuximab (50 nM)
(Erbitux®, Anticuerpo anti- EGFR (factor de crecimiento epidérmico), Lilly, IN, EE.UU.), a 37°C con 5%
de CO,.

Para realizar estos estudios se utilizaron muestras bioldgicas tituladas de plasma de pacientes
convalecientes de FHA provistos por el Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas “Dr.
Julio I. Maiztegui” (INEVH, Pergamino, Buenos Aires, Argentina). El protocolo para el uso de estas
muestras “INEVH 01/2011” ha sido aprobado por la comisién evaluadora y el comité de ética INEVH.

Luego de la incubacion, se adicionaron 100 ul de medio con pseudovirus de JUNV, MACV,
GTOV, CHAV y SABV; o, medio con cada pseudovirus suplementado con la misma concentracion final
de cada uno de los tratamientos, se incubd 16 h en las mismas condiciones y se cambié el medio por
medio fresco. Cabe mencionar que al momento de adicionar los pseudovirus las soluciones de
plasma se diluyeron al medio, por lo tanto las diluciones finales son de 1:20, 1:200, 1:2.000, 1:20.000
0 1:200.000.

A las 48 h luego del tratamiento, las células fueron levantadas utilizando una solucidn de
tripsina/EDTA (0,05% tripsina, 0,02% EDTA) y fijadas con 2% de formaldehido. El porcentaje de
células que expresaron GFP fue medido por citometria de flujo FACScan (BD-Biosciences, CA, EE.UU.).
Se tomaron 50.000 eventos de cada condicién y se determiné fluorescencia con excitacidn por laser
de argdn (488 nm) y la emisidn se detecté utilizando un filtro de paso de banda de 530/30 nm en el
canal FL1. Antes de realizar el analisis se eliminaron las células muertas y los desechos utilizando los
parametros de dispersion directa (forward scatter, FSC) vy lateral (side scatter, SSC).

Se calculd la dilucion de plasma de pacientes convalecientes de FHA que induce un bloqueo del
80% (concentracion efectiva 80, ECgy) en la internalizacion de pseudovirus de JUNV en células HEK-
293T. Para ello se graficaron los valores del porcentaje de internalizacion en presencia de diluciones
1:20, 1:200, 1:2.000, 1:20.000 o 1:200.000 de plasma con titulo 10.240, 320 o O de AcNT
normalizados con el plasma titulo 0 de AcNT, de cada uno de los triplicados como porcentaje de
bloqueo, es decir 100 menos el porcentaje de internalizacién relativa en funcidn del log10 de cada
dilucion. Luego se calcularon las curvas de ajuste no lineal y los valores de ECg, utilizando GraphPad
Prism 5.

El estudio de la dosis respuesta de Fab128.1 se llevd a cabo de la misma forma que lo realizado
para el estudio de la internalizacion de pseudovirus detallado anteriormente pero utilizando
diluciones seriadas 1/10 de Fab128.1 (0,01, 0,1, 1, 10 o 100 nM) o medio y pseudovirus de JUNV,
MACV, GTOV, CHAV, SABV y LASV (como control negativo). Los resultados obtenidos se utilizaron
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para el calculo de la concentracién capaz de inhibir el 50% la internalizacién de pseudovirus
(concentracién inhibitoria 50, 1Csy). Para ello se graficaron los valores del porcentaje de
internalizacién de cada uno de los triplicados en funcidn del log10 de la concentracién de Fab128.1.

Luego se calcularon las curvas de ajuste no lineal y los valores de 1Cs, utilizando GraphPad Prism 5.

3.3. Comparacion de secuencias gendmicas

Para realizar los alineamientos de secuencias se utilizd el programa ClustalX2.0 [183]. Este
programa utiliza, en la interfaz gréfica para los alineamientos, un esquema de color predeterminado.
A cada residuo se le asigna un color si el perfil de aminodcidos del alineamiento en esa posicion

cumple con algunos criterios minimos especificos para el tipo de residuo (TABLA 4).

ClustalX2.0 Colores Predeterminados

Categoria Color Residuo (Umbral, Grupo de residuos)
. . ALLM,F,W,V (>60%, WLVIMAFCHP)
Hidrofébico AZUL
C (>60%, WLVIMAFCHP)
Carga Positiva K,R (>60%,KR),(>80%, K,R,Q)
. (>60%,KR),(>50%,QE),(>85%,E,Q,D)
Carga Negativa
D (>60%,KR), (>85%, K,R,Q), (>50%,ED)
N (>50%, N), (>85%, N,Y)
Polar (>60%,KR),(>50%,QE),(>85%,Q,E,K,R)
S,T (>60%, WLVIMAFCHP), (>50%, TS), (>85%,S,T)
Cisteinas ROSA C (>85%, C)
Glicinas NARANJA G (>0%, G)
Prolinas AMARILLO P (>0%, P)

Aromético H,Y (>60%, WLVIMAFCHP), (>85%, W,Y,A,C,P,Q,F,H,I,L,M,V)
No conservados BLANCO cualquier/gap Si no se cumple ninguno de los criterios anteriores
TABLA 4. Codigo de colores predeterminado por el programa ClustalX2.0. La tabla proporciona los criterios

como cldusulas: (> X%, xx, y), donde X es la presencia del porcentaje umbral para cualquiera de los tipos de
residuos xx (o y).

3.3.1. Comparacion de secuencias de las glicoproteinas GP1 de todos los
Mamarenavirus patogénicos

En primer lugar se identificaron las secuencias de los Complejos GP de glicoproteina pre-
glicoproteina (Pre-glycoprotein polyprotein GP complex) de todos los virus causantes de las FHS de la
base de datos de Uniprot (http://www.uniprot.org). Estos complejos estdn compuestos por un
péptido sefial seguidos por las glicoproteinas GP1 y GP2. Para realizar el alineamiento se utilizaron las

regiones correspondientes a las GP1 de cada uno de ellos (TABLA 5).
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.. .. N2deresiduos Segmento
Arenavirus Identlflcacmn del complejo  correspondiente

Uniprot GP (aa) alaGP1
JUNV P26313 485 59-251
MACV Q6IUF7 496 59-262
GTOV Q8AYW1 479 59-245
CHAV B2C4J0 484 59-250
SABV Q90037 488 59-254

TABLA 5. Informacidon sobre las secuencias de Mamarenavirus disponibles en Uniprot en relacion a los
complejos GP de cada uno de los virus de las FHS.

Por otra parte se calcularon los porcentajes de identidad de secuencias de todas las GP1 de los
distintos Mamarenavirus con respecto a JUNV. Este andlisis fue realizado con la herramienta in silico

“SIM - Alignment Tool for protein sequences” (https://web.expasy.org/sim/).

3.3.2. Secuencias de region variable del anticuerpo ch128.1 Fv2014 vs Fv2016
El alineamiento de las secuencias se realizd utilizando las dos secuencias de las regiones
variables del anticuerpo ch128.1, provistas por el Dr. Penichet de la Universidad de California en los
Angeles (UCLA), secuencias llamadas Fv2014 y Fv2016. Por motivos de proteccién de propiedad
intelectual solo se presentan los aminoacidos correspondientes a las mutaciones que existen entre

ambas secuencias.

3.3.3. Secuencia Fv2016 vs secuencia obtenida de la estructura del Fab128.1
Se realizé el alineamiento de las secuencias del Fv2016 provista por el Dr. Penichet y la

secuencia de la regidn variable obtenida luego de resolver por cristalografia de rayos X la estructura

del Fab128.1 producido por la digestion con papaina del anticuerpo ch128.1 con isotipo IgG1. Por

motivos de proteccidn de propiedad intelectual no se describen los aminoacidos.

3.3.4. hTfR1 de humano vs mTfR1
Para realizar el alineamiento de secuencia de los hTfR1 y mTfR1, se utilizaron las secuencias de
aminoacidos obtenidas de la base de datos de Uniprot (http://www.uniprot.org) de cada una de las

proteinas: hTfR1 con identificacion P02786 (TfR1_HUMAN) y el mTfR1 Q62351 (TfR1_MOUSE).
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3.4. Produccion de las proteinas recombinantes

3.4.1. Optimizacion de codones

Para realizar la optimizacion de codones para la expresion en células CHO-K1 y bacterias E. Coli
se utilizé la herramienta in silico Sequence Manipulation Suite
(http://www.bioinformatics.org/sms2/rev_trans.html) junto con la base de datos de uso de codones
de GenBank obtenidos a través de la pagina http://www.kazusa.or.jp/codon/. Las bases de datos
utilizadas para las optimizaciones fueron: Células CHO: Cricetulus griseus [gbrod]: 331 CDS's (153527
codons); E. Coli: Escherichia coli 0157:H7 EDL933 [gbbct]: 5347 CDS's (1611503 codons).

3.4.2. Transformacion de células

3.4.2.1. Preparacion de células de Escherichia coli competentes para shock térmico
Se utilizd 1 colonia de bacterias Escherichia coli (E. coli) wt Jm109 crecida en una placa de
medio LB-agar para inocular 10 ml de medio LB sin antibidtico a 37°C durante 16 h. Se utilizaron 5 ml
de este cultivo saturado para inocular 500 ml de medio LB y se cultivd a 37°C hasta alcanzar una
DOgy de 0,5 — 0,8. Se incubd el cultivo en hielo durante 30 min y se centrifugd a 4.000 g durante 7
min a 4°C. Se resuspendio el pellet suavemente con 500 ml de buffer TBF | (30 mM KOAc, 100 mM
RbCl, 50 mM de MnCl,, 10 mM de CaCl,, pH 5,8) refrigerado. Posteriormente se centrifugd a 4.000g
durante 7 min a 4°C, se resuspendié el pellet suavemente con 100 ml de buffer TBF | y se incubd en
hielo durante 1 h. Se realizd otra centrifugaciéon a 4.000g durante 7 min a 4°C, se resuspendio el
pellet con 200 ml de buffer TBF Il (10 mM MOPS, 10 mM RbCl, 75 mM de CaCl,, 15% de glicerol, pH
7,0) refrigerado y se centrifugd a 4.000g durante 7 min a 4°C. Finalmente el pellet fue resuspendido

en 4 ml de buffer TBF Il y se hicieron alicuotas de 50 ul que fueron guardadas a -80°C.

3.4.2.2. Transformacidn de bacterias por shock térmico

Se tomaron 50 pl de bacterias competentes guardas en -80°C y se descongelaron en hielo
durante 30 min. Se agregaron 2 ul de ADN y se incubd durante 20 min en hielo. Luego se incubaron
en un bafio termostatizado a 42°C durante 90 seg, y rdpidamente se pusieron en hielo, donde se
incubé durante 5 min. Posteriormente las bacterias se mezclaron con 1 ml de medio LB y se incubd
durante 1 h en agitacion a 37°C. Luego, 200 pl de este cultivo fueron plaqueados en placas de LB-

Agar con ampicilina (100 pg/ml) y se incubaron 16 h en estufa a 37°C. Se realizaron cultivos liquidos
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de diez colonias resistentes al marcador de selecciéon en medio LB con ampicilina (100 pg/ml), se

realizaron stocks en 30% de glicerol y se guardaron a -80°C.

3.4.2.3. Preparacion de células de E. coli electrocompetentes

Se utilizé 1 colonia de E. coli wt crecida en una placa de medio LB-agar para inocular 10 ml de
medio LB sin antibidtico durante 37°C durante 16 h. Se utilizaron 5 ml de este cultivo saturado para
inocular 500 ml de medio LB y se cultivd a 37°C hasta alcanzar una ODgy de 0,5 — 0,8. Se incubd el
cultivo en hielo durante 30 min y se centrifugd a 4.000g durante 7 min a 4°C. Luego, el pellet fue
lavado con 500, 250 y 125 ml de una solucion 10% de Glicerol fria centrifugando entre lavado y
lavado a 4.000g durante 7 min a 4°C. Finalmente, el pellet fue resuspendido en 4 ml 10% de Glicerol

frio y se hicieron alicuotas de 80 ul que fueron guardadas a -80°C.

3.4.2.4. Transformacidon de bacterias por electroporacion

Se agregaron 2 ul de la solucion de ADN a 80 pl de bacterias electrocompetentes y el ADN fue
incorporado dentro de las bacterias por electroporacién utilizando un electroporador MicroPulser™
(Bio Rad, CA, EE.UU.), con el programa para bacterias EC2. Inmediatamente después de la
electroporacion las bacterias se mezclaron con 1 ml de medio LB y se incubd 1 h en agitacion a 37°C.
Luego, 100 ul del medio LB con las células electroporadas fueron distribuidas en placas de LB-Agar
con ampicilina (100 pg/ml) y se incubaron durante 16 h en estufa a 37°C. Se realizaron cultivos
liquidos de diez colonias resistentes al marcador de selecciéon y luego se produjeron stocks en 30% de

glicerol y se guardaron a -80°C.

3.4.3. Expansion y purificacion de ADN plasmidico (miniprep)

Las minipreps se realizé a partir de 5 ml de medio LB con ampicilina (100 pg/ml) inoculados con
una punta de micropipeta tomando una muestra del stock de glicerol guardado a -80°C, e incubando
en agitacion (200 rpm) a 37°C durante 16 h. Luego se centrifugd a 4.000g durante 10 min a 4°C, se
retird el sobrenadante y se agregaron 350 pl de Solucién | (25 mM Tris-Cl, pH 8,0, 10 mM EDTA, 0,9%
glucosa) y se resuspendié con micropipeta suave. Se agregaron 350 pl de Solucién Il (0,2 M NaOH, 1%
SDS), se mezcld por inversion y se incubd durante 3 min a temperatura ambiente. Se agregaron 450
ul de Solucion Il (3 M acetato de potasio, 2 M de acido acético glacial) y se mezcld por inversidn. Se
centrifugd a 14.000g durante 20 min a 4°C. Se recuperd el sobrenadante, se agregd 1 ml de
cloroformo/ alcohol isoamilico en una relacién de 24:1 y se centrifugd a 4.000g durante 1 min. Se

recuperd la fase acuosa y se agregaron 2 pl de Ribonucleasa A (10 mg/ml) y se incub6 a 37°C durante
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2 h. Se agregd 1 volumen de alcohol isopropilico y se incubé durante 30 min a -20°C. Luego se
centrifugd a 14.000g durante 20 min a 4°C, se descarté el sobrenadante, se lavé con 1 ml de alcohol
etilico 70% y se centrifugd a 14.000g durante 10 min nuevamente. Se descartd el sobrenadante y el
pellet con el ADN se dejo secar a temperatura ambiente. Finalmente, el pellet se resuspendidé en 50
pl de agua deionizada estéril. La medida de la concentracion de ADN de cada uno de los vectores se
obtuvo mediante la medida de la absorbancia a 280 nm en un espectrofotometro Nanodrop (Thermo

Scientific, MA, EE.UU.).

3.4.4. Electroforesis de acidos nucleicos

Se utilizaron geles con un porcentaje de agarosa de 12 a 15% en buffer TAE (40 mM Tris, 20
mM &acido acético, 1 mM EDTA) y la separacion se realizé a voltaje constante de 80 voltios durante 1
h. EI ADN fue cargado con Loading buffer 5X (15% glicerol, 0,2% Orange G). Los acidos nucleicos

fueron visualizados mediante tincién con GelGreen (Biotium, CA, EE.UU.).

3.4.5. Electroforesis en geles de acrilamida SDS-PAGE
Para realizar un SDS-PAGE se utilizaron geles realizados en el laboratorio de forma artesanal y
otros pre-empacados comerciales. A continuacion se detallan los procedimientos utilizados para cada

uno de los casos.

3.4.5.1. Geles preparados en el laboratorio

Se prepararon geles de poly-acrilamida 7 a 15% a partir de acrilamida-Bis acrilamida 37,5:1
usando persulfato de amonio (APS) y N,N,N',N-Tetramethylethylenediamine (TEMED) como agentes
polimerizantes. Las muestras se trataron con buffer de siembra (0,5% SDS, 35% glicerol y 18% p-
mercaptoetanol). Posteriormente se incubaron a 95°C durante 10 min. La corrida se realizé a voltaje
constante y 100 voltios durante 30 min y luego 1,5 h a 120 voltios. Se utilizé como buffer de corrida
una solucién 0,25 M Tris, 1,92 M glicina, 0,1% SDS. Los geles se tifieron durante 20 min con una
solucidn 0,1% de coomassie R250, 10% acido acético, 40% de metanol y se destifieron utilizando una
solucidon 20% de metanol, 10% acido acético, durante 24 h. Finalmente, los geles fueron digitalizados

para su posterior andlisis.

3.4.5.2. Geles pre-empacados
Se utilizaron geles pre-empacados NUPAGE™ (Invitrogen, CA, EE.UU.) 4-12% de acrilamida en

buffer Bis-Tris. Estos geles se adquieren listos para utilizar. Las muestras se trataron con NuPAGE™
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LDS Sample buffer (4X) (Invitrogen, CA, EE.UU.). Posteriormente, se incubaron a 95°C durante 10
minutos. La corrida se realizé durante 1,5 h a 120 voltios. Se utilizé6 como buffer de corrida NUPAGE™
MOPS SDS Running buffer (20X) (Invitrogen, CA, EE.UU.). Los geles se tifieron durante 20 min con
GelCode™ (Blue Safe Protein Stain, Invitrogen, CA, EE.UU.) y luego se destifieron con agua destilada

durante 16 h con agitacién. Finalmente, los geles fueron digitalizados para su posterior analisis.

3.4.6. Lisis bacteriana por sonicacion
Las bacterias fueron lisadas por ultrasonido utilizando un sonicador (Sonics-Vibra Cell,
Newtown, CT, EE.UU.) realizando 10 pulsos de 30 s de duracién con 90 s de descanso en hielo entre

cada pulso. Se utilizé una punta de 3 mm de didametro a una amplitud de 90% y cycle de 1.

3.4.7. Estudio del punto isoeléctrico (pl) de las proteinas recombinantes con
region variable del AcM ch128.1

Para el calculo del pl del scFv128.1-2014, scFv128.1-2016 y MBP-scFv128.1-2016, las
secuencias de cada una de las proteinas se incorporaron en un sitio in silico llamado IPC (isoelectric
point calculator) (http://isoelectric.ovh.org) que calcula los pl a través de la secuencia primaria de la
proteina seguln las siguientes bases de datos: IPC protein, IPC peptide, Toseland, Thurlkill, Nozaki_Tan,

Dawson, DTASelect, EMBOSS, Grimsley, Rodwell, Sillero, Solomon, Lehninger, Wikipedia y ProMoST.

3.5. Produccion de sTfR1 humano

Células de rifion de hamster bebé (BHK) productoras del sTfR1 (BHKHis-sTfR1) fueron
cultivadas en el laboratorio de la Dra. Tracy Daniels-Wells de la Division of Surgical Oncology,
Department of Surgery, David Geffen School of Medicine, Universidad de California en Los Angeles,
California, Estados Unidos. Las células fueron cultivadas en Roller Bottles y el sobrenadante (1L),
conteniendo el sTfR1, fue cosechado a las 2 semanas de comenzado el cultivo. Posteriormente el
sTfR1 fue purificado del sobrenadante mediante IMAC y cromatografia de exclusidn por tamafo

(SEC) (ver siguiente seccidn).

3.5.1. Purificacion del sTfR1

3.5.1.1. Cromatografia de afinidad por iones metalicos (IMAC)
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Se realizé una purificacién por IMAC del sTfR1 utilizando una columna cargada con niquel pre-
empacadas HisTrap FF (GE Healthcare, MA, EE.UU.) de 5 ml y un equipo de FPLC Duoflow (Bio-Rad,
CA, EE.UU.). El sobrenadante (1L) del cultivo celular conteniendo el sTfR1 fue inyectado en la
columna a un flujo de 5 ml/min. Se lavé con 50 ml de buffer A (TBS 1X, 150 mM de NaCl, pH 7,6) y
luego se realizaron lavados con 15 ml de un gradiente de 0 a 10% de buffer de elusién (TBS 1X, 150
mM de NaCl, 500 mM imidazol, pH 7,6). Finalmente se realizé la elusidn del sTfR1 con 50 ml de un
gradiente de buffer de elusion 10% a 100%. Posteriormente, la columna fue lavada y reconstituida
utilizando secuencialmente 25 ml de PBS pH 7,4, EDTA 50 mM, NaOH 1M, Tritédn X-100 0,25% en
acido acético 0,1 M, etanol 70%, isopropanol 30%, NaCl 1,5 M, PBS pH 7,4, NiCl 2,5% en agua
destilada, PBS pH 7,5 y finalmente la columna fue guardada en una solucién 20% de etanol. Entre

cada una de las distintas soluciones se lavd con 20 ml de agua destilada.

3.5.1.2. Cromatografia de exclusion por tamaio (SEC)

La SEC separa proteinas basandose en diferencias en su peso molecular. El método se basa en
la utilizaciéon de una resina compuesta por particulas esféricas con poros de un tamafio adecuado a
través de las cuales las proteinas difunden a una velocidad proporcional a su tamafo. En donde las
proteinas con mayor tamafio poseen menores tiempos de retencion que las de menor tamaiio.

Se utilizd una columna ENrich SEC 650 10 x 300 mm (Bio Rad, CA, EE.UU.) y un equipo de
cromatografia “NGC Quest™ 100 Chromatography System” (Bio-Rad, CA, EE.UU.). Previo a la
purificacién, se realizd un lavado de la columna con dos volumenes de columna (vol.) de agua
deionizada y 2 vol. de buffer de corrida (50 mM Tris-Cl, 150 mM de NaCl, pH 7,6). Se realizo la
inyeccion de la muestra con un volumen final de 500 pl y la elusién, utilizando 1,5 vol. de buffer de
corrida a un flujo de 1 ml/min. Se recolectaron fracciones de 1,5 ml a partir de la aplicacién de la

muestra.

3.6. Anticuerpos con la region variable del AcM ch128.1

3.6.1. Desarrollo de un anticuerpo completo con isotipo IgG4 con la region
variable del AcM ch128.1 (ch128.1g4) en células de mamifero

3.6.1.1. Diseino de los vectores para la expresion del anticuerpo ch128.1g4
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En un primer paso se realizé la optimizacidon de codones para la expresion en células CHO-K1
segln lo descripto en la seccién 3.4.1. Luego se sintetizaron las secuencias que codifican para las
regiones Fv2014 del AcM ch128.1 de ratdn en vectores de clonado pUC57 por la empresa GenScript
(NJ, EE.UU.). Las secuencias codificantes para las regiones variables Fv2014 de ch128.1 fueron
insertas en los vectores 6714 pAN (con gen de resistencia a Geneticina) y 6132 pAH (con gen de
resistencia a Histidinol), que codifican para la regiones constantes liviana isotipo kappa humano y la
cadena pesada isotipo gamma 4 (1gG4) humana, respectivamente que fueron provistos por el Dr.
Penichet de la Universidad de California en Los Angeles (UCLA), EE.UU.. Los vectores también fueron
secuenciados por GenScript para verificar su correcta construccion. Estos vectores de expresion de
cadena liviana y pesada fueron utilizados para la generacion de los transfectomas de ch128.1g4. Las
construcciones con las regiones variables insertas en vectores pUC57 fueron enviadas en papel

absorbente y luego reconstituidas con agua.

3.6.1.2. Transfeccion de los vectores en células CHO-K1 y generacion de
transfectomas

Con el fin de incorporar los vectores de las cadenas pesada vy liviana del anticuerpo ch128.1g4
en células CHO-K1, se realizé una transfeccion. Para ello, se sembraron células CHO-K1 en placas de 6
pocillos, en 2 ml de medio completo 24 h antes de la transfeccién (60 a 90% de confluencia al dia de
la transfeccidon) y se incubaron a 37°C en estufa con atmosfera de 5% CO,. Los vectores para la
expresion de las cadenas pesada vy liviana fueron linealizados mediante digestidon con la enzima de
restriccion Pvul (New England BiolLabs, MA, EE.UU.) segun indicaciones del fabricante y luego co-
transfectados. Para la transfeccion se utilizd un sistema de liposomas catidnico llamado Turbofect

(MBI Fermentas, Alemania) segun especificaciones del fabricante.

3.6.1.3. Seleccidn de células resistentes y generacion de clones por dilucion
terminal

En primer lugar con el fin de evaluar las concentraciones dptimas de antibidticos a utilizar para
realizar la seleccidn de las células efectivamente co-transfectadas con ambos vectores, se realizd una
curva de muerte de los antibidticos en células CHO-K1. Se utilizaron los antibiéticos Geneticina e
Histidinol cuyas resistencias contienen los vectores de las cadenas pesada y liviana del anticuerpo
ch128.1. Para ello, se sembraron 5x10” células CHO-K1 por pocillo en placas de 96 pocillos en 100 l
de medio completo (ver seccidn 3.1). A las 24 h el medio fue cambiado por 100 pl de medio igual al
anterior o suplementado con diluciones seriadas % de Geneticina (2 mg/ml a 32 ug/ml) o Histidinol

(200 mM a 6,25 mM) (Sigma, MO, EE.UU.). Todas las condiciones se realizaron por triplicado y el
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medio fue reemplazado por medio fresco suplementado con cada una de las concentraciones de
antibidtico cada 3 dias. El porcentaje de células vivas se determind mediante la visualizacidn de cada
pocillo al microscopio invertido de campo claro.

Para la seleccién de los clones que contenian los dos vectores para la expresion del ch128.1g4,
48 h luego de la co-transfecciéon se cambié el medio por medio completo suplementado con 500
pg/ml Geneticina y 50 mM Histidinol, de concentracion final. Se cambid el medio cada 3 dias durante
10-15 dias hasta obtener clusters provenientes de células estables co-transfectadas con ambos
vectores, que son las Unicas que sobreviven en el medio con Geneticina e Histidinol. Las células
fueron levantadas con una solucidn 0,05% tripsina 0,02% EDTA y se realizd una dilucidon terminal
realizando el cdlculo para sembrar 0,5 células por pocillo en dos placas de 96 pocillos con 100 ul de
medio igual al descripto anterior suplementado con los antibiéticos. Se incubaron a 37°C en estufa
con atmosfera de 5% CO, durante una semana y se seleccionaron los pocillos donde existian clusters
Unicos. El medio fue cambiado por medio fresco igual al anterior una vez por semana. Una vez que
los clusters ocuparon el 70% del pocillo, el medio fue recolectado para la determinacién de la

presencia de anticuerpo humano por ELISA sdndwich para IgGs.

3.6.2. ELISA sandwich para IgGs

Se sensibilizd una placa de 96 pocillos con 50 pL/pocillo de un anticuerpo Goat Anti-Human IgG
(v chain specific) (SouthernBiotech, Bi, EE. UU.) (5 ug/ml) en buffer carbonato (0,015 M Na,COs3, 0,035
M NaHCOs, pH 9,3) y se incubé a 4°C durante 16 h. Se lavd 3 veces con 200 pl/pocillo de PBS (155
mM NaCl, 1,059 mM KH,PO,, 2,96 mM Na,HPO,, pH 7,4) y se agregaron 100 pl de solucién de
blogueo (3% BSA, 0,02% azida de sodio, en buffer PBS) a cada pocillo. Se Incubd 1 h a temperatura
ambiente y la placa fue lavada 3 veces con 200 pl/pocillo de buffer PBS. Se adicionaron 50 pl/pocillo
de sobrenadantes de los clones para ser testeados y se incubé durante 2 h a temperatura ambiente.
Se lavo la placa 4 veces con 200 pl/pocillo de buffer PBS; se incubd durante 1 h a 37°C con 60
ul/pocillo de Anti-Human Kappa Light Chain (SIGMA MO, EE.UU.) (1/10.000) en una dilucién 1/3 de
solucion de bloqueo; se lavé la placa 4 veces con 200 pl/pocillo de buffer PBS; y luego se agregaron
100 pl/pocillo de una solucién buffer de sustrato (100 mM Tris-HCI, pH 9.5, 100 mM NaCl, 5 mM
MgCl, y 2,5 mg/ml p-nitrofenil-fosfato (pNPP)). Finalmente, se incubd durante 1 h a 37°Cy la placa

fue leida en un lector de placas de ELISA (Rayto, Alemania) a 405 nm.
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3.6.3. Desarrollo de fragmentos de anticuerpos de cadena simple con la
region variable del AcM ch128.1 en E. coli (scFv128.1-2014, scFv128.1-2016 y
MBP-scFv128.1-2016)

3.6.3.1. Diseio de los vectores de expresion en E. coli

Se desarrollaron fragmentos scFv de las dos secuencias que contamos de regiones variables del
AcM ch128.1, denominadas Fv2014 y Fv2016. Los scFvs disefiados fueron llamados respectivamente
scFv128.1-2014 y scFv128.1-2016, y se disefaron con las regiones variables de cadena liviana y
pesada unidas por un “linker” flexible que consiste en una secuencia en tandem de tres repeticiones
de GGGGS [184]. Para facilitar la purificacién de los scFvs se sintetizd la secuencia con una cola de
seis histidinas en el extremo amino terminal y un sitio de clivaje por la proteasa viral del tabaco (TEV)
para su posterior eliminacién siguiendo la secuencia Hisx6-V,-(GGGGS)x3-V, (ver Figura 31). Las
secuencias completas de los scFvs se generaron por sintesis quimica por la empresa GenScript (NJ,
EE.UU.), se ligaron con el vector de expresion pGS-21a (Figura 21, A) y finalmente se secuenciaron
para verificar su correcta construccién. Por otro lado, se generd una proteina de fusién con la regién
variable Fv2016 y la proteina de unidn a maltosa (MBP), proteina MBP-scFv2016 (ver Figura 31). Para
ello, la secuencia del Fv2016 se insertd en un vector comercial que contiene la secuencia del MBP,
pMAL-c2X (Figura 21, B).
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Figura 21. Vectores de expresion procariota utilizados para la expresién de proteinas recombinantes scFv con
las regiones variables del anticuerpo ch128.1. A) Vector comercial de expresidén en E. coli pGS-21a utilizado
para la expresion de las proteinas scFv128-2014 y scFv128.1-2016. B) Vector comercial de expresién en E. coli
pMAL C2X utilizado para la expresion de la proteina de fusion MBP-scFv-2016. Ambos poseen resistencia a
ampicilina (AmpR) y una regién de clonado multiple bajo un promotor T7 inducible por IPTG.
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3.6.3.2. Transformacion, cultivo e induccion de las proteinas recombinantes con la
region variable del AcM ch128.1 en E. coli

Los vectores de expresion, pGS-21a - scFv128.1-2014 (Figura 36), pGS-21a - scFv128.1-2016
(Figura 43) o pMAL-c2X - MBP-scFv128.1-2016 (Figura 50) codificantes para los tres fragmentos de
anticuerpos recombinantes scFv128.1-2014, scFv128.1-2016 o MBP-scFv128.1-2016 fueron
empleados para las transformaciones por shock térmico de bacterias E. coli segun lo detallado en la
seccién 3.4.2.1. Se seleccionaron los clones utilizando placas LB-Agar con ampicilina (100 pg/ml). En
el caso del scFv128.1-2014, la presencia del casete de expresion fue evaluada mediante colony PCR
segun lo detallado en la siguiente seccion.

A partir de una colonia de bacterias productoras transformadas con cada uno de los vectores
de expresidn se realizd un pre-cultivo de 10 ml de medio LB suplementado con ampicilina (100
pg/ml) de un stock en glicerol a -80°C de la cepa E. coli Rosetta2 (DE3) pLysS (scFv128.1-2014,
scFv128.1-2016 y MBP-scFv128.1-2016) o BL21 (DE3) C41 (scFv128.1-2016 y MBP-scFv128.1-2016) y
se incubd en agitacidn a 37°C durante 16 h. Luego, 1 L de medio LB con ampicilina (100 pg/ml) fueron
inoculados con los 10 ml del pre-cultivo obtenido en el paso anterior. Dicho cultivo fue incubado en
agitacién a 37°C hasta alcanzar una DO a 600 nm de 1,2 - 1,5 (scFv128.1-2014, scFv128.1-2016 y
MBP-scFv128.1-2016 como proteina soluble) o 0,8-1 (scFv128.1-2016 como cuerpos de inclusién).
Luego, la expresion de las proteinas recombinantes fue inducida por el agregado de IPTG a una
concentracién final de 0,1 mM. Una vez transcurridas 24 h de induccién con agitacion continua a
16°C (scFv128.1-2014, scFv128.1-2016 y MBP-scFv128.1-2016) o 4 h de induccién con agitacién
continda a 37°C (scFv128.1-2016 como cuerpos de inclusion), los cultivo fueron centrifugados a
4.000g durante 10 min a 4°C, de esta manera se obtuvieron los pellets bacterianos que luego fueron

guardados a -20°C hasta el momento de la purificacién de las proteinas recombinantes.

3.6.3.3. Deteccidn de clones transformados con el vector para la expresion del
scFv128.1-2014 por colony PCR

La detecciéon de los clones transformados con el vector pGS-21a-scFv128.1-2014 para la
expresion del fragmento scFv128.1-2014 se realizé la técnica de colony PCR. En primer lugar, se puso
a punto la técnica realizando una PCR en gradiente. Se emplearon como molde para la PCR 10 ng de
minipreps del vector pGS-21a-scFv128.1-2014 clonados por bacterias E. coli IM109. Las reacciones se
realizaron utilizando buffer 1X, 0,1 UM de cada primer, 0,25 mM de cada dNTPs y 1 Unidad de Taq
pfu (Invitrogen, CA, EE.UU.) por reaccion en un volumen final de 20 pl. Se realizaron 35 ciclos de 30 s

a 94°C,30sa53,4,53,4,55,8,58,5,61,4,64,2066,7°C, y 1 min a 72°C con un ciclo inicial de 2 min a
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94°C y final de 5 min a 72°C. Los primers utilizados se especifican en la TABLA 6. Estos se disefiaron
para hibridar por fuera del casete de scFv128.1-2014 (primer forward, pGS-21a-f) y por dentro del
casete (primer reverse, scFv128.1-2014-r) generando un amplicon de 401 pb. Se utilizé un
termociclador en gradiente MasterCycler (Eppendorf, HA, Alemania). La colony PCR se realizé igual
que la descripta anteriormente para la reaccion de PCR en gradiente pero utilizando una
temperatura definida de 64°C para la hibridacion de los primers y como molde se utilizé 1 ul de
sobrenadante de una solucion de agua y bacterias de cada colonia que fueron previamente

incubadas a 94 °C durante 5 min y luego centrifugadas a 4.000g durante 10 min.

TABLA 6. Primers utilizados para realizar la colony PCR.

Primers Secuencia ™

pGS-21a-f 5’AGGGGAATTGTGAGCGGATA 3’ 62°C

scFv128.1-2014-r 5’CTTTTATCCACGGTCAGCGG 3’ 63°C

3.6.3.4. Purificacion de las proteinas recombinantes con la regién variable del AcM
ch128.1 en E. coli

Las purificaciones de las proteinas recombinantes se realizaron utilizando los pellets
bacterianos del cultivo inducido de 1L (aprox. 5 gr de peso hiumedo) resuspendidos en 25 ml de
volumen final con buffer de unién (155 mM NaCl, 1.059 mM KH,PO,, 2,96 mM Na,HPO,, 20 mM
imidazol; pH 7,4 o pH 6,5 para el scFv128.1-2014; pH 7,0 para el scFv128.1-2016; y pH 7,5 para el
MBP-scFv128.1-2016) y se adicionaban 250 ul de un coctel de inhibidores de proteasas (Thermo
Scientific, MA, EE.UU.) y 250 ul de benzonase (Thermo Scientific, MA, EE.UU.). Luego las células
fueron lisadas por sonicacién segun lo detallado en la seccion 3.4.6, se centrifugd a 6.000g durante
20 min a 4°C y el sobrenadante conteniendo proteinas en forma soluble fue recuperado (scFv128.1-
2014, scFv128.1-2016 y MBP-scFv128.1-2016) vy se filtré con filtro 0,22 um como paso previo para la
purificacién por IMAC.

En el caso de purificar el scFv128.1-2016 a partir de cuerpos de inclusion se recuperé el pellet.
Los cuerpos de inclusién se lavaron 3 veces con buffer 155 mM NaCl, 1,059 mM KH,PQO,, 2,96 mM
Na,HPO, pH 7,0, 2 M de urea, 1% Tritdn X-100, resuspendiendo y centrifugando a 6.000g durante 20
min a 4°C cada vez. Para cada lavado se incubé durante 1 h a 4°C en agitacién rotativa. Una vez
finalizados los lavados, para desnaturalizar y solubilizar los pellet se resuspendieron en buffer 155
mM NaCl, 1,059 mM KH,PO,, 2,96 mM Na,HPO,; pH 7,0, 8 M de urea y se incubaron durante 48 h en

agitacién rotativa a 4°C. Luego se centrifugd a 6.000g durante 20 min a 4°C y el sobrenadante,
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conteniendo los cuerpos de inclusién solubilizados, se guardd para la posterior purificacion del
scFv128.1-2016 por IMAC.

La purificacidon por IMAC se realizd utilizando columnas preempacadas cargadas con niquel
HisTrap FF (GE Healthcare, MA, EE.UU.) de 1 y 5 ml y una bomba peristaltica (APEMA, BA, Argentina)
con flujos de 0,5 ml/min para las columnas de 1 mly 2,5 ml/min para columnas de 5 ml. En todos los
casos, antes de utilizar las columnas, estas fueron previamente lavadas con 10 vol. de agua destilada,
5 vol. de buffer de unioén, 5 vol. de buffer de elusidn y finalmente equilibrada con 10 vol. de buffer de
union. Posteriormente, cada solucién de proteina se inyectd en la columna. Se lavé con 20 vol. de
buffer de unidn. Luego, previo a la elusidn, se realizaron lavados con concentraciones crecientes de
imidazol. Se realizaron lavados: con 12% y 20% de buffer de elusion (60 y 100 mM de imidazol para el
scFv128.1-2014); con 4% de buffer de elusién (20 mM de imidazol) para el scFv128.1-2016 en forma
soluble y en condiciones desnaturalizantes; y con 4% y 8% de buffer de elusién (20 y 40 mM de
imidazol) para el MBP-scFv128.1-2016.

Posteriormente las elusiones de las proteinas se realizaron utilizando 10 vol. de buffer de
elusién (155 mM NaCl, 1,059 mM KH,POQ,, 2,96 mM Na,HPO,, 500 mM imidazol) con pH 7,4 o pH 6,5
para el scFv128.1-2014, pH 7,0 para el scFv128.1-2016 y 7,5 para el MBP-scFv128.1-2016. Se
recogieron fracciones de 1 ml para columnas de 1 ml y de 5 ml para columnas de 5 ml y se midid la
absorbancia a 280 nm de todas las fracciones utilizando el buffer de unién como blanco. Cuando se
purificd scFv128.1-2016 como cuerpos de inclusidn en condiciones desnaturalizantes todos los buffer
tanto el de unién como el de elusién se formularon con el agregado de 8 M de urea.

Las muestras del scFv128.1-2014 eluidas de la columna, se dializaron contra buffer PBS (155
mM NacCl, 1,059 mM KH,PQO,, 2,96 mM Na,HPQO,, pH 6,5). La dialisis fue realizada utilizando una
membrana Spectra/Por® Biotech (Sprectrum, CA, EE.UU.) con un tamafio de poro de 6,5 kDa
previamente lavada. La muestra fue incorporada a la bolsa de didlisis, sumergida en el buffer e
incubada durante 24 h con agitacion a 4°C. Luego se realizé un cambio de buffer y se incubd

nuevamente 24 h en las mismas condiciones anteriores.

3.6.4. ELISA sandwich competitivo (scFv128.1-2014)

Se cubrié una placa de 96 pocillos con 50 pl/pocillo de una solucién 0,5 pg/ml de receptor de
transferrina 1 soluble (sTfR1) humano en buffer carbonato (0,015 M Na,COs, 0,035 M NaHCO3, pH
9.3) y se incubd durante 16 h a 4°C. Se lavé la placa 3 veces con 200 pl/pocillo de PBS, se agregaron
200 pl de Solucion de Bloqueo (5% leche descremada en polvo, 0,02% azida de sodio en PBS pH 7.4) a
cada pocillo y se incubé 1 h a temperatura ambiente. Luego se lavd la placa 3 veces con 200 pl

/pocillo de PBS y se colocaron 50 pl/pocillo de la solucién de scFv128.1-2014 (300 nM) o PBS y se
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incubé durante 1 h a temperatura ambiente. Finalizado el tiempo de incubacidn, se agregd ch128.1
(10 nM) y se incubo nuevamente 1 h bajo las mismas condiciones anteriores. Luego, la placa se lavé 4
veces con 200 pl/pocillo de PBS y se incubd con un anticuerpo Anti-Human Kappa Light Chain
conjugada a fosfatasa alcalina (1/10.000) (SIGMA, MO, EE.UU.) en una dilucién 1/3 de solucion de
blogueo durante 1 h a 37°C. Luego la placa se lavd 4 veces con 200 pl/pocillo de PBS. Se agregd 100
ul/pocillo de solucién con pNPP (100 mM Tris-HCI pH 9.5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 5 mg pNPP/ml
de solucidn) se incubd durante 2 h a37°Cy la placa se leyd a 405 nm con un lector de placas de ELISA

(Rayto, Alemania).

3.7. Obtencion de Fab128.1 mediante digestion con papaina del AcM
ch128.1

El ch128.1 con isotipo 1gG1 purificado con proteina A fue digerido con papaina y purificado
utilizando el kit “Fab Preparation Kit” (Pierce™, Termo Scientific, EE.UU.) en el laboratorio de |a Dra.
Tracy Daniels-Wells de la Division of Surgical Oncology, Department of Surgery, David Geffen School
of Medicine, Universidad de California en Los Angeles, California, EE.UU. segun indicaciones del
fabricante. Posteriormente, en nuestro laboratorio, se realizé6 una nueva purificacién de los

fragmentos de Fab128.1 pero esta vez por SEC.

3.7.1. Purificacion del Fab128.1 por SEC

Se utilizé una columna de alta resolucion ENrich SEC 650 10 x 300 mm (Bio Rad, CA, EE.UU.) y
un equipo de cromatografia de media presién “NGC Quest™ 100 Chromatography System” (Bio-Rad,
CA, EE.UU.). Previo a la purificacidn, la columna fue lavada con 2 vol. de agua deionizada y 2 vol. de
buffer de corrida (50 mM Tris-Cl, 150 mM de NaCl, pH 7,6) utilizando un flujo de 1 ml/min. La
fraccion con la muestra del Fab128.1 fue concentrada utilizando un tubo Amicon® Ultra-4 10K
Centrifugal Filter Devices (Millipore, MA, EE.UU.) de 30 kDa de tamafio de poro hasta 500 pl y filtrada
con un filtro para centrifuga de 0,22 um. La muestra concentrada fue inyectada en el equipo y
posteriormente se realizd la elusidon utilizando 1,5 vol. de buffer de corrida. Se recolectaron
fracciones de 1,5 ml a partir de la aplicacién de la muestra y mediante SDS-PAGE se confirm¢, la

pureza, el correcto ensamblado y el peso molecular.

3.8. Evaluacion de la especificidad de los AcM contra hTfR1
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3.8.1. Especificidad contra sTfR1 humano por ELISA sandwich

Con el propdsito de establecer la especificidad de los anticuerpos contra el sTfR1 humano se
realizaron estudios de ELISA sandwich. Se cubrié una placa de 96 pocillos con 50 ul/pocillo de una
solucién 0,5 pg/ml de sTfR1 humano en buffer carbonato (0,015 M Na,CO3, 0,035 M NaHCO;, pH 9,3)
durante 16 h a 4°C. Se lavo la placa 3 veces con 200 pl/pocillo de PBS. Se agregaron 200 pl de
Solucién de Blogueo (5% leche descremada en polvo, 0,02% azida de sodio en PBS pH 7.4) a cada
pocillo y se incubd 1 h a temperatura ambiente. Luego se lavd la placa 3 veces con 200 pl /pocillo de
PBS y se colocaron 50 pl/pocillo de la solucién de ch128.1 (50 nM) o Fab128.1 (100 nM) y se incubd
durante 2 h a temperatura ambiente. Finalizado el tiempo de incubacidn la placa se lavé 4 veces con
200 pl/pocillo de PBS y se incubd con un anticuerpo Anti-Human Kappa Light Chain conjugada a
fosfatasa alcalina (SIGMA, MO, EE.UU.) (1/10.000) en una dilucion 1/3 de soluciéon de blogueo
durante 1 h a 37°C. Luego la placa se lavd 4 veces con 200 pl/pocillo de PBS y se agregaron 100
ul/pocillo 5 mg/ml de pNPP (100 mM Tris-HCl pH 9.5, 100 mM NacCl, 5 mM MgCl,) se incubd durante 2
h a 37°Cy la placa se leyd por absorbancia a una densidad 6ptica a 405 nm con un lector de placas de

ELISA (Rayto, Alemania).

3.8.2. Especificidad contra hTfR1 en células por Citometria de flujo

Con el propdsito de establecer la especificidad de los anticuerpos contra el hTfR1 expresado en
células se realizaron estudios de citometria de flujo. Se cultivaron células HEK-293T que expresan de
forma nativa el hTfR1, CHO-K1 que no expresan hTfR1 (control negativo) o CHO TRVb-1 que han sido
modificadas para expresar hTfR1, en sus respectivos medios de cultivo (ver secciéon 3.1) durante 2
dias. Luego todas las células fueron levantadas con una solucion 0,2% EDTA incubando durante 5 min
a 37°C, centrifugadas a 1.000g durante 5 min a 4°C, resuspendidas en 1 ml de PBS 1% BSA frio y se
contaron en camara de neubauer. Se alicuotaron en 6 tubos con 5x10° células por tubo y se lavaron
con 1 ml de PBS 1% BSA frio centrifugando nuevamente a 1.200g a 4°C. Luego las células se
resuspendieron en 50 pul de PBS 1% BSA, ch128.1 50 nM, Fab128.1 50 nM o 100 nM, y Cetuximab 50
nM (Erbitux®, Lilly, IN, EE.UU.); y se incubaron durante 30 min en hielo. Luego, se realizé un lavado
con 1 ml de PBS 1% BSA frio, centrifugando a 1200g a 4°C. Finalmente, las células se resuspendieron
en 50 pl de PBS 1% de BSA con 2.5 ul de anticuerpo Anti-Human Ig kappa Light chain conjugado a
ficoeritrina (PE-CF594, BD-Biosciences, CA, EE.UU.) y se incubd durante 1 h en hielo. También se
realizaron controles de PBS 1% BSA sin anticuerpo secundario. Las células fueron lavadas con un 1 ml

de PBS 1% BSA frio y se fijaron resuspendiendo en 200 ul de 2% de formol. La intensidad de
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fluorescencia fue medida utilizando un clitémetro de flujo FACScan (BD-Biosciences, CA, EE.UU.). Se
tomaron 20.000 eventos de cada condicidn y se determind fluorescencia excitacion por laser de
argdn (488 nm) y la emisidn se detectd utilizando un filtro de paso de banda de 530/30 nm en el
canal FL1. Antes de realizar el andlisis se eliminaron las células muertas y los desechos utilizando los

pardmetros de FSCy SSC.

3.8.3. Determinacion del complejo Fab128.1-hTfR1 por SEC

Con el propésito de determinar la especificidad del Fab128.1 contra el sTfR1 humano en
solucién se realizé una SEC del complejo entre el fragmento con el receptor soluble. Se utilizé un
sistema de cromatografia liquida de media presién NGC™ (Bio-Rad, CA, EE.UU.) y una columna de
alta resolucién Enrich SEC 650 (Bio-Rad, CA, EE.UU.). En primer lugar se realizé un lavado de la
columna con 2 vol. de agua deionizada y 2 vol. de buffer de corrida (50 mM Tris-Cl, 150 mM de NaCl,
pH 7,6). Se mezclaron las fracciones de sTfR1 y Fab128.1 obtenidas luego de realizar SEC a cada
proteina por separado, se incubé durante 30 min a temperatura ambiente y se concentrd hasta un
volumen aproximado de 500 pl utilizando un tubo Amicon® Ultra-4 10K Centrifugal Filter Devices
(Millipore, MA, EE.UU.). Se realizd la inyeccidon de la muestra en el equipo de cromatografia y se
realizé la elusién con 1,5 vol. de buffer de corrida a un flujo de 1 ml/min. Se recolectaron fracciones
de 0,9 ml a partir de la aplicacion de la muestra. Luego se realizé un SDS-PAGE (gel pre-empacado)

para evaluar la existencia de sTfR1y Fab128.1 en cada una de las fracciones.

3.9. Estudio computacional de cristalizabilidad de las proteinas
recombinantes

Para determinar el grado de cristalizabilidad de cada uno de las proteinas recombinantes
generadas con o sin digerir con la proteasa TEV, se utilizo el sitio en linea “XtalPred Server”. A este
servidor se le ingresa la secuencia de aminoacidos de cada proteina y este devuelve, entre otros
valores fisicoquimicos de la proteina, los valores de los parametros de EP crystallization clases y RF
crystallization clase donde cada uno de ellos tiene una escala del 1 al 5y 1 al 11 respectivamente,
siendo los valores mas bajos mds promisorios para la formacién de cristales y los valores mas altos

menos promisorios.

3.10. Cristalografia de rayos X del Fab128.1
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La generacion de cristales del Fab128.1 se realizd en el UCLA-DOE Crystallization Core de la
Universidad de California en Los Angeles, EE.UU. El Fab128.1 purificado a partir de protedlisis con
papaina de ch128.1 1gG1 fue purificado por SEC y concentrado a 10 mg/ml en 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
con un filtro de centrifuga para concentracion de proteinas Amicon (Millipore, MA, EE.UU.) de 10 kDa
de tamafio de poro. Finalmente, la solucién de proteina se filtré utilizando un filtro para centrifuga
de 0,22 um (Corning, NY, EE.UU.). Se utilizé un robot TTP LabTech Mosquito Crystal nanodispenser
(TTP LabTech, Me, Reino Unido) para evaluar 576 condiciones distintas en un sistema de difusién de
vapor en gota colgante. Se utilizaron placas de 96 pocillos Wizard™ (Rigaku, WA, USA) y una AmSO,
(Qiagen, Hilden, Alemania) en tres condiciones por pocillo. El robot realizé 3 gotas de 210 nl finales
con distintas relaciones volumen de proteina:solucién de cristalizacién en cada uno de los pocillos

como se muestra en la Figura 22.
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Figura 22. Fotografia de las gotas realizadas por el robot TTP LabTech Mosquito Crystal nanodispenser y las
relaciones de muestra (sample) y solucion de cristalizacion (Crystallant) ensayados para la cristalizacion del
Fab128.1.

Las placas fueron incubadas en un ambiente sin vibraciones a 18°C. La formacién de cristales
se observd cada 72 h en un microscopio Crystal Monitor microscope (Emerald BioSystems, WA,
EE.UU.). Una vez que se identificé un cristal organico con el tamafio adecuado, se pasd por una
solucién de glicerol 30% en soluciéon de cristalizacién (del mismo pocillo del cristal), se monté en un
micro lazo de 0,4 mm y se ultra-congeld por “flash-cooling” a aproximadamente -170°C sumergiendo
rapidamente el cristal en nitrégeno liquido para su transporte. Sus patrones de difraccién de rayos X
fueron obtenidos utilizando la linea 24-ID-E con un rango de energia de 12.68-keV del sincrotrén APS
(Advanced Photon Source, Laboratorio Nacional Argonne, EE.UU.). Se resolvio la estructura mediante
reemplazo molecular utilizando el programa Phaser usando como templado el PDB 4UV4. El
refinamiento cristalografico se realizd usando el programa Phenix, mientras que la visualizacién de
los mapas de densidad electrdnica se realizé con el programa COOT. La visualizacién de los modelos y

el andlisis de la estructura y cargas electrostaticas se realizaron con PyMOL [185].
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3.11. Modelado del acoplamiento del Fab128.1 con el dominio apical del
hTfR1

Los servidores ClusPro y Rosetta SnugDock fueron seleccionados para realizar estudios del
acoplamiento antigeno-anticuerpo de forma secuencial [186, 187]. Para la carga de los datos en
ClusPro v2.0 se definié al PDB del Fab128.1 como "receptor" y al PDB dehTfR1 3KAS como "ligando"
usando el modo “anticuerpo”. En estudios preliminares, demostramos por mutagénesis dirigida que
el segmento que incluye los residuos $324-S368 del dominio apical de hTfR1 es critico para la unién
del anticuerpo ch128.1 [92], por lo que se incluydé en el modelado una madscara de atraccién hacia
estos residuos que se disefid con PyMOL incluyendo los residuos de superficie hasta 2,5 A. Las
estructuras de Fab128.1 y hTfR1 con residuos de interfaz definidos se cargaron en el servidor ClusPro
v2.0, un programa de acoplamiento de cuerpos rigidos que usa el algoritmo PIPER para encontrar
potenciales de interaccidn apareados y que realiza un ranking en funcién del nivel de estabilidad,
energia de interaccion y tamafio de cluster de modelos [157, 186, 188].

El modelo de interaccién hTfR1 y Fab128.1 mejor ranqueado con ClusPro (Cluster 000) fue
utilizado como punto de partida para un posterior modelado con la opcidon de refinacion de
acoplamiento local y flexibilizacién de las cadenas de los bucles de los CDRs de las regiones V, y V,
utilizando el servidor Rosetta SnugDock [187]. El archivo PDB para el modelado con SnugDock se
cargoé incluyendo ambos ligandos, pero debido a las limitaciones de capacidad de procesamiento del
servidor, solo se incluyeron las secuencias la region V, (secuencia 1-106) V, (secuencia 1-118) y el

dominio apical de hTfR (secuencia 189-385) separados por una linea TER.
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4. RESULTADOS
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4.1. Evaluacion en un modelo in vitro de pseudovirus de la actividad
del plasma de pacientes convalecientes de FHA sobre la infeccidon de los
Mamarenavirus de las FHS

Las FHS son una familia de graves enfermedades infecciosas que incluyen las Fiebres
Hemorragicas Boliviana, de Chapare, Venezolana, Brasilefia y Argentina, y sus agentes etiolégicos son
los Mamarenavirus MACV, CHA), GTOV, SABV y JUNV, respectivamente. Debido a su capacidad de
propagarse de persona a persona, su alta infectividad y mortalidad, constituyen una seria amenaza
como potenciales agentes de bioterrorismo, por lo que son clasificados como agentes patégenos de
Categoria A por el NIAID de los EE.UU. [4]. A esto se suma que no hay tratamientos eficaces ni
vacunas para las FHS causadas por los virus MACV, GTOV, CHAV y SABV [5]. Sélo hay tratamiento
para la FHA, la cual consiste en la inmunoterapia pasiva con el plasma de pacientes convalecientes.

Debido a la peligrosidad de este grupo de enfermedades, para trabajar con cepas patogénicas
de esta familia de virus se necesitan infraestructura con nivel de bioseguridad nivel 4. Por lo tanto,
para poder estudiar a estos virus, es necesario utilizar un modelo no patégeno que permita la
manipulaciéon en condiciones estandar de laboratorio. Una opcidn son los para este tipo de estudios
in vitro son los modelos de pseudovirus no patogénicos que consten de particulas pseudovirales
decoradas con las proteinas del virus que participan en la unién con la célula diana y han sido
ampliamente utilizados para estudiar el Ebola [189] y la Malaria [190].

El laboratorio de la Dra. Choe de la Escuela de medicina de Harvard, en Boston EE.UU. nos
cedid los vectores para la generacién de un modelo de pseudovirus no patogénicos decorados con el
complejo de glicoproteinas GP1/GP2 de cada uno de los Mamarenavirus causantes de las FHS: JUNV,
MACV, SABV, GTOV y CHAV (ver seccién 3.2.1). Estas glicoproteinas son las responsables de la
interaccion con el hTfR1 sobre la superficie de las células para su internalizacién y asi llevar a cabo la
infeccion. A pesar de que este modelo fue previamente utilizado para estudiar la via de entrada de
los Mamarenavirus patogénicos [71, 92], hasta el momento nunca habia sido utilizado con el
estandar de tratamiento de la FHA, el plasma de pacientes convalecientes. Por lo tanto utilizamos
este modelo para evaluar la internalizacién de pseudovirus de JUNV, en presencia de diluciones 1:20
a 1:200.000 de plasmas de pacientes convalecientes con titulos de AcNT de 10.240, 320 y 0. Se
realizd un ensayo de inhibicién de internalizacién segun lo detallado en la seccién 3.2.2 y se pudo
observar que el tratamiento con plasma de pacientes convalecientes de FHA con titulo 10.240 y 320
de AcNT previenen hasta 97% la entrada de pseudovirus de JUNV, con valores significativos en
diluciones hasta 1:200.000. Sin embargo, la dilucién 1:20 del plasma de pacientes convalecientes de

FHA con 0 titulo de AcNT resulté en una inhibicion significativa de la internalizacidn aproximada del
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30% para toda las diluciones de plasma realizadas (Figura 23, A). Por lo tanto, para los estudios de
internalizacién de pseudovirus de JUNV, MACV, GTOV, SABV y CHAV, todos los porcentajes de
internalizacién se normalizaron con respecto al plasma 0 titulo de AcNT para cada una de las
diluciones. En la Figura 23, B se muestra como ejemplo la expresidn de GFP en las células en donde
se internalizaron los pseudovirus de JUNV vs las células que fueron tratadas con la dilucién 1/20 del

plasma con titulo 10.240 de AcNT, al microscopio invertido de fluorescencia.

A) . .
JUNV vs Sin Tratamiento
I -
.;120_ @8 Titulo 10240
5100 @8 Titulo 320
r 807 @l Titulo 0
S 601 Bl VMedio
S 40-
D 204
ENE
Sin 1/20  1/200  1/2.000 1/20.000 1/200.000
Tratamiento Dilucién del Plasma
B)

Titulo 10.240
Medio 1:20

JUNV

Figura 23. Andlisis de la internalizacion de pseudovirus de JUNV en células HEK-293T en presencia de
distintas diluciones de plasma de pacientes convalecientes de FHA. A) Entrada relativa de pseudovirus de
JUNV en células HEK-293T en presencia de diluciones 1:20, 1:200, 1:2.000, 1:20.000 y 1:200.000 de plasma de
pacientes convalecientes de FHA con medio (sin tratamiento) o titulos de 0, 320 y 10.240 de AcNT para FHA.
Los datos se expresan como la media + Desvio estandar (SD). Los datos fueron normalizados al 100% con
respecto a sin tratamiento (medio) y las diferencias significativas se indican comparando plasmas con titulos 0,
320 y 10.240 vs. Sin tratamiento (medio) (*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001; Test t de Student para datos no
apareados). B) Visualizacion bajo microscopio de fluorescencia de células HEK-293T tratadas con una dilucion
1:20 de plasma de pacientes convalecientes de FHA con titulo 10.240 de AcNT para FHA o sin tratamiento
(medio). En verde se pueden ver las células donde hubo expresién de GFP producto de la internalizacién de
pseudovirus de JUNV.

Como ya se menciond, los porcentajes de internalizacién de JUNV se normalizaron con
respecto al plasma 0 titulo de AcNT para cada una de las diluciones y se observé que los plasmas de
pacientes convalecientes de FHA con titulo 10.240 AcNT inhibieron la internalizacion de los

pseudovirus de JUNV de manera significativa hasta diluciones 1/2.000 (93 + 1% a 1/20, 92 + 4% a
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1/200, y 84 + 4% a 1/2.000), mientras que con titulo de 320 se observaron diferencias significativas
hasta diluciones 1/200 (93 + 2% a 1/20, 55 + 12% a 1/200) (Figura 24, A).

El titulo de AcNT de FHA en plasmas de pacientes convalecientes se define como: la inversa de
la dilucién que produce un bloqueo de 80% de la formacidn de placas (ECg) utilizando células Vero y
una cepa atenuada de Junin. Para poder realizar este mismo calculo pero utilizando el modelo de
pseudovirus, se representados los resultados como porcentaje de bloqueo (100 - Porcentaje de
internalizacién relativa) y luego se calculé el valor de ECy, para cada uno de los plasmas (Figura 24,
B). De esta forma, se obtuvieron los valores de titulo de AcNT para FHA con el modelo de

pseudovirus. Estos valores fueron de 3.300 AcNT para el plasma 10.240 de AcNT y 76 para el plasma

320.
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Figura 24. Andlisis de la internalizacion de pseudovirus de JUNV en células HEK-293T en presencia de
distintas diluciones de plasma de pacientes convalecientes de FHA. A) Entrada relativa de pseudovirus de
JUNV en células HEK-293T en presencia de diluciones 1:20, 1:200, 1:2.000, 1:20.000 y 1:200.000 de plasma de
pacientes convalecientes de FHA con titulos 0, 320 y 10.240 de AcNT para FHA. Los datos se expresan como la
media * SD. Los datos fueron normalizados al 100% con respecto al plasma con titulo 0. Las diferencias
significativas se indican comparando plasmas con titulos 320 y 10.240 vs. Titulo 0 (*P<0,05, **P<0,01; Test t de
Student para datos no apareados). B) Célculo de ECg, para el porcentaje de bloqueo en presencia de plasma
inmune de FHA sobre pseudovirus de JUNV. Se presenta cada uno de los triplicados. En lineas punteada se
grafican las curvas de ajuste para el calculo de ECg utilizando GraphPad Prism 5.

A) MACV

@l Titulo 10.240
@l Titulo 320
Bl Titulo 0

1/20 1/200 1/2.000 1/20.000 1/200.000
Dilucién del Plasma

-80-



Universidad
Nacional
Lic. Cristian Payeés Tesis de Doctorado @(W“”“"*

B) GTOV

@l Titulo 10.240
@ Titulo 320
Bl Titulo O

1/20 1/200 1/2.000 1/20.000 1/200.000
Dilucién del Plasma

C) CHAV
© 140
2120 @ Titulo 10.240
100 B Titulo 320
% Bl Titulo 0
®
=
L
O\O

1/20 1/200 1/2.000 1/20.000 1/200.000
Dilucién del Plasma

D
) SABV
S0 = T
=120 itulo 10.240
100 @ Titulo 320
£ & Titulo 0
8
=
L
X

1/20 1/200 1/2.000 1/20.000 1/200.000

Dilucién del Plasma

Figura 25. Andlisis de la internalizacion de pseudovirus de MACV, GTOV, CHAV y SABV en células HEK-293T
en presencia de distintas diluciones de plasma de pacientes convalecientes de FHA. Entrada relativa de
pseudovirus de: Machupo (A) Guanarito (B) Chapare (C) y Sabia (D), en células HEK-293T en presencia de
diluciones 1:20, 1:200, 1:2.000, 1:20.000 y 1:200.000 de plasma de pacientes convalecientes de FHA con titulos
de 0, 320 y 10.240 de AcNT para FHA. Los datos se expresan como la media + SD. Los datos fueron
normalizados al 100% con respecto al plasma con titulo 0. Las diferencias significativas se indican comparando
plasmas con titulos 320 y 10.240 vs. Titulo 0 (*P<0,05, **P<0,01; Test t de Student para datos no apareados).

En segundo lugar, se utilizd el modelo se pseudovirus para comparar la actividad cruzada del
plasma de pacientes convalecientes de FHA sobre los otros miembros las FHS. Por lo tanto, se realizé
el mismo ensayo de internalizacién de pseudovirus de JUNV pero esta vez utilizando pseudovirus de
MACV, GTOV, CHAV y SABV (Figura 25). Para estos casos, la internalizacion de los pseudovirus de
MACV y GTOV mostraron una inhibicidn significativas solo para la dilucion 1/20 de ambos plasmas
(MACV: titulo 10.240, 59 * 5%; titulo 320, 37 + 13%; GTOV: titulo 10.240, 28 + 5%; titulo 320, 14 +
5%) (Figura 25, A y B). Sin embargo, para los pseudovirus de CHAV y SABV no se observaron

diferencias significativas para ninguno de los plasmas en las diluciones ensayadas (Figura 25, C y D).
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Al igual que con JUNYV, se intentaron calcular los valores de ICg, de los plasmas con titulo 10.240 y 320
de AcNT para los pseudovirus de MACV y GTOV. Pero debido a que sélo presentaban inhibicién
significativa en una sola de las diluciones y a que los efectos observados fueron limitados, no se

lograron estimar los valores de 1Cgy para MACV y GTOV en el rango estudiado.

4.1.1. Estudio de secuencia de las glicoproteinas GP1 de los Mamarenavirus
de las FHS

Para evaluar si el efecto sobre la internalizacion de pseudovirus de todos los demas
Mamarenavirus distintos a JUNV se encontraba relacionado con la identidad de secuencias de las
GP1 de estos con respecto a JUNV; se realizd un alineamiento de las secuencias de las GP1 de JUNV,
MACV, GTOV, CHAV y SABV (Figura 26). Al calcular los porcentajes de identidad de secuencia de GP1
con respecto JUNV de cada uno de los Mamarenavirus se observd una identidad de: 46,8% para

MACV, 28,4% para GTOV, 28,1% para CHAV y 23,7% para SABV.

CHAV 80
SABV 80
GTOV 80
JUNV 80
MACV 80
s s 5 A% v g 8 s

CHAV VHPDI FKETMLORLAILFGTKLMEDKT 160
SABV VHPAVﬂMVGm R Y EDTILORLGVLFGSRIAFSNI 160
GTOV IK—-———GSP| E| SKIEVG ITNDSY 160
JUNV r———- SDDQIWLESQWEMNA IN KEKT %DSCLD 160
MACV LN--—-—K ISKADDVRVEGKKIRN RGFHDPCEE 160

........ 90 ve.....140.......150.......160
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CHAV P————KQFIVI] 217
SABV ODLGKKRFLLIR 217
GTOV S———- I 217
JUNV G—---KLCLMKA-——-QP 217
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Figura 26. Alineamiento de las secuencias de las GP1 de los Mamarenavirus de las FHS. Se realizdé un
alineamiento de las secuencias de las GP1 de todos los virus causantes de las FHS: JUNV (P26313 segmento: 59-
251), MACV (Q6IUF7 segmento: 59-262), GTOV (Q8AYW1 segmento: 59-245), CHAV (B2C4J0 segmento: 59-250)
y SABV (Q90037 segmento: 59-254). Las barras del histograma indican el grado de similitud entre los
aminoacidos.

4.1.2. Correlacion entre el efecto de bloqueo de la internalizacion y la
identidad de secuencia de las GP1 de los Mamarenavirus patdgenos
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Se estudié la correlacidon entre la identidad de las secuencias de las glicoproteinas GP1 de
MACV, GTOV, CHAV, GTOV con respecto a JUNV y el efecto sobre la internalizacion de pseudovirus
gue presentaron en presencia de los plasmas de pacientes convalecientes de FHA. Se pudo observar
una significativa correlacién lineal negativa al tratar a las células con diluciones 1/20 de plasma de
pacientes convalecientes de FHA con titulo 10.240 y 320 de AcNT (Figura 27). Estos resultados
sugieren que la disminucidn en la identidad de la secuencia de las GP1 de MACV, GTOV, CHAV, GTOV
con respecto JUNV, tienen asociada una diminucidn en el bloqueo por plasma de pacientes de FHA

en la entrada de los respectivos pseudovirus.

A) Titulo 10.240 AcNT B) Titulo 320 AcNT
g 10 o A JUNV g 1207 4 JUNV
® 1204 v MACV T 100 v MACV
& 1004 ., ¢ GTOV & % '\& ¢ GTOV
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N 604 ~o g v ..
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c 40 y Ss c
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Figura 27. Correlacidn negativa entre el bloqueo de la internalizacién de pseudovirus de las FHS en presencia
de plasma de pacientes de JUNV y la identidad de secuencia de las GP1 de estos Mamarenavirus patégenos
con respecto a la de JUNV. Se muestran los porcentajes de internalizacidn relativa en células HEK-293T
tratadas con una dilucién 1/20 de plasma de pacientes convalecientes de FHA con titulo 10.240 (A) y 320 (B) de
AcNT. Se representan las regresiones lineales en cada caso (Plasma 10.240, R’= 0,770; Plasma 320, RZ=O,913).
Correlacion de Pearson significativa para plasmas 10.240 y 320 (plasma 10.240, p=0,0275 y R’= 0,843; Plasma
320, p=0,0009 y R2=O,983) calculados utilizando GraphPad Prism 5.
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4.2. Generacion de un anticuerpo monoclonal derivado del anticuerpo
ch128.1 con escasa o nula actividad efectora como terapia dirigida
contra las FHS

4.2.1. Desarrollo de un anticuerpo completo con isotipo IgG4 con la region
variable del AcM ch128.1 (ch128.1g4) en células de mamifero

Como ya se menciond en la seccién 3.3.2, se disponia de dos versiones de secuencias de ADN
codificante para las regiones variables liviana y pesada del AcM 128.1 de ratén contra hTfR1,
secuencias Fv2014 y Fv2016. Al realizar la traduccién y el alineamiento de dichas secuencias se pudo
observar que diferian en algunos aminoacidos. Para la cadena pesada se observé una mutacion E89G
y una delecidn en el ultimo residuo del extremo c-terminal; mientras que para la cadena liviana se
detectaron 6 mutaciones: A13V, D30R, K38R, S39P, K52N y P79A. Las mds importantes serian las que
se encuentran en las regiones CDR, que incluyen las posiciones D30R en el CDR_L1 y K52N en el

CDR_L2 (Figura 28).

A) *************************l‘******************************************************
Fv2014 VHE IUVEEES OO0 DERCRTEEN 80
Fv2016_VH l i I FCilm 80

|
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Fv2014_VL 106
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Figura 28. Alineamiento de las dos versiones de secuencias de Fv del anticuerpo ch128.1 (Fv2014 y Fv2016).
Se muestra el alineamiento de aminoacidos de las dos secuencias de regiones variables que disponiamos del
anticuerpo ch128.1, las secuencias Fv2014 y Fv2016. A) Alineamiento de la region variable de cadena pesada.
B) Alineamiento de la regidn variable de cadena liviana. Por razones de proteccion de propiedad intelectual
solo se muestran los aminodcidos que son distintos entre ambas secuencias. En recuadros rojos se marcan las
regiones CDRs: CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3, para la cadena pesada; CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, para la cadena
liviana.
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En primer lugar se optd por realizar un cambio de isotipo del anticuerpo ch128.1 de I1gG3 a
IgG4, ya que era la alternativa mas cercana al anticuerpo de partida. Esto cambio de isotipo
permitiria disminuir la actividad efectora de ADCC y extender la vida media de una a tres semanas
comparada con la 1gG3. El anticuerpo llamado ch128.1g4 fue disefiado utilizando la secuencia de
region variable murina Fv2014. Debido al origen murino de esta secuencia se realizd la optimizacién
de codones para expresion en células CHO (ver seccidn 3.4.1). Las secuencias de ADN optimizadas se
enviaron a la empresa GenScript (EE.UU.) para su sintesis quimica junto con los vectores de
expresion 6714 pAN y 8228 pAH que contienen la regién constante de la cadena pesada de IgG4 y
liviana kappa, respectivamente, para la expresién del ch128.1g4. Una vez generadas las secuencias
de las regiones variables Fv2014, se insertaron en los respectivos vectores y se secuenciaron para
corroborar la correcta ligacion en GenScript. Posteriormente se realizaron transformaciones de
bacterias competentes con los vectores y minipreps segun lo detallado en la seccion 3.4.3. Con el
propdsito de aumentar la eficiencia en la insercién del ADN en el genoma de las células, se realizo la
linealizacidn de los vectores con la enzima de restricciéon Pvul (Figura 29); y finalmente se efectuaron
tres co-transfecciones independientes sobre células CHO-K1 utilizando liposomas catidnicos segun lo

detallado en la secciéon 3.6.1.2.

Figura 29. Electroforesis de ADN de los vectores para la expresion del anticuerpo AcM ch128.1g4 con y sin
digerir con la enzima de restriccion Pvul. Calle 1-3: Vector cadena pesada ch128.1 IgG4; Calle 1: Miniprep del
vector, calle 2 y 3: Vector digerido con Pvul 2 y 1 pl, respectivamente. Calles 4-6: Vector cadena liviana ch128.1
Kappa. Calle 4: Miniprep del vector, calle 5y 6: Vector digerido con Pvul 2 y 1 ul, respectivamente.
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Luego de la co-transfeccién y seleccidn de las células resistentes a los antibidticos de seleccion,
con el fin de obtener clones se realizé una dilucién terminal y se analizaron los sobrenadantes de
todos los pocillos donde se observaron clusters de células adheridas provenientes de una Unica célula
progenitora. Desafortunadamente, en ninguno de los casos se lograron obtener concentraciones de

anticuerpo detectables por ELISA sandwich (Figura 30).
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Figura 30.ELISA sandwich para detectar IgGs humanas. Se realizé un ELISA sandwich para determinar la
presencia de anticuerpos IgG humanos en los sobrenadantes de los clones obtenidos mediante la co-
transfeccién de células CHO-K1 con los vectores para la expresién de las cadenas pesadas y livianas del
anticuerpo ch128.1g4 y una posterior seleccién y dilucidn terminal para obtener clones. Se muestra la media +
SD de un experimento representativo de un total de tres realizados. Las diferencia significativa se indican
comparando 1gG humanos vs medio (***P<0,001; Test t de Student para datos no apareados).

Debido a los resultados negativo, al alto costo de produccién de anticuerpos completos en
células de mamifero con el sistema de expresion que contamos y su baja productividad, se decidio
desarrollar fragmentos scFv que contengan la region variable del anticuerpo ch128.1 y que mantenga
la especificidad contra hTfR1. Este mini anticuerpo se consiste en los dominios variables de las
cadenas pesada y liviana del anticuerpo ch128.1 unidos por un linker flexible que las mantiene unidas

sin la necesidad del dominio Fc.
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4.2.2. Produccion de fragmentos scFv con la region variable de ch128.1

Se disefaron tres secuencias de scFv para su expresidon recombinante en bacterias E. coli. En la Figura 31 se muestran los constructos para la generacion de
estos fragmentos de anticuerpo con las regiones variables del ch128.1 desde su extremo 5’ a 3‘. Los vectores para la expresion del scFv128.1-2014 fue construida
utilizando la secuencia Fv2014, mientras que los vectores para la expresidon del scFv128.1-2016 y una proteina de fusidn con la Proteina de Unién a Maltosa (MBP)

MBP-scFv128.1-2016 fueron disefiadas con la secuencia Fv2016.

Nombre Secu?nma Producto proteico
senal

TEV | Variabl Variabl

1  scFv128.1-2014 5’ PelB . - His - : ariable ariable e
site Pesada’ Liviana’
TEV | Variabl Variabl

2  scFv128.1-2016 5’ PelB - - His - : ariable ariable gps
site Pesada Liviana

3  MBP-scFv128.1-2016 5’ - Trombi ' s His mep -V | Variable Variable gp¥
na site site Pesada Liviana

Figura 31. Constructos de expresion de los fragmentos de anticuerpos recombinantes scFv con la region variable del anticuerpo 128.1. ‘ Secuencias region variable Fv2014
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4.2.3. Obtencion de sTfR1 humano

Para poder evaluar la especificidad de los anticuerpos contra el hTfR1, se realizd una
purificacién de sTfR1 recombinante por IMAC y una SEC a partir de sobrenadantes de cultivo de
células BHKHis-sTfR1 productoras de sTfR1. En la Figura 32 se puede observar el cromatograma
obtenido luego de la realizacién de la IMAC y en la Figura 33 se muestra un SDS-PAGE de las

fracciones obtenidas.
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Figura 32. Cromatograma de la purificacion de sTfR1 por IMAC. Se muestra los resultados de absorbancia a
280 nm vs tiempo de una purificacion por cromatografia de afinidad por iones metalicos (Ni+2) de sTfR1. En azul
se muestra las unidades de absorbancia a 280 nm y en rojo la rampa de porcentaje de buffer de elusion (500
mM de imidazol) utilizados.
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Figura 33. Gel SDS-PAGE (pre-empacado) purificacion del sTfR1 por IMAC. Se sembraron las fracciones
obtenidas luego de la purificacién del sTfR1 por IMAC. Calle 1: marcador de peso molecular (Thermo Scientific);
calles 2-9: Lavados: fracciones #1-8; calles 9-11: Elusiones: fracciones #1-5, calle 12: sTfR1 purificado
previamente. La flecha roja indica la banda correspondiente al sTfR1.
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Con el fin de aumentar la pureza de las fracciones de sTfR1 obtenidas luego de la IMAC, se
realizd una SEC de las fracciones que contenian el sTfR1 luego de la elusién (Figura 34). Se
observaron tres picos con diferentes pesos moleculares, de los cuales el ultimo, con una absorbancia
a 280 nm de aproximadamente 1600 unidades. Luego de sembrar muestras de las fracciones de la
SEC en un SDS-PAGE, se pudo observar que el pico predominante se correspondia con el sTfR1 de
forma monomérica, mientras que la fracciénes con mayor peso molecular contenia mezclas de la

forma monomérica junto con agregados o dimeros del sTfR1 (Figura 35).
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Figura 34. Cromatograma de una purificacion de sTfR1 por SEC. Se realiz6 una SEC como otro paso de
purificacion sobre las elusiones de la IMAC anterior. Se muestra en azul las unidades de absorbancia a 280 nm,
en rojo la conductancia y en celeste la presidn del sistema.
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Figura 35. Gel SDS-PAGE (pre-empacado) purificacion del sTfR1 por SEC. Se sembraron las fracciones
obtenidas luego de la purificacidon del sTfR1 por SEC. Calle 1: marcador de peso molecular (Thermo Scientific);
calles 2: fraccién #11; calle 3: fraccidn #12; calle 4: fraccién #13; calle 5: fraccidén #14; calle 5: fraccién #15. La
flecha roja indica la banda correspondiente sTfR1.
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4.2.4. Desarrollo de scFv128.1-2014 contra el hTfR1 en E. coli

Se disefiaron los vectores para la generacion del fragmento scFv con la secuencia variable
Fv2014 del anticuerpo ch128.1. Para la generacién de esta proteina que denominamos scFv128.1-
2014 se realizo la optimizacién de la secuencia de codones de los dominios variables de las cadenas
pesada y liviana de igual forma a la realizada para la expresion en células CHO-K1 pero esta vez para
bacterias E. coli. El fragmento se disefid con una secuencia PelB para la expresidon en el espacio
periplasmico y una secuencia de 6 histidinas para favorecer la purificacién mediante IMAC utilizando
columnas de niquel (ver Figura 31). Ademas, se empled un sitio de reconocimiento de la proteasa
TEV (Proteasa del virus del tabaco) para facilitar la liberacién de la secuencia de histidinas una vez
que la proteina haya sido purificada. La secuencia de nucleédtidos fue enviada a GenScript (EE.UU.)
para su sintesis quimica y ligacién en un vector de expresidon procariota comercial llamado pGS-21a
(Figura 21, A). Una vez obtenido el vector denominado pGS-21a-scFv128.1-2014 (Figura 36) se realizé
la transformacion en una cepa de clonado E. coli JM109, se seleccionaron los clones y luego se

realizaron mini preparaciones del vector por lisis alcalina segun lo detallado en la seccién 3.4.3.

T7 promoten lac operatonr
/
lacI promoter / 258
\ //_Ndel (87)
/ = ___[PelBl

Tevsite
~(scFvchi28.1-2014

~———XholI (911)

3 (6xHis)

~T7 terminator

Figura 36. Vector de expresion pGS-21a -scFv128.1-2014 utilizado para la produccion del scFv128.1-2014 en E.
coli. Resistencia a ampicilina (AmpR) y ORF del scFv128.1-2014 (en rojo) bajo un promotor T7 inducible por
IPTG.

Bacterias competentes Rosetta2 (DE3) PlysS se transformaron con el vector pGS-21a-

scFv128.1-2014 mediante electroporacion seguin lo detallado en la seccion 3.4.2.3. Luego de la
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seleccidn con el antibidtico se realizd el chequeo de la presencia y sentido de la secuencia del
scFv128.1-2014 mediante colony PCR. En primer lugar se realiz6 una PCR en gradiente para poner a
punto la reaccién de PCR y establecer la mejor temperatura de hibridacion. Para ello se utilizé como
molde ADN proveniente de una miniprep del vector pGS-21a-scFv128.1-2014 (Figura 37). Siendo las
temperaturas de melting de los primers 62 y 63°C se evaluaron temperaturas de hibridacion de 53.4
a 66.7°C (53,4, 53,4, 55,8, 58,5, 61,4, 64,2 y 66,7°C). Para todas las temperaturas ensayadas se
obtuvo una banda predominante alrededor de 400 pb de acuerdo a lo esperado para el fragmento a
amplificar con los primers disefiados (401 pb), otra levemente mayor a 100 pb y la banda
caracteristica de dimeros de primers de alrededor de 30 pb (Figura 37). Para las temperaturas mas
bajas se observaron también bandas inespecificas de 150 pb y 1.000 pb que luego no se observaron
al realizar la hibridacién a 64,2°Cy 66,7, por lo tanto se decidié utilizar una temperatura de 64°C para

la hibiridacién en las colony PCR.

C e
el IS R - e e e

Figura 37. Gel de agarosa, PCR en gradiente. Se realiz6 una PCR en gradiente para determinar la temperatura
de hibridacién mds conveniente para la amplificacién de un segmento de 401 pb sobre minipreps de los
vectores pGS-21a-scFv128.1-2014 y pGS-21a-sin inserto. Calle 1: control negativo (sin molde), calle 2 a 7: pGS-
21a-scFv128.1-2014 utilizando temperatura de hibridacién de 53,4, 53,4, 55,8, 58,5, 61,4, 64,2 y 66,7°C; Calle 8:
Marcador de peso molecular (100 pb); Calles 9 a 13: controles negativos correspondientes al vector pGS-21a sin
inserto a las mimas temperaturas de hibridacion mencionadas.

Luego de realizar una colony PCR sobre 25 clones de pGS-21a-scFv128.1-2014 resistentes al
factor de seleccién, se obtuvo amplificacion del fragmento de ADN de 401 pb, de acuerdo a lo

esperado segun los primers disefiados, en 22 de ellos (Figura 38).
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Una vez seleccionado el clon pGS-21a-scFv128.1-2014 clon 1, se realizaron ensayos de
expresion de scFv128.1-2014 a distintas temperaturas de induccién: 32, 28 y 21°C para favorecer la
produccién de proteina en forma soluble con un alto rendimiento. Se pudo observar que para todas
estas temperaturas la expresion de la proteina se presentd como cuerpos de inclusién debido a que
la misma se encontraba en el pellet de las bacterias sonicadas luego de la induccidn vy la clarificacién
por centrifugacion. Unicamente cuando se realizé la induccién a 16°C se logré obtener proteina
soluble en el sobrenadante de las bacterias sonicadas. Por lo tanto, esta temperatura fue la utilizada
posteriormente para expresar el scFv128.1-2014.

La purificaciéon de la proteina se realizd mediante IMAC utilizando una columna de niquel
utilizando soluciones a pH 7,4. Al sembrar muestras de las elusiones obtenidas en un gel SDS-PAGE,
se observd una banda predominante del peso molecular esperado en 29 kDa para el scFv128.1-2014

junto con otra contaminante de mayor peso molecular (Figura 39).

Mw 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

3000 pb
1000 pb

S00eh Y — ow e W v YV v e

100 pb -

MW 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

3000 pb

1000 pb -

S00Ph T e gy g W o S — e
100 pb

MW 27 28 29 30 31 32

3000 pb
1000pb
S00ph Y e g - W S ey

100 pb

Figura 38. Colony PCR sobre E. coli Rosetta2 (DE3) PlysS - pGS-21a-scFv128.1-2014. MW: marcador de peso
molecular (100 pb); calle 1: control negativo (agua); calle 2: Miniprep JM109 sc128.1-2014 Clon 4; calle 3:
Colonia JM109 sc128.1-2014 Clon 4; calle 4: Colonia Rosetta2 WT; calle 5: Rosetta2 DE3 PlysS + pGS-21a vacio;
calle 6: Rosetta2 DE3 PlysS + pGS-21a sin inserto; calle 7-13: Rosetta2 DE3 PlysS + pGS-21a con sc128.1-2014
clones 1 a 7; calle 14: Miniprep JM109 scFv128.1-2014 Clon 4; calle 15 a 26: Rosetta2 DE3 PlysS + pGS-21a con
scFv128.1-2014 clones 8 a 19; calle 27: Miniprep JM109 sc128.1-2014; calle 28 a 32: Rosetta2 DE3 PlysS + pGS-
21a con scFv128.1-2014 clones 26 a 30.
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A)

5678 9101112 15 16 17 1819 20 2122

Figura 39. Gel SDS-PAGE de la expresion de scFv128.1-2014 en bacterias E. coli BL21 (DE3) C41 y purificacion
por IMAC. A) Calle 1: Cultivo sin inducir 2: Cultivo inducido; 3: Pellet sonicado; 4: Sobrenadante del sonicado; 5:
No retenido en la columna de niquel; 6: TEV; 7: Marcador de peso molecular; 8-10 Lavados # 1-3 con 60 mM
Imidazol; 11-12: Lavados #1-2 con 100 mM de Imidazol; 13: TEV; 14: Marcador de peso molecular; 15-22:
Elusiones # 1-8. La posicion que se corresponderia con el scFv128.1-2014 se indica con una flecha roja.

Las fracciones de las elusiones obtenidas luego de la purificaciéon por IMAC del scFv128.1-2014
se guardaron a 4°C durante 48 h. Pasado este tiempo se pudo observar un precipitado de color
blanco en todas las fracciones. Estas fueron centrifugadas, y una muestra del sobrenadante y del
pellet fueron corridas en SDS-PAGE en condiciones reductoras. Se observé que el pellet correspondia
a la banda de aproximadamente 29 kDa del scFv128.1-2014, mientras que en el sobrenadante no se

detectd ninguna banda (Figura 40).

25 kDa é

Figura 40. Gel SDS-PAGE agregados en la solucidon de scFv128.1-2014. Luego de centrifugar la solucién de
scFv128.1-2014 conteniendo agregados de color blanco se corrieron en un SDS-PAGE: Calle 1: TEV (25 kDa);
Calle 2: Sobrenadante; Calle 3: Pellet.
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Debido a esto, se realizd un analisis in silico del pl de la proteina y se determiné que el pl
promedio para el scFv128.1-2014 seria de 7,6 (Figura 42), muy cerca del pH 7,4 que se habia utilizado
en los buffers para la purificaciéon de la proteina. Por lo tanto se realizéd una nueva purificacién pero
esta vez utilizando las soluciones a pH 6,5. Las elusiones se guardaron a 4°C durante 4 dias. En esta
ocasién se pudo observar ningun precipitado en la solucidn por lo que toda la proteina se encontraba
de forma soluble en el sobrenadante. Por lo tanto se juntaron todas las fracciones, se realizé una
didlisis para disminuir la concentracién de imidazol de la solucién de scFv128.1-2014 y se realizaron
ensayos para determinar si la proteina era capaz de unirse especificamente a sTfR1. Para ello, se
realizé un ELISA sdndwich competitivo decorando las placas con sTfR1 e incubando en primer lugar
con 300 nM scFv128.1-2014 y luego adicionando 10 nM ch128.1 o PBS utilizando para el revelado un
anticuerpo anti-human Kappa. Se pudo observar que el scFv128.1-2014 no inhibié la unién del
ch128.1 al sTfR1 por lo que la proteina scFv128.1-2014 no presentaria especificidad contra el sTfR1
(Figura 41). Esto sugiere que las diferencias en la secuencia Fv2014 con respecto a la Fv2016, aunque
muy pocas, afectarian de forma dramdtica la especificidad por el hTfR1. Por lo tanto se decidié
realizar la expresion del scFv utilizando la otra secuencia disponible del anticuerpo ch128.1, el

Fv2016 (ver seccién 3.3.2).

0.4
0.3

0.21

D.O. 405 nm

0.11

0.0-
PBS + -

scFv128.1-2014 (300 nM) - - + +

ch128.1 (10 nM) - + - +

Figura 41. ELISA sandwich competitivo scFv128.1-2014 y ch128.1. Se realizé un ELISA sandwich competitivo
decorando la placa con sTfR1 y luego incubando con scFv128.1-2014 (300 nM) o PBS durante 1 hora y
posteriormente se adiciond 1 volumen de una solucidn de ch128.1 (10 nM). La placa fue revelada mediante un
anticuerpo anti-kappa humano conjugado a PA. Se muestra la media *+ desvid estandar. Las diferencias
significativas se indican comparando cada tratamiento vs PBS (*P<0,05, **P<0,01; Test t de Student para datos
no apareados).
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4.2.5. Estudio del pl de las proteinas recombinantes con regidn variable del
AcM ch128.1

Para evitar el agregado de las proteinas recombinantes debido a la purificacién utilizando
soluciones con un pH muy cercano al pl, lo que podria afectar su solubilidad a lo largo del proceso, se
realizé el estudio de los puntos isoeléctricos de todas las proteinas recombinantes disefiadas con las
secuencias de la regién variable del anticuerpo ch128.1. En la TABLA 7 se muestran los valores de pl
segun cada una de las bases de datos utilizadas. Se pudo encontrar que el promedio de los valores de
pl fueron de: 7,30 para el scFv128.1-2014, 8,0 para el scFv128.1-2016 y 6,25 para el MBP-scFv128.1-
2016 (Figura 42).

scFv128.1- scFv128.1- MBP-scFv128.1-
Base de datos

2014 2016 2016

IPC protein 6,81 7,49 5,84
IPC peptide 7,35 8,18 6,11
Toseland 6,90 7,28 6,28
Thurlkill 7,60 8,17 6,56
Nozaki_Tan 7,46 8,31 6,36
Dawson 7,29 8,06 6,09
DTASelect 7,57 8,15 6,55
EMBOSS 7,65 8,29 6,52
Grimsley 7,03 7,36 6,46
Rodwell 7,28 8,05 6,08
Sillero 7,67 8,43 6,46
Solomon 7,35 8,19 6,10
Lehninger 7,35 8,20 6,09
Wikipedia 7,27 8,01 6,10
ProMoST 7,33 8,09 6,27

TABLA 7. Estudio del pl de todas las proteinas recombinantes disefiadas con region variable del AcM ch128.1.
Se muestran todos los valores de pl acorde las diferentes bases de datos utilizadas para realizar el célculo, de
cada una de las proteinas recombinantes disefiadas con regién variable del AcM ch128.1.

Un problema en la digestién de fragmentos en proteinas recombinantes, es la agregacion del
péptido resultante debido al cambio del pl con respecto a la proteina sin digerir. Por lo tanto, ademas
se realizé el mismo estudio realizado anteriormente pero esta vez con las secuencias de las proteinas
digeridas con la proteasa TEV (TABLA 8). Se pudo determinar que el promedio de los valores de pl
para las proteinas digeridas fueron de: 7,60 para el scFv128.1-2014, 8,2 para el scFv128.1-2016 y 8,2
para el MBP-scFv128.1-2016 (Figura 42).
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scFv128.1- scFv128.1- MBP-scFv128.1-
Base de datos

2014 2016 2016

IPC protein 7,09 7,77 7,77
IPC peptide 7,78 8,48 8,48
Toseland 6,84 7,43 7,43
Thurlkill 7,81 8,39 8,39
Nozaki_Tan 7,84 8,57 8,57
Dawson 7,68 8,33 8,33
DTASelect 7,78 8,37 8,37
EMBOSS 7,92 8,53 8,53
Grimsley 6,90 7,40 7,40
Rodwell 7,66 8,33 8,33
Sillero 8,06 8,67 8,67
Solomon 7,79 8,49 8,49
Lehninger 7,80 8,48 8,48
Wikipedia 7,62 8,30 8,30
ProMoST 7,85 8,37 8,37

TABLA 8. Estudio del pl de todas las proteinas recombinantes diseiiadas con region variable del AcM ch128.1
luego de la digestion con la proteasa TEV. Se muestran todos los valores de pl acorde las diferentes bases de
datos utilizadas para realizar el cdlculo, de cada una de las proteinas recombinantes disefiadas con region
variable del AcM ch128.1 luego de la digestion con la proteasa TEV.

SCFV128.1-2014 - -k¢ pI=7,3
scFv128.1-2014 +TEV - o . i‘ - pI=7,6
SCFV128.1-2016 - | pI=8,0
SCFV128.1-2016 +TEV . | pi=8,2
MBP-sCFv128.1-2016 - . :}.. pl=6,25§
MBP-scFv128.1-2016 +TEV - . pl=8,2

50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
pl

Figura 42. Estudio del pl de las proteinas recombinantes disefiadas con region variable del anticuerpo
ch128.1 sin digerir y digeridas con la proteasa TEV. Se muestran todos los valores de pl acorde las diferentes
bases de datos para cada una de las proteinas recombinantes con region variable del AcM ch128.1 digeridas o
no con la proteasa TEV. Con una linea negra se muestra la media y se sefiala el valor del pl en cada caso.

-96-



Universidad
Q Nacional
Lic. Cristian Payés Tesis de Doctorado O(h"wilm'w

De acuerdo a estos resultados y considerando que el pH éptimo para garantizar la estabilidad
de carga de la proteina en solucidn es de una unidad con respecto a su valor estimado del pl, en la
TABLA 9 se muestran los valores de pH a utilizar para realizar las soluciones para cada una de las

purificaciones de las distintas proteinas recombinantes con la region variable del AcM ch128.1.

Sin secuencia sefal

H para
Nombre aa PM (kDa) pl Puprifizacién
1 scFv128.1-2014 251 29.28 7.30 6.5
2 scFv128.1-2016 252 29.37 7.99 7.0
3 MBP-scFv128.1-2016 635 74.10 6.25 7.5

TABLA 9. Valores promedio de pl y pH de los buffers a utilizar en las purificaciones de las proteinas
recombinantes con las regiones variables del AcM ch128.1. Se detallan las medias de los pl y los valores de pH
a utilizar en la purificacién considerando una diferencia de 1 punto con respecto a su valor de pl calculado; para
todas las proteinas recombinantes (scFv128.1-2014, scFv128.1-2016, MBP-scFv128.1-2016).

4.2.6. Desarrollo de scFv128.1-2016 en E. coli

Al igual que con scfv128.1-2014, la secuencia de codones del Fv2016 fue optimizada para la
expresion en bacterias E. Coli y luego fueron enviadas a GenScript (EE.UU.) para su sintesis quimica y
ligacién en el vector de expresidn procariota comercial pGS-21a (Figura 21, A). Una vez obtenido el
vector con el inserto, llamado pGS-21a—scFv128.1-2016 (Figura 43) se procedié a realizar la
transformacidn en bacterias E. coli JIM109, se seleccionaron los clones y luego se realizaron minipreps

del vector por lisis alcalina segun lo detallado en la seccién 3.4.3.
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Figura 43. Vector de expresion pGS-21a - scFv128.1-2016, utilizado para la producciéon del scFv128.1-2016.
Resistencia a ampicilina (AmpR) y ORF del scFv128.1-2016 (en rojo) bajo un promotor T7 inducible por IPTG.

Se realizé la transformacion de bacterias competentes BL21 (DE3) C41 con el vector pGS-21a-

scFv128.1-2016 segun lo detallado en la seccidén 3.4.2.4 y se realizaron ensayos de expresiéon de

scFv128.1-2016 a 16°C sobre 10 clones transformados con el vector de expresidn y seleccionados con

el factor de seleccion. Esta temperatura de induccién fue la utilizada para expresar el scFv128.1-2014

en forma soluble. Se tomaron muestras de cultivos liquidos de bacterias inducidas y sin inducir de

cada clon y se corrieron en un SDS-PAGE en condiciones reductoras. Se pudo observar que 8 de los

10 clones inducidos para el scFv128.1-2016 presentaban expresion de una proteina del peso

molecular esperado de aproximadamente 29 kDa, comparando con el mismo cultivo sin inducir

(Figura 44).
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Figura 44. SDS-PAGE de un ensayo de expresion de clones BL21 (DE3) C41 transformados con el vector de
expresion para la sintesis del scFv128.1-2016. A) Calle 1: TEV (25 kDa); 2: BSA (66 kDa); 3-4: Clon 1 sin inducir,
inducido; 5-6: Clon 2 sin inducir, inducido; 7-8: Clon 3 sin inducir, inducido; 9-10: Clon 4 sin inducir, inducido;
11-12: Clon 5 sin inducir, inducido; Calles 13-14: Clon 6 sin inducir, inducido; 15-16: Clon 7 sin inducir, inducido;
17-18: Clon 8 sin inducir, inducido; 19-20: Clon 9 sin inducir, inducido; 21-22: Clon 10 sin inducir, inducido; 23:
TEV (25 kDa); 24: BSA (66 kDa). La posicién que se corresponderia con el scFv128.1-2016 se indica con una
flecha roja.

Se realizd un cultivo de bacterias BL21 (DE3) C41 clon 3 productoras de scFv128.1-2016 y se
efectud la induccién a 16°C. Para realizar la purificacion de la proteina recombinante se utilizd IMAC
utilizando columnas de niquel y se pudo observar por SDS-PAGE que en las fracciones eluidas
aparecian varias bandas de distintos pesos moleculares cercanos al de scFv128.1-2016 pero sin lograr
obtener una banda clara y definida con el peso molecular esperado (Figura 45). También se observd
que en las condiciones de cultivo empleadas se producia la proteina recombinante en alta cantidad
como cuerpos de inclusién y con un elevado grado de pureza con respecto a la fraccidn soluble (Calle

3: Figura 45, A).

A) 12 3 456 7 8 9101112 1314 15 16 17 18 19 20 21 222324
: - . 66kDa
-—
- -
— -—
e - — dskzg 25kDa - €

Figura 45. SDS-PAGE de una purificacidon de scFv128.1-2016 por IMAC. A) Calles 1: Cultivo sin inducir 2: cultivo
inducido; 3: Pellet del sonicado; 4: Sobrenadante del sonicado; 5: No retenido en la columna de IMAC; 6: TEV
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(25 kDa); 7-12: Lavados; Calles 13: TEV (25 kDa); 14 a 23: Elusiones 1 a 10; 24: BSA (66 kDa). La posicion que se
corresponderia con el scFv128.1-2016 se indica con una flecha roja.

Por lo tanto, se decidié evaluar la posibilidad de purificar el scFv128.1-2016 a partir de cuerpos
de inclusién. Para ello, se realizé la induccién a 37°C para obtener mayores niveles de expresion.
Luego de realizar la induccion se tomaron muestras a distintos tiempos (0, 1, 2, 3,4, 5y 24 h) y se
pudo observar que la concentracién de proteina expresada fue en aumento hasta las 4 h de
induccién. A las 24 h la concentracidén de proteina recombinante disminuyd y pudieron observarse
otras bandas de proteinas que aumentaron su expresion, probablemente de proteinas que se
producen como productos metabdlicos o de degradacion de la recombinante (Figura 46, A). Alas5 h
de induccidn el cultivo fue centrifugado y las bacterias fueron lisadas por sonicacién. Posteriormente
luego de centrifugar y correr en un SDS-PAGE la fraccién soluble y el pellet, se observd que todo el
scFv128.1-2016 se encontraba en forma insoluble en el pellet (cuerpos de inclusién) (Figura 46, B).
Luego, el pellet fue lavado y solubilizado utilizando una solucién 8 M de urea segun lo detallado en la

seccion 3.6.3.4, observandose una completa solubilizacion de los cuerpos de inclusiéon (Figura 46, B).

A) 1 2 3 4 5 6 7 8 B) 1 2 3 a

25kDa g S —— —_— — —. el é

Figura 46. SDS-PAGE de muestras de bacterias BL21 (DE3) C41 clon 3 productoras de scFv128.1-2016. A)
Muestras de cultivos con distintos tiempos de induccion. Calle 1: TEV (25 kDa); calle 2: antes de la induccion;
calle 3: 1 h; calle 4: 2 h; calle 5: 3 h; calle 6: 4 h; calle 7: 5 h; calle 8: 24 h. B) Luego de la solubilizacién de los
cuerpos de inclusién. Calle 1: Sobrenadante del sonicado; calle 2: pellet del sonicado; calle 3: Sobrenadante
Lavado pellet #1 2M urea; calle 4: Pellet solubilizado 8 M urea. La banda que se corresponderia con el
scFv128.1-2016 se indica con una flecha roja.

Se intentd realizar la renaturalizacién de la fraccion solubilizada de los cuerpos de inclusidn del
scFv128.1-2016 manteniendo la proteina inmovilizada en la columna de niquel y reduciendo la

concentracién de urea [191]. Desafortunadamente, en este caso al bajar la concentracién de urea la
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proteina se agregd dentro de la columna, por lo que no se detectd proteina soluble por SDS-PAGE en
la posterior elusién (datos no mostrados).

Dado que en la columna no se logrd purificar y renaturalizar el scFv128.1-2016 al mismo
tiempo, se realizé en primer lugar una purificacion en condiciones desnaturalizantes por IMAC y
posteriormente una renaturalizacion mediante la disminucién de la concentracién de urea por
didlisis. Para esto se realizé un nuevo cultivo y se solubilizaron los cuerpos de inclusién de scFv128.1-
2016 utilizando los mismos procedimientos antes descriptos y luego se purific6 mediante IMAC en

condiciones desnaturalizantes utilizando todas las soluciones con 8 M urea (Figura 47).

1.00- 100
- 90 \g
- 80 5
< - 60 H.ﬂ
o
9 0.50 F50 °
2 - 40 g
-30 5
0.254 [0 CS
L10 S
0.00 ‘1 T T T T T T T 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
# Fraccion

Figura 47. Cromatograma de una purificacion por IMAC del scFv128.1-2016 en condiciones desnaturalizantes.
Se muestra una de las purificaciones del anticuerpo scFv128.1-2016 por IMAC, utilizando una columna de
niquel en condiciones desnaturalizantes con soluciones 8 M de urea. En azul se muestra las unidades de
absorbancia de 280 nM y en rojo la rampa del porcentaje de buffer de elusiéon (500 mM de imidazol) utilizados.

En la Figura 48 se muestra un SDS-PAGE donde se corrieron muestras de las fracciones luego
de la purificacién por IMAC del scFv128.1-2016 desnaturalizado. Se pudo observar un aumento en la
pureza de la fraccion de scFv128.1-2016 debido a que, en las elusiones, solo quedan algunas
proteinas de bajo peso molecular mientras que antes de la purificacion también se observaban
bandas de proteinas contaminantes de mayor peso molecular. Luego se realizd la renaturalizacidn de
los cuerpos de inclusion mediante la dilucién de la urea utilizando didlisis. En este caso, también
pudo observarse que el scFv128.1-2016 se agregd luego de la didlisis debido a que luego de
centrifugar no fue posible detectar por SDS-PAGE la banda correspondiente a la proteina soluble en

el sobrenadante (Figura 49).
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Figura 48. SDS-PAGE de una purificacion de cuerpos de inclusion del scFv128.1-2016 por IMAC. Calles 1: TEV
(25 kDa) + BSA (66 kDa); calle 2: Cuerpos de inclusion solubilizados antes de inyectarse en la columna; calles 3-
7: Lavados con 20 mM de Imidazol; calles 8 a 11; elusiones. La banda que se corresponderia al scFv128.1-2016
se indica con una flecha roja.

25 kDa - - - e

Figura 49. SDS-PAGE de la renaturalizacion de cuerpos de inclusion de scFv128.1-2016 mediante dialisis. Calle
1: TEV (25 kDa); calle 2: Sin inducir; calle 3: Inducido; calle 4: Antes de dializar; 5: Pellet dializado, calle 6:
Sobrenadante dializado, calle 7: Sobrenadante dializado concentrado. La banda que se corresponderia al
scFv128.1-2016 se marca con una flecha roja.

Debido a las dificultades para producir el scFv128.1-2016 soluble con alto rendimiento y
pureza, y sumado a que no fue posible la renaturalizacion de la proteina a partir de cuerpos de
inclusidn, se decidid sintetizar una proteina de fusidn del scFv128.1-2016 con un segmento de unién
a maltosa (MBP). Este constructo esta descripto como estrategia para aumenta la solubilidad y

estabilidad de la proteina recombinante [192]. Ademas, al existir columnas de purificacidon con unién
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a MBP brindan un paso mas de purificacién para aumentar la probabilidad de llegar a una solucién de
proteina recombinante mas pura. A diferencia de las proteinas scFv128.1-2014 y scFv128.1-2016, la

proteina MBP-scFv128.1-2016 se expresa en el citoplasma de las bacterias.

4.2.7. Desarrollo de la proteina de fusion MBP-scFv128.1-2016 en E. coli

Como se menciond anteriormente, con el fin de aumentar la solubilidad del scFv128.1-2016 se
decidid generar una proteina de fusidon con un tag de MBP. Para ello, la secuencia fue enviada a
GenScript (EE.UU.) para su sintesis quimica y ligacidon en un vector de expresion procariota comercial
llamado pMAL-c2X (Figura 21, B). Una vez obtenido el vector pMAL-c2X—MBP-scFv128.1-2016 (Figura
50) se procedid a realizar la transformacidn en la cepa de clonado E. coli IM109 (ver seccién 3.4.2.2),
se seleccionaron los clones. Se realizé la transformacion de bacterias competentes BL21 (DE3) C41 y
Rosetta2 DE3 pLysS con el vector pMAL-c2X-MBP-scFv128.1-2016 segun lo detallado en 3.4.2.4.

Se realizaron ensayos de expresion de MBP-scFv128.1-2016 a partir de 10 clones
transformados y resistentes al factor de seleccion. Se realizaron cultivos de cada uno de los clones y
la expresidon de la proteina recombinante se indujo a 16°C. Se tomaron muestras de los cultivos
inducidos y sin inducir de cada clon y se sembraron en un SDS-PAGE. Se pudo observar que la
totalidad de los clones analizados presentaban la expresion de una proteina del peso molecular
aproximado de 74 kDa, que coincide con el estimado para MBP-scFv128.1-2016 (Figura 51). Sin

embargo, lo niveles de expresién en relacién a la proteina total fueron muy bajos.
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Figura 50. Vector pMAL-c2X — MBP-scFv128.1-2016 para la expresion de MBP-scFv128.1-2016. Resistencia a

ampicilina (AmpR) y ORF de MBP-scFv128.1-2016 (MBP, en naranja + scFv128.1-2016, en rojo) bajo un
promotor T7 inducible por IPTG.
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Figura 51. SDS-PAGE de un ensayo de expresion de MBP-scFv128.1-2016. Calle 1: TEV (25kDa); 2: BSA (66
kDa); Clones BL21 DE3 C41-MBP-scFv128.1-2016, 3-4: Clon 1 sin inducir, inducido; 5-6: Clon 2 sin inducir,
inducido; 7-8: Clon 3 sin inducir, inducido; 9-10: Clon 4 sin inducir, inducido; 11-12: Clon 5 sin inducir, inducido,
13: BSA (66 kDa); 14: TEV (25 kDa); Clones Rosetta2 DE3 plLysS — MBP-scFv128.1, 15-16: Clon 1 sin inducir,
inducido; 17-18: Clon 2 sin inducir, inducido; 19-20: Clon 3 sin inducir, inducido; 21-22: Clon 4 sin inducir,
inducido; 23-24: Clon 5 sin inducir, inducido. La banda que se corresponderia con el MBP-scFv128.1-2016 se
indica con una flecha roja.
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Posteriormente se realizaron cultivos de un clon de ambas cepas para evaluar la expresion de
la proteina recombinante de forma soluble o como cuerpos de inclusién. Para ello se eligieron los
clones 4 de la cepa de BL21 DE3 C41 y el clon 1 de la cepa de Rosetta2 DE3 plLysS. Se realizaron
cultivos liquidos inducidos a 16°C durante 24 h que luego fueron lisados por sonicacién. Luego, las
muestras fueron centrifugadas, y una alicuota del sobrenadante y el pellet resuspendido en PBS,
fueron sembradas en un SDS-PAGE (Figura 52). Se observd que en las dos cepas se produjeron

proteinas de forma insoluble, pero en caso de la cepa BL21 DE3 C41 en una menor proporcién.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

25 kDa -

e gt

|
e geel

Figura 52. SDS-PAGE de un ensayo de solubilidad de MBP-scFv128.1-2016. Calle 1: TEV (25 kDa); 2: BSA (66
kDa); BL21 DE3 C41 — MBP-scFv 128.1, 3: cultivo sin inducir; 4: cultivo inducido; 5: sobrenadante del sonicado;
6: pellet del sonicado; Rosetta2 DE3 plLysS-MBP-scFv128.1, 7: cultivo sin inducir; 8: cultivo inducido; 9:
sobrenadante del sonicado; 10: pellet del sonicado. La banda que se corresponderia al MBP-scFv128.1-2016 se
indica con una flecha roja.

Se realizd un cultivo del clon BL21 DE3 C41 para la produccion del MBP-scFv128.1-2016 bajo
las mismas condiciones ensayadas anteriormente. Se realizé una purificacion por IMAC utilizando
una columna de niquel (Figura 53) y muestras de las fracciones obtenidas se sembraron en un SDS-
PAGE (Figura 54). Se observd una banda predominante del peso molecular esperado para la proteina
de fusién en las muestras luego de la elusién de la columna. También se observaron otras bandas de
menor peso molecular que podrian tratarse de proteinas contaminantes o de productos de

degradacion del MBP-scFv128.1-2016.
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Figura 53. Cromatograma de una purificacion de MBP-scFv128.1-2016 por IMAC. Se muestra una de las
purificaciones de la proteina de fusion MBP-scFv128.1-2016 por IMAC utilizando una columna de niquel. En
azul se muestra las unidades de absorbancia de 280 nM y en rojo la rampa del porcentaje de buffer de elusidon
(500 mM de imidazol) utilizados.
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Figura 54. SDS-PAGE en condiciones reductoras de la purificacion por IMAC de MBP-sc128.1-2016 como
proteina soluble. Calle 1: muestra antes de la inyeccidn en la columna de niquel; calle 2: TEV+BSA (25 kDa y 66
kDa); calles 3-6: Lavados con 20 mM Imidazol #1, 3, 5y 7; calles 7-8: lavados 40 mM Imidazol #9 y 12; calles 9-
12: Elusiones #14-17. La banda que se corresponderia al MBP-scFv128.1-2016 se indica con una flecha roja.

Posteriormente, se realizd una purificacién mediante cromatografia de afinidad utilizando una
columna MBP-trap de las fracciones eluidas de la IMAC de MBP-scFv128.1-2016. Se pudo observar
que luego de realizar la elusién con maltosa y correr las muestras de las fracciones por SDS-PAGE, no

se observd ninguna banda en las fracciones con maltosa (datos no mostrados).
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4.2.8. Purificacion del fragmento Fab del anticuerpo ch128.1 (Fab128.1)
mediante digestion con papaina

Debido a que no fue posible producir el fragmento monovalente con la secuencia variable
Fv2016, de forma soluble con buen rendimiento y pureza; y tampoco como proteina de fusidon con
MBP, se decidid purificar fragmentos Fab del anticuerpo ch128.1 producidos mediante digestion con
papaina (Fab128.1). El fragmento fue producido por la digestidn con papaina del anticuerpo ch128.1
con isotipo 1gG1 y fue provisto por la Dra. Tracy Daniels-Wells de la UCLA. El Fab128.1 fue purificado
por SEC observando a 280 nm un pico predominante de aproximadamente 1600 unidades de

absorbancia (Figura 55).
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@ Conductivity
| @ System Pressure

@ Temperature
: k Fab128-1 60

1200 }

1600

|l 40

800

A (280 nm) (mAU)
(wd/sw) LAanaonpuo)

400 - ||

Volume (ml)

Figura 55. Cromatograma de una SEC del Fab128.1. Una muestra de ch128.1 isotipo 1gG1 digerida con papaina
se purifico utilizando SEC. En azul se grafican las unidades de absorbancia a 280 nm, en rojo la conductancia y
en celeste la presion del sistema.

Posteriormente, las fracciones nimero 18 y 19 que contenian solo el pico predominante se
juntaron y se sembraron en un SDS-PAGE en condiciones no reductoras junto con una muestra del
Fab128.1 antes de la purificacién por SEC (Figura 56). Curiosamente, pudo observarse una banda de
aproximadamente 28 kDa en la muestra de Fab128.1 antes de realizar la SEC, lo cual sugiere que las
cadena liviana y pesada no se encontraban covalentemente unidas por el puente disulfuro
intercatenario, presentando una conformacién Vy-SH + HS-V.. Sin embargo, luego de la SEC se
observé en SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras, la banda con un peso molecular total
aproximado de 50 kDa correspondiente al Fab128.1 de la forma V,-S-S-V,. Esto sugiere que las

condiciones de purificacion favorecieron la regeneracién del puente disulfuro entre ambas cadenas.
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Figura 56. SDS-PAGE en condiciones no reductoras del Fab128.1 antes y después de la SEC, gel pre-
empacado. Calle 1: marcador de peso molecular; calle 2: Fab128.1 antes de purificacién con SEC; calle3:
Fab128.1 luego de la purificacion por SEC.

Posteriormente, se evalud si el Fab128.1 mantenia la capacidad de unirse al hTfR1 luego de ser
purificada por SEC. Para ello, se realizéd un ELISA sdndwich como se detallé en la seccién 3.8.1 y se

observo que el Fab128.1 se une al hTfR1 soluble (Figura 57).

**
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Figura 57. Ensayo de ELISA sandwich, union del Fab128.1 al sTfR1 humano. Se realizd un ELISA sandwich
decorando la placa con sTfR1 y luego incubando con Fab128.1 (100 nM), ch128.1 (50 nM) y PBS. La placa fue
revelada mediante un anticuerpo anti-kappa humano conjugado a PA. Se muestra la media + SD. Las
diferencias significativas se indican comparando cada tratamiento vs PBS (**P<0,01; ***P<0,001; Test t de

Student para datos no apareados).

Para evaluar la unién del Fab128.1 al sTfR1, pero esta vez en solucion, se realiz6 una SEC del

complejo. Para lo cual, se reunieron ambas moléculas a similar concentracidn, se incubé durante 1 h
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a temperatura ambiente y luego la soluciéon fue inyectada en el sistema de SEC como se describe en
la seccién 3.8.3. Por otro lado, se procedid a realizar una SEC de ambas moléculas por separado para
poder comparar los volumenes de retencién de los picos de todos los cromatogramas. De acuerdo a
lo esperado, se detectd la presencia de picos a menores volumenes de retencidn correspondientes al
complejo Fab128.1-sTfR1 (Figura 59, A). Para comparacion, en la Figura 59, B y C se muestran los
cromatogramas de las SECs de Fab128.1 y sTfR1 por separado, respectivamente.

Para confirma la presencia del complejo Fab128.1-sTfR1 se realizé un SDS-PAGE bajo
condiciones no reductoras de las fracciones obtenidas por SEC. Se pudieron observar dos bandas
correspondientes a Fab128.1 (49 kDa) y sTfR1 (62 kDa) (Figura 58). Estos resultados sugieren que el

Fab128.1 se une al sTfR1 humano en solucion.
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Figura 58. SDS-PAGE en condiciones no reductoras de Fab128.1 + sTfR1 humano después de SEC, gel pre-
empacado. Calle 1: marcador de peso molecular; calle 2: solucién Fab128.1 + shTfR1 antes de ser inyectada en
la SEC; calles 3-8: Fracciones de la SEC # 12, 13, 14, 15, 18, 19.
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Figura 59. Cromatogramas de las SECs del complejo Fab128.1+sTfR1, Fab128.1 y sTfR1. Se muestran los
cromatogramas de las SEC del complejo Fab128.1+sTfR1 (A), Fab128.1 (B) y sTfR1 (C). En azul se grafican las
unidades de absorbancia a 280 nm, en rojo la conductancia y en celeste la presidn del sistema.
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Posteriormente, se evalud la especificidad y la capacidad del Fab128.1 de unirse al hTfR1 in
vitro sobre la membrana celular. Para este ensayo se utilizdé una linea celular de ratén CHO-K1 y una
linea transgénica CHO TRVb-1 que fue transformada para expresar hTfR1 en la superficie celular de
forma estable [193]. Cabe recordar que el anticuerpo ch128.1 no es capaz de unirse al mTfR1, por lo
tanto, el fragmento Fab128.1 solo podria unirse a las células CHO TRVb-1. Las células se incubaron
con el Fab128.1, ch128.1, o un anticuerpo inespecifico y luego la presencia de los anticuerpos se
midié por citometria de flujo seglin lo detallado en la seccidn 3.8.2. Se observd que el fragmento
Fab128.1 se unid especificamente a la superficie de las células CHO TRVb-1 que expresan hTfR1

(Figura 60).
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Figura 60. Union del fragmento de anticuerpo Fab128.1 en células CHO-K1 y CHO TRvb-1. Células CHO-K1 (en
rojo) y CHO TRvb-1 (en azul) se incubaron durante 2 dias con medio completo. La uniéon del anticuerpo ch128.1
(50nM), Fab128.1 (50 y 100 mM) y anticuerpo control (Cetuximab 50 nM) fue medida utilizando un anticuerpo
secundario (Anti-Human Ig kappa Light chain) conjugado a PE y citometria de flujo.

Ademas, se evalud la capacidad de los anticuerpos de interaccionar sobre la superficie de
células HEK-293T que expresan en condiciones nativas el hTfR1, bajo las mismas condiciones. Esta

linea celular humana es la utilizada para la produccién y los ensayos de internalizacion de
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pseudovirus. Al igual que con la linea CHO TRVb-1, el Fab128.1 se unid a la superficie de las células

HEK-293T (Figura 61).
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Figura 61. Unién del fragmento de anticuerpo Fab128.1 en células HEK-293T. Células HEK-293T se incubaron
durante 2 dias con medio completo. La unién de los anticuerpos ch128.1 (50nM) y Fab128.1 (50 y 100 mM) y
control negativo (Cetuximab 50 nM) fue medida utilizando un anticuerpo secundario (Anti-Human Ig kappa
Light chain) conjugado a PE y citometria de flujo. En rojo se muestran las células control incubadas con
anticuerpo secundario solo y en celeste las células tratadas mas anticuerpo secundario.

Hasta aqui, se demostrd que el fragmento monovalente Fab128.1 se une al sTfR1 humano por
ELISA, en solucidn por SEC y sobre la superficie de células HEK-293T por citometria de flujo. También
se observo que, al igual que ch128.1, el Fab128.1 es especifico sobre hTfR1 debido a que no se une a
las células CHO-K1 y si sobre la linea CHO TRVb-1 que lo expresa de forma recombinante y de forma
estable. Los siguientes pasos consistieron en evaluar la habilidad del Fab128.1 para inhibir la

internalizacién de los pseudovirus de las FHS.

4.2.9. Bloqueo de la entrada de pseudovirus de los Mamarenavirus causantes
de las FHS en una linea celular humana

Como modelo in vitro de infeccion para evaluar la capacidad del Fab128.1 de bloquear la

internalizacién de cada uno de los Mamarenavirus causantes de las FHS y con un Mamarenavirus del
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Viejo Mundo como control (LASV), utilizamos el modelo de pseudovirus empleado anteriormente en
este trabajo para evaluar el plasma de pacientes convalecientes de FHA. Las células se incubaron en
presencia de Fab128.1, ch128.1 y anticuerpo control inespecifico junto con cada uno de los
pseudovirus de las FHS y LASV. El porcentaje de internalizacién de pseudovirus en células HEK-293T
se midid por citometria de flujo segun lo detallado en la seccién 3.2.2. Se observé que el fragmento
monovalente Fab128.1 fue capaz de bloquear significativamente la internalizacidon de pseudovirus de
JUNV (82 £ 4%), MACV (87 + 1%), GTOV (88 + 1%), SABV (99 + 1%) y CHAV (95  9%) pero no de LASV
el cual no tiene al hTfR1 como via de entrada (Figura 62). Estos estudios confirman que el fragmento
monovalente Fab128.1 es capaz de bloquear la entrada de todos los Mamarenavirus causantes de las
FHS in vitro al igual que el AcM completo ch128.1. Esto sugiere que el efecto de crosslinking producto
de la bivalencia del ch128.1 no tendria un rol importante en la capacidad de inhibir la internalizaciéon

de los pseudovirus.

i ];

%}
|_|

i ];;

'—|““:
7'—|:“

B S

% Entrada Relativa

JUNV MACV GTOV SABV CHAV LASV

@l Sin Tratamiento Bl Fab128.1 (100 nM)
Bl ch128.1 (50 nM) 1 Control mAb (50 nM)

Figura 62. Porcentaje de entrada relativa de pseudovirus de JUNV, MACV, GTOV, CHAV y SABV en células
HEK-293T en presencia de Fab128.1, ch128.1. Células HEK-293T fueron tratadas con Fab128.1 (100 nM),
ch128.1 (50 nM) o AcM control inespecifico (Cetuximab 50 nM). Luego de 30 min de incubacién con cada uno
de los tratamientos, se adicionaron pseudovirus decorados con el complejo GP1/GP2 de JUNV, MACV, GTOV,
CHAV y SABV disefiados para expresar GFP una vez internalizado. Luego de 48 h, las células fueron fijadas y la
fluorescencia medida por citometria de flujo. Los datos se expresan como la media + SD. Los datos fueron
normalizados al 100% con las células sin tratamiento y las diferencias significativas se indican comparando
Fab128.1, ch128.1 vs sin tratamiento (*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001; Test t de Student para datos no
apareados).

Posteriormente, se realizé un ensayo similar pero utilizando concentraciones de 0,01, 0,1, 1,
10 y 100 nM de Fab128.1 para construir un grafico de dosis respuesta y poder determinar las

concentraciones ICs, (Figura 63). Se obtuvieron valores de ICsqpara cada pseudovirus de 1,63 nM
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para JUNV, 5,18 nM para MACV, 1,84 nM para GTOV, 2,58 nM para SABV y de 2,01 nM para CHAV.
Estos valores son mas altos que los observados para el ch128.1 [92] lo que sugiere que la avidez
producto de la bivalencia del anticuerpo completo ch128.1 favoreceria el bloqueo de la

internalizacién de los pseudovirus.
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Figura 63. Grafico de dosis respuesta del Fab128.1 sobre la internalizacion de pseudovirus de JUNV, MACV,
GTOV, CHAV y SABV en células HEK-293T. Células HEK-293T fueron tratadas con concentraciones de 0,01, 0,1,
1, 10 y 100 de Fab128.1 y pseudovirus decorados con el complejo GP1/GP2 de los virus JUNV, MACV, GTOV,
CHAV y SABV. La internalizacién de los pseudovirus se cuantificd por citometria de flujo. Los datos se expresan
como la media + SD y fueron normalizados al 100% con las células sin tratamiento (medio). Las lineas de ajuste
para el cdlculo de la ICsy del Fab128 para cada uno de los pseudovirus se muestran en lineas punteadas y
fueron realizadas con GraphPad Prism 5.
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4.3. Determinacion de la estructura de la region variable del anticuerpo
ch128.1 y propuesta de un modelo de su union con el hTfR1 que
explique el bloqueo de la entrada de los Mamarenavirus de las FHS

4.3.1. Estudio de cristalizabilidad de las proteinas con regidn variable del
anticuerpo ch128.1

Se realiz6 un analisis in silico de la cristalizabilidad utilizando la herramienta informatica
XtalPred que permitié evaluar la probabilidad de obtener cristales de cada una de las proteinas
disefadas con la regidon variable del anticuerpo ch128.1 con o sin digerir con la proteasa TEV. En la
TABLA 10 se muestran los resultados de EP y RF para todas las proteinas recombinantes completas y
luego de digerir con la proteasa TEV, y para el Fab128.1 producido por la digestién con papaina del
anticuerpo completo ch128.1 con isotipo IgG1. Se observd que en lineas generales las proteinas no
poseen valores muy promisorios de cristalizabilidad, mostrando valores de EP y RF muy cercanos a 5
y 11 respectivamente (TABLA 10). De todas las estudiadas, el scFv128.1-2014 con o sin digerir con
TEV y el producto de la digestion con TEV de la proteina de fusion MBP-scFv128.1-2016 serian las que
tienen mayor probabilidad de cristalizar. Es interesante destacar la diferencia en los perfiles de
cristalizabilidad entre los scFv con la regidon variable Fv2014 con respecto al Fv2016. Este ultimo
presentd valores de RF dos puntos superiores a los obtenidos con el scFv128.1-2014. Por lo tanto el
scFv con la regidn variable Fv2016 presentaria menor probabilidad de formar cristales con respecto

al Fv2014.

Digerido con TEV
Nombre EP RF EP RF
scFv128.1-2014 4 8 4 8
scFv128.1-2016 4 10 4 10
MBP-scFv128.1-2016 4 11 4 8
Fab128.1 por digestion con papaina 4 11 - -

TABLA 10. Valores de EP y RF crystallization classes para cada una de las proteinas recombinantes disefadas
con la region variable del anticuerpo ch128.1 o la porcidon Fab del anticuerpo, con y sin digerir con la proteasa
TEV.
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4.3.2. Cristalografia de rayos X del Fab128.1

Con el fin de determinar la estructura tridimensional de los CDRs del anticuerpo ch128.1 y
dilucidar el mecanismo por el cual es capaz de bloquear la entrada de pseudovirus de los
Mamarenavirus sudamericanos patdgenos, se utilizd la técnica de cristalografia de rayos X. Debido a
que no fue posible generar una proteina recombinante con la regién variable Fv2016 con alta
productividad y con una pureza minima del 95% (condiciones necesarias para realizar los
experimentos de cristalografia de rayos X), se utilizé el fragmento Fab producido mediante la
digestion con papaina del anticuerpo ch128.1 con isotipo IgG1 y purificado por SEC.

Pese a la bajas chances de cristalizabilidad predichas por el andlisis in silico, se lograron
generar cristales del Fab128.1 utilizando la técnica de difusién de vapor de gota colgante a 18°C. Se
evaluaron 576 condiciones distintas de cristalizacién seguin lo detallado en la seccién 3.10 y se
obtuvieron cristales en varias de las condiciones ensayadas. Los cristales simples se congelaron en
nitrégeno liquido y sus patrones de difraccion de rayos X fueron obtenidos en la linea 24-ID-E del
sincrotrén APS. El cristal utilizado para la obtencidn de la estructura se muestra en la Figura 64, A y
uno de los patrones de difraccidn colectados con datos de hasta 2,4 A de resolucién se muestra en la

Figura 64, B.

Figura 64. Cristalografia de rayos X del Fab128.1. A) Gota de solucion de cristalizaciéon con un cristal de
Fab128.1 obtenido a través de un sistema de difusidon de vapor de gota colgante. B) Patrén de difraccion de
rayos X del cristal en A) obtenido mediante la linea 24-1D-E del sincrotrén APS.
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Los parametros de celda unitaria fueron de a = b = 126.7 Ay c = 94,85 A y dngulos de 90°, 90°,
120° con un grupo espacial P3; (#144). La unidad asimétrica estuvo conformada por tres fragmentos
Fab128.1 (Figura 65, A) y la celda unitaria se constituyd por tres unidades asimétricas (Figura 65, B).
La resolucion de las fases se realizd por reemplazo molecular utilizando el programa Phaser y como
templado la estructura del Fab anti-FPR Fpro0165 (PDB: 4UV4) que posee una homologia del 69,8%
con respecto al Fab128.1. La visualizacion y el ajuste del esqueleto carbonado dentro de los mapas
de densidad electrdnica se realizaron con el programa COOT (Figura 66). Se llevaron a cabo 21 ciclos
de refinamiento de la estructura utilizando el programa REFMACS. Las estadisticas de los datos
colectados y del refinamiento se muestran en la TABLA 11. Se pudo resolver la estructura con una
resolucion de 2,599 A vy valores de los factores residuales R y Rgee de 0,2352 y 0,2624,
respectivamente. Estos valores se encuentran dentro del rango de 0.2 a 0.6 aceptable para

macromoléculas.

A)

B)

Figura 65. Estructura del cristal de Fab128.1. A) Unidad asimétrica del cristal de Fab128.1. Se muestra en verde
la regién Vy, en violeta la region V|, en azul la region C_ y en gris la region Cy. B) lzquierda, Celda unitaria (1, 1,
1). Cada celda unitaria esta compuesta por tres unidades asimétricas (cada una se muestra en color verde, azul
y rojo). Derecha, estructura espacial de un cristal constituido por 27 celdas unitarias (3, 3, 3).
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Posteriormente, se realizd el analisis por distribucién de Ramachandran de los residuos
resueltos como se indica en la TABLA 11, donde se observa que 96,5% estdn en regiones
favorecidas, el 3% en regiones permitidas y el 0,5% en valores atipicos (Figura 67). Es importante
resaltar la calidad de la estructura resuelta, ya que mas del 99% de los residuos se ubican en la regién
favorable y/o permitida, con solo 7 residuos con valores atipicos (outliers). Como es de esperar, 6 de
estos residuos son prolinas, el aminoacido con mayor grado de torsidn en el esqueleto carbonado de
la cadena peptidica, mientras que solo un residuo de arginina se encontré dentro de los valores

atipicos.

TABLA 11.
Datos colectados, estadistica de refinamiento para Fab128.1 y grafico de
Ramachandran

Parametros Valores
Coleccién de Datos
Grupo Espacial P31
Dimensién de la celda unitaria a, b, ¢ 126.27 A, 126.27 A ,94.85 A
Dimension de la celda unitaria a, B, v 90°, 90°, 120°
Longitud de onda 0,978 A
Resolucién 71.652-2.599 A
I/ol 115
Completitud 99.58%
Numero de reflexiones observadas 269987
Numero de reflexiones Unicas 51628
Numero de reflexiones posibles 52387
Rmerge 12.5%

Refinamiento
Resolucion 71.652-2.599 A
Numero de reflexiones usadas 46691
NUmero de atomos 9992
Numero de residuos 1406
R 0,2352
I:eree 0,2624
Largo de unién 0,0076 A
Angulo de unién 1.2769°
Gréafico de Ramachandran

Numero de residuos en region favorecida (%) 1233 (96.5%)
NUmero de residuos en region permitida (%) 38 (3.0%)
Numero de residuos con valores atipicos (%) 7 (0,5%)
No permitido (%) 0 (0%)

La estructura de Fab128.1 tiene dominios plegables de inmunoglobulina comunes a todas las
estructuras Fab de anticuerpos. La region variable de la cadena pesada de Fab128.1 tiene 118
residuos, mientras que la region variable de la cadena liviana tiene 106. Los seis lazos CDR (H1:22-35,
H2:49-66, H3:99-107, L1:23-33, L2:49-55 y L3:87-96) que forman el sitio de reconocimiento de
antigeno mostraron densidades electrdnicas bien definidas como asi también el resto de la molécula

de Fab128.1 (Figura 68).
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Figura 66. Imagen de la densidad electrénica del Fab128.1 mediante el programa COOT. En azul se muestra la
densidad electrénica obtenida luego de la difraccion de rayos X, la sustitucién molecular y el refinamiento,
utilizando el programa COOT.
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Figura 67. Grafico de Ramachandra. Se muestra las combinaciones de angulos diédricos W (psi) contra © (phi)
de los aminoacidos que forman parte de la conformacién de la estructura del Fab128.1.
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Figura 68. Estructura atomica del Fab128.1. De arriba hacia abajo, se muestran ambos laterales de un
representacion de la estructura atdmica del Fab128.1 obtenida por cristalografia de rayos X y visualizado con el
programa Chimera. Abajo se muestran los respectivos CDRs de cadena pesada y liviana. En amarillo se
muestran los CDRs de la cadena pesada y en rojo los de cadena liviana, en verde la regidén V,, en violeta la
region V., en azul la region C_y en gris la regién Cy.

Un parametro util para predecir superficies de interacciéon entre proteinas es el andlisis de
potencial electrostatico de superficie, ya que es un buen predictor de especificidad intermolecular
[194, 195]. El potencial de superficie electrostatica del Fab128.1 con su sitio de unidn al antigeno se

calculé usando la funcion APBS Electrostatics de PyMOL (Figura 69). Es interesante destacar que el
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pardtope del Fab128.1 tiene la gran mayoria de su area de superficie cargada positivamente,
incluyendo los lazos H1, H2, H3, L1, y L3. Como solamente el lazo L2 no presenta carga de superficie
positiva, esto indicaria que el epitope reconocido por Fab128.1 en la superficie de hTfR1 deberia

presentar una distribucion de carga superficial predominantemente negativa.

A)

B)

Figura 69. Modelado del potencial electrostatico de superficie del Fab128.1. Se muestra el potencial de
superficie electrostatica sobre los laterales del Fab128.1 (A) y sobre las regiones del sitio de unién al antigeno
que contienen los CDRs (B). Se representa desde carga negativa (rojo) hasta carga positiva (azul) en un rango de
-1.000 a +1.000 T/e.

La técnica de cristalografia de rayos X también permite confirmar la secuencia de la proteina
cuya estructura estamos estudiando [196]. Por lo tanto, se realizd un alineamiento de la secuencia
obtenida a partir de la estructura resuelta del Fab128.1 por cristalografia de rayos X y la de la region
variable Fv2016 (Figura 70). Se observd un 100% de identidad entre ambas secuencias. Por lo tanto,

la secuencia Fv2016 seria la secuencia de regidn variable correcta del anticuerpo 128.1.
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Figura 70. Alineamiento de secuencias Fv2016 y la obtenida del Fab128.1 luego de resolver su estructura
atomica por cristalografia de rayos X. Se realizé un alineamiento de secuencias de aminodcidos de la regién
variable del anticuerpo 128.1, secuencia Fv2016 y la secuencia obtenida luego de la resolucion de la estructura
atodmica del fragmento Fab128.1 producido por la digestién con papaina del anticuerpo ch128.1 con isotipo
IgG1 por cristalografia de rayos X.

4.3.3. Modelado del acoplamiento Fab128.1 con el dominio apical del sTfR1
humano

Para entender el mecanismo por el cual el Fab128.1 logra reconocer el dominio apical de hTfR1
y bloquear la interaccién de la GP1 de los Mamarenavirus de las FHS, se usaron métodos in silico para
predecir el epitopo molecular sobre el hTfR1. Esto se realizd en combinacidon con los datos de
mutagénesis descriptos en el trabajo de Helguera y col. 2012 [92] mostrados anteriormente vy
estudios de cristalografia del complejo hTfR1-GP1MACV (PDB: 3KAS). Se modeld por cuerpo rigido el
acoplamiento de la estructura atdmica del Fab128.1 con la estructura del hTfR1 utilizando
ClusProV2.0. Esto se realizd incluyendo una mdscara de atracciéon con los datos de mutagénesis
dirigida donde se determind que el segmento con los residuos S324-S368 del dominio apical de hTfR1
es critico para la unién del anticuerpo ch128.1 (ver Figura 12, seccién 1.3).

En la Figura 71 se representa con modelo de cinta la estructura de hTfR1 donde se
identificaron los residuos de superficie con la funcidn FindSurfaceResidues de PyMOL con una linea
de corte de 2,5 A. Alli se indica la secuencia $324-5368 identificada mediante los experimentos de
mutagénesis y se indican en color azul residuos en la superficie accesibles al Fab128.1 y que
cumplirian un rol en su unidn al hTfR1. Este listado se empled para construir la mascara de atraccién

de hTfR1 para el modelado con ClusPro (aa-324 aa-325 aa-326 aa-327 aa-328 aa-329 aa-330 aa-331
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aa-332 aa-339 aa-340 aa-343 aa-344 aa-346 aa-347 aa-348 aa-349 aa-350 aa-351 aa-352 aa-353 aa-
354 aa-355 aa-356 aa-357 aa-358 aa-359 aa-360 aa-361 aa-362 aa-364 aa-365 aa-366 aa-367 aa-368).
Esta mascara de atraccidon se incluyd en el modelado de acoplamiento de ClusPro en funcidn

“anticuerpo”.

& PyMOL Viewer

/TFR1 331 336 341
PV UTISRAAA]

For Educational Use Only

Figura 71. Estudio de los aminoacidos incluidos en la mascara de atraccidon. Se muestra una imagen de la
ventana de PyMOL con el diagrama de cintas de hTfR1 donde se identifican residuos de superficie con una linea
de corte de 2,5 A que cumplirian un rol en la unién de ch128.1 al receptor. Estos residuos fueron identificados
mediante experimentos de mutagénesis dirigida [92]. En verde se marcan los residuos internos y en azul los de
superficie.

En la TABLA 12 y Figura 72 se muestran los tres mejores clusters de modelos ranqueados por
el nimero de miembros de cluster en un radio de 9 A RMSD entre los 1.000 modelos generados con
menor score. En los tres modelos, el Fab128.1 se une en la regidon apical de hTfR1. El cluster 000 con
mayor nimero de miembros incluyéd 166 modelos. Es necesario notar que, pese a que los scores
ponderados de los clusters 001 y 002 fueron menores que los del cluster 000, la poblacién de
modelos en clusters es el mejor indicador del sitio de unién, ya que el algoritmo PIPER de score no
esta optimizado para resolver las componentes energéticas particulares de los ligandos con su sitio
de uniéon [186]. Sin embargo, este algoritmo permite generar modelos de cuerpo rigido con muy

buena coordinacién anticuerpo-antigeno.
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TABLA 12.
Analisis de acoplamiento con ClusProV2.0
NG
Cluster u.mero L Representante Score ponderado
miembros
Centro -523,7
000 166 Menor Energia -586.8
Centro -605,4
001 109 Menor Energia -609,8
Centro -581,7
002 108 Menor Energia -599,5

A)

Figura 72. Resultados ClusPro. A) cluster 000, B) 001, C) 002.

Por lo tanto, el modelo de interaccion hTfR1 y Fab128.1 mejor ranqueado con ClusPro (Cluster
000) fue utilizado como punto de partida para un posterior modelado con la opcién de refinamiento
de acoplamiento local y flexibilizacion de los esqueletos carbonados de los bucles de los CDRs de las
regiones Vy y V. utilizando el servidor Rosetta SnugDock [187]. En la Figura 73, A se muestra el
grafico de score de interface de 1.000 modelos generados para el refinamiento de acoplamiento en
funcién del RMSD respecto al modelo de partida utilizando Rosetta SnugDock del clusters con mayor
tamafio obtenido con ClusPro, el cluster 000. En la Figura 73, B se muestra el modelo de
acoplamiento entre la regidn apical del hTfR1 con el fragmento variable del Fab128.1 que se
corresponde con el modelo de menor score de interface (-10 |_sc) del Rossetta SnugDock. Utilizando
la funcidn InterfaceResidues de PyMOL se identificaron en este modelo un total de 29 residuos en la
superficie de hTfR1 que interaccionarian con el Fab128.1 (Figura 73, C; izquierda). Por otro lado, se
identificaron un total de 24 residuos del Fab128.1 que estarian en contacto con el hTfR1, de los
cuales 15 estan en la region V,, (CDR-H1: 1; CDR-H2: 11; CDR-H3: 3) y 9 en la region V, (FR-L1: 1; CDR-
L1: 4; CDR-L2: 0; CDR-L3: 4) (Figura 73, C; derecha), y sdlo uno de los residuos no se encuentra en los
CDRs (Figura 73, E; flecha roja). También se calculd el potencial de cargas sobre la superficie de
ambas interfaces utilizando la funcion APBS Electrostatic de PyMOL (Figura 73, D) en donde se puede
apreciar que la superficie del Fab128.1 que interacciona con el hTfR1 se encuentra casi en su
totalidad con una densidad de carga positiva mientras que la regién sobre el hTfR1 se encuentra, de

acuerdo a lo esperado, predominantemente con una distribucidn de carga negativa. Es interesante
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resaltar que sdélo las regiones CDR con carga negativa que se encuentran sobre la superficie del
Fab128.1 son el CDR-L2 y el CDR-H2, en donde el primero no interviene en el contacto con hTfR1 y el

segundo interacciona con una porcién de carga positiva sobre el hTfR1 (Figura 73, Dy E).
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Figura 73. Resultado de Rossetta SnugDock para el complejo hTfR1-Fab128.1 y Potencial de superficie
electrostatica en la interface. A) Se representan con puntos cada uno de los 1.000 modelos evaluados por el
servidor Rossetta SnugDock para el mejor resultado hTfR1-Fab128.1 del ClusPro: cluster 000. B) vista lateral del
mejor modelo generado por Rosetta SnugDock (region apical de hTfR1 se muestra en naranja, la porcion V, en
verde la V| en violeta) con los aminoacidos implicados en la unién entre ambas moléculas que se muestran en
marrén para la cadena pesada y magenta para la cadena liviana. C) Vista de las regiones implicadas en la unidn
entre las dos proteinas. D) Potencial de cargas superficie de ambas regiones (Se representa desde carga

-125-



Universidad
Q Nacional
Lic. Cristian Payés Tesis de Doctorado O(h"wilm'w

negativa (rojo) hasta carga positiva (azul) en un rango de -1.000 a +1.000 T/e). E) representacion de la misma
region del Fv128.1 de (D) donde se muestra la molécula con esquema de cintas y se pueden apreciar los bucles
que corresponden a cada uno de las regiones CDR. Con una flecha roja se marca el aminoacido que interviene
en la unién con el hTfR1 y no se encuentra dentro de las regiones CDR de V,.

El andlisis de la interaccidn hTfR1-Fab128.1 también permitié identificar el solapamiento de 11
residuos de los sitios de unién de Fab128.1 y de GP1IMACV con hTfR1 (Figura 74, A, By C), donde la
totalidad de los residuos sobre Fab128.1 que interaccionan se encuentran en la cadena pesada del Fv
(Figura 74, D).

Luego se realizd un estudio de los aminoacidos del hTfR1 que serian claves en la unién con
Fab128.1 seglun el modelo de docking hTfR1-Fab128.1 y los hallados en el experimento de
mutagénesis dirigida realizando en el trabajo de Helguera y col. 2012 [92] (Figura 75). Se observo que
de los 29 residuos sobre la superficie del hTfR1 que estarian involucrados en la interaccién con el
Fab128.1 segln el modelo de docking que realizamos (Figura 75, A) 21 residuos se superponen con la
region murina $S324-S368 en la quimera hTfR1-mTfR1 de los experimentos de mutagénesis (Figura 75,
C). Realizando un alineamiento entre las secuencias del hTfR1 y el mTfR1 (Figura 76), se pudo
observar que de los 21 residuos que se superponen, 8 de ellos son diferentes en las secuencias de
mTfR1 y hTfR1 (N348, D352, S355, D356, K358, T359, T362, R364) (Figura 75, E). Esto sugeriria que

estos aminodcidos son criticos para la unién del anticuerpo ch128.1 sobre la superficie del hTfR1.
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A)

Figura 74. Regiones sobre la region apical del hTfR1 que interaccionan con el Fab128.1 y la GP1 de MACV. Se muestra la region apical del hTfR1 en color naranja, el Fab128.1 en
rojo y la GP1 de MACV en Celeste. Arriba se muestran las interacciones entre el Fab128.1 y GP1 de MACV con la region apical del hTfR1. Abajo se muestran las regiones sobre la
superficie del hTfR1 donde se une el Fab128.1 segun los resultados finales de acoplamiento entre hTfR1-Fab128.1 en color rojo (29 aa) (A), la regidn sobre la superficie del hTfR1
donde se une la GP1 de MACV en color celeste (26 aa) (B), ambas regiones de unién en simultaneo sobre la superficie del hTfR1 donde se puede apreciar el solapamiento en los
sitios de union de ambas proteinas en color gris (11 aa) (C), la participacion de la regién Vy (verde) y V, (violeta) sobre la union al hTfR1 y el solapamiento del sitio de unidn con la
GP1 de MACV.
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mTfR1
D) Residuos distintos entre E) Residuos claves en la
mTfR1y hTfR1enla interaccion del Fab128.1
quimera hTfR1-mTfR1 sobre hTfR1

Figura 75. Estudio de los aminoacidos claves en la unién del Fab128.1 sobre el hTfR1 segtin los experimentos
de mutagénesis dirigida y el modelado del complejo hTfR1-Fab128.1. Se muestra: A) la regién involucrada en
la union del hTfR1 con el Fab128.1. Los aminodcidos que intervienen en la unién se sefialan en color rojo (29
aa); B) Residuos de mTfR1 sobre la regidn apical del hTfR1 de la quimera hTfR1-mTfR1 utilizada en los
experimentos de mutagénesis dirigida y que estarian involucrados en la unién con ch128.1. Los aminodcidos
involucrados se muestran en color amarillo (45 aa); C) La superposiciéon de A con B en donde los residuos
compartidos por ambas regiones se muestran en color gris (21 aa); D) la misma regiéon que en B, con los
aminodcidos distintos entre las secuencias de mTfR1 con respecto a la secuencia de hTfR1, en color verde (12
aa); E) la regidn del hTfR1 involucrada en la unién con el Fab128.1 (color rojo) y los residuos que son diferentes
en mTfR1 y ademas intervienen en dicha unién (color verde, 8 aa).

Por otro lado, utilizando la estructura cristalografica del Fab128.1 se modelé por homologia
utilizando el programa SWISS MODEL la estructura de la secuencia variable Fv2014, la cual difieren
en 8 residuos (ver Figura 28). Esto permitié estudiar el rol de estas pocas diferencias en la region
variable entre las dos estructuras (Figura 77). De forma similar a lo realizado anteriormente, se
realizd un estudio del potencial de cargas electrostaticas en la superficie utilizando la funcion APBS
Electrostatic de PyMOL. Se pudo apreciar un cambio importante en la densidad de cargas sobre las

regiones de ambas proteinas que interaccionarian con el hTfR1.
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Figura 76. Alineamiento de secuencias hTfR1 vs mTfR1. A) Alineamiento de las secuencias de aminodcidos del
hTfR1 (UniProtKB - P02786) vs mTfR1 (UniProtKB - Q62351) utilizando el programa CLUSTALX2.1. B) Regién del
hTfR1 implicada en la union del anticuerpo ch128.1 segln los experimentos de mutagénesis dirigida de
Helguera y col. 2012 (region S324-5368) [92].

Sobre el Fv2014 se observé una regidn con densidad de carga negativa sobre el CDR-L1
mientras que para el Fv2016 el mismo bucle se encuentra con densidad de carga positiva. Este

cambio drastico en la densidad de carga se debe a la mutacién de un solo residuo: un acido aspartico
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(D30) por una Arginina (R30), los cuales poseen propiedades fisicoquimicas opuestas (el acido
aspartico es acido y posee carga negativa mientras que la Arginina es basico y tiene carga positiva).
Esto sugiere que el solo cambio de este residuo en la posicién 30 podria explicar la perdida de la

capacidad de unién del Fv2014 sobre el hTfR1.

Acido aspartico

(D)

Arginina

(R)

Figura 77. Estudio de las diferencias en el potencial electrostatico de superficie sobre las estructuras de las
dos secuencias Fv del anticuerpo ch128.1 (Fv2014 y Fv2016). La regidon que interviene en la unién entre el
hTfR1 y el Fab128.1 (color gris) que posee la secuencia Fv2016, se compard con la region homodloga sobre la
estructura de un modelo del Fv2014 generado utilizando como templado la estructura cristalografica del
Fab128.1 con el servidor SWISS MODEL. El residuo que interviene en la unién con el hTfR1 y que se encuentra
mutado en el Fv2014 con respecto al Fv2016 se muestra en amarillo. El potencial de cargas superficie de ambas
regiones se representa desde carga negativa (rojo) hasta carga positiva (azul) en un rango de -1.000 a +1.000
T/e.
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5. DISCUSION
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Las FHS son una familia de graves enfermedades infecciosas que incluyen las Fiebres
Hemorragicas Boliviana, Chapare, Venezolana, Brasilefia y FHA, y sus agentes etiolégicos son los
Mamarenavirus MACV, CHAV, GTOV, SABV y JUNV, respectivamente. Todos estos Mamarenavirus
pertenecen a la clase B de los Mamarenavirus del Nuevo Mundo. Debido a su capacidad de
propagarse de persona a persona, su alta infectividad y mortalidad, constituyen una seria amenaza
como potenciales agentes de bioterrorismo, por lo que son clasificados como agentes patdgenos de
Categoria A por el NIAID de los EE.UU. [4]. A esto se suma que no hay tratamientos eficaces ni
vacunas para las FHS causadas por los virus MACV, GTOV, CHAV y SABV [5]. Solo hay una vacuna
llamada CANDID #1 [197, 198] y tratamiento eficaz para la FHA, la cual consiste en la inmunoterapia
pasiva con el plasma de pacientes convalecientes [199, 200].

Debido al riesgo asociado a la realizacion de estudios con las cepas patogénicas de estos virus,
es necesario para su manipulacion utilizar protocolos de maxima seguridad en instalaciones de
bioseguridad nivel 4. Esto requiere infraestructura con muy alto costo por el riesgo de infeccién de
los operadores, por lo tanto, es conveniente utilizar un modelo no patogénico que permita el estudio
de los virus con seguridad para el operador y a un menor costo con bioseguridad nivel 2 [201]. Los
modelos de pseudovirus no patogénicos decoradas con las proteinas del virus que participan en la
unién con la célula diana son ampliamente utilizados. Estos se han generado y tienen gran aplicacion
para estudiar la biologfa celular y molecular del Ebola [189, 202], la Malaria [190], las FHS [71, 92] y la
Influenza A [203] entre otras enfermedades infecciosas. También estos sistemas, tienen la ventaja de
ser genéticamente similares, mejorando la precision y la reproducibilidad de los ensayos [204]. En
nuestro laboratorio contamos con un sistema de pseudovirus proporcionado por la Dra. Choe que
consiste en particulas pseudovirales decoradas con el complejo GP1/GP2 de cada uno de los
Mamarenavirus patdgenos causantes de las FHS y que tienen la capacidad de inducir la expresién de
una proteina fluorescente (GFP) una vez que son internalizados en las células huésped [71, 92]. Este
modelo ha sido utilizado anteriormente en varios trabajos para el estudio de los mecanismos de
entrada de los virus a la célula huésped, establecer los determinantes estructurales que intervienen
en este mecanismo, y para el disefo racional de farmacos que protejan contra estos agentes
infecciosos. Sin embargo, hasta el momento el sistema de pseudovirus nunca habian sido empleado
para el estudio in vitro de la respuesta al tratamiento con inmunoterapia pasiva con el plasma de
pacientes convalecientes del JUNV. En estos plasmas, el titulo de AcNT se define como la inversa de
la dilucidn de plasma que es capaz de reducir la formacién de placas en un 80% utilizando una cepa
atenuada de JUNV [199].

En este trabajo se evalué el modelo de internalizaciéon de pseudovirus de JUNV en células

humanas HEK-293T, en presencia de diluciones seriadas de plasmas de pacientes convalecientes con
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titulos de AcNT de 10.240 y de 320. Se observd una inhibicidn significativa de la internalizacién en
células humanas de los pseudovirus de JUNV en diluciones de hasta 1:2.000 y 1:200 para los plasma
con titulo 10.240 y de 320, respectivamente (Figura 24). Hay que destacar que utilizando el modelo
de pseudovirus obtuvimos un 80% de bloqueo de la internalizacién por calculo de ECg con una
dilucion aproximada de 1:3300 del plasma con titulo 10.240 y una diluciéon de 1:76 para el plasma
con titulo 320. Por lo tanto, la relacidn entre nuestro modelo de pseudovirus y el ensayo de
infectividad mediante formacion de placas en células Vero, que es el ensayo utilizado en la actualidad
para la determinacidn del titulo de AcNT en los plasmas de pacientes convalecientes de FHA, es de
aproximadamente 3,5 veces menor. Esto sugiere que el modelo in vitro de pseudovirus es un modelo
adecuado para evaluar la respuesta a agentes terapéuticos contra la FHA, aunque con menor
sensibilidad que el ensayo de formacidn de placas.

Sin embargo, el sistema de pseudovirus tiene la ventaja de permitir comparar un mismo
tratamiento con distintos virus de la misma familia. En este sentido y con el fin de comparar la
actividad cruzada del plasma de pacientes convalecientes de FHA sobre los otros miembros de la
familia de las FHS; realizamos el mismo experimento de internalizacion de pseudovirus pero
utilizando esta vez particulas pseudovirales decorados con el complejo GP1/GP2 de MACV, GTOV,
SABV y CHAV. En este caso, se observd que el plasma de pacientes convalecientes de FHA previene
en mucha menor medida, la internalizacidon de pseudovirus de MACV y GTOV, con respecto a JUNV.
Con estos pseudovirus solo se observé efecto a diluciones 1:20; mientras que para CHAV y SABV no
se observaron diferencias significativas en todas las diluciones. Estos resultados sugieren que el
tratamiento cruzado con inmunoterapia pasiva utilizando plasma de pacientes convalecientes para la
FHA no seria eficaz contra las Fiebres Hemorragicas Boliviana y Venezolana. Esto es debido a que los
volumenes de plasma estimados para lograr alcanzar similares porcentajes de bloqueo que para
JUNV serian mayores para tratar la FHB y la FHV. La ausencia actividad sobre la internalizacién de
pseudovirus de SABV y CHAV sugiere también que las Fiebres Hemorragicas Brasilera y de Chapare
tampoco podrian tratarse de forma eficaz con el plasma de pacientes convalecientes de FHA. En este
sentido, es interesante que al estudiar la identidad de las secuencias de las GP1 de estos
Mamarenavirus con respecto a JUNV se pudo observar una correlacidn significativa entre la identidad
de las secuencias de las GP1 de MACV, GTOV, SABV, CHAV y la JUNV, con la capacidad del plasma de
pacientes de FHA de bloquear la internalizacidn de pseudovirus.

Pese a ser al Unico tratamiento eficaz que existe en la actualidad para el tratamiento de la FHA,
el plasma de pacientes convalecientes presenta limitaciones significativas: a) no muestra eficacia en
pacientes con mas de 8 dias de evolucion [38]; b) plantean el riesgo de enfermedades transmitidas

por transfusidn [39]; c) no es eficaz para los pacientes gravemente enfermos que progresan a una
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fase neuroldgica-hemorragica [9]; y d) se plantean dificultades para mantener un stock adecuado de
plasma inmune [9, 34]. En los Ultimos afios se siguen reportando casos de FHA con un promedio 20
muertos por afio, lo que equivale a 7% de mortalidad en los ultimos 8 afios [17-20, 22-25]. El hecho
que el plasma de pacientes de FHA no funciona en la instancia en que la enfermedad evoluciona a
una fase neuroldgica grave, podria ser debido a que los Mamarenavirus de las Fiebres Hemorragicas
tienen la capacidad de cruzar la barrera hematoencefilica e infectar a las células del sistema nervioso
central [205, 206]. Se observd que en modelos in vivo el tratamiento con plasma de pacientes no
reduce la carga viral en el sistema nervioso central comparado con los ratones tratados con plasma
sin titulo de AcNT [205]. Aunque la IgG sérica atraviesa la barrera hematoencefdlica, se encuentra en
el liquido cefalorraquideo a 0,1-0,01% de la concentraciéon encontrada en el suero [207, 208]; la
experiencia clinica junto a las pruebas en el modelo de cobayo indican que la concentracion reducida
es insuficiente para el beneficio terapéutico. Esto sugiere que nuevas terapias contra las FHS sean
necesarias.

Debido al rol fundamental que cumplen las GP1 virales en la interaccion con el receptor hTfR1
sobre la superficie de las células hospedadoras, los AcNT se dirigen en su mayoria contra la superficie
de GP1 en las regiones que interactian con el hTfR1 [40]. Actualmente, los esfuerzos de investigacion
se centran en el desarrollo de anticuerpos monoclonales neutralizantes seleccionados contra las GP1
del virus Junin; los cuales son eficaces contra JUNV, pero no contra MACV, CHAV, GTOV y SABV [34,
40, 209]. Hay evidencia que sugiere que la pobre reactividad cruzada de AcNT entre Mamarenavirus
de esta familia podria deberse a que las glicoproteina de los miembros de esta familia presentan
diferencias en la accesibilidad al sitio de unién con el receptor de entrada [41]. Nuestros estudios
aqui presentados con plasma policlonal de pacientes convalecientes de FHA muestran muy baja
reactividad cruzada con los pseudovirus de las otras FHS. Esto, sumado a la baja identidad de
secuencia de las GP1 de los Mamarenavirus patogénicos Figura 26, sugiere que seria muy dificil
generar un anticuerpo monoclonal neutralizante dirigido hacia un epitope conservado en la regién de
las GP1 de todos los Mamarenavirus patdégeno que interacciona con el TfR1 que tenga reactividad
cruzada y asi tratar de forma polivalente a todas las FHS.

El descubrimiento de que la entrada a la célula de los Mamarenavirus Sudamericanos
patdgenos ocurre via endocitosis uniéndose al hTfR1 [71], convirtidé a este receptor en un atractivo
blanco molecular para el desarrollo de agentes bloqueantes inhibidores de entrada de virus. Con este
propdsito, recientemente se ha reportado el desarrollo de aptdmeros (ADN simple cadena) que se
unen al dominio apical de hTfR1 y pueden bloquear hasta 90% internalizacién de MACV, pero solo el
70% de JUNV y no ha sido probado contra otros Mamarenavirus [96]. Por otro lado, se demostré que

el AcM ch128.1 contra hTfR1 tiene actividad inhibidora de entrada de virus polivalente, ya que es
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capaz de bloquear en mas de 90% la internalizacién de pseudovirus de MACV, JUNV, CHAV, GTOV y
SABV; y reducir la infectividad de una cepa atenuada de JUNV [92]. Este anticuerpo se une al dominio
apical de hTfR1 [92] y no compite con transferrina y HFE, que son los ligandos naturales del receptor
[86, 101-103]. Sin embargo ch128.1 se disefid con isotipo inmunoglobulina 1gG3 humano, y un
inhibidor de entrada de virus dirigido a un target ubicuo como hTfR1 con este isotipo tendria grandes
desventajas debido a que tanto las 1gG3 inducen una potente citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC) y citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) [108]. Por lo tanto, en esta
tesis se propuso generar anticuerpos anti-hTfR1 con la secuencia variable del anticuerpo ch128.1 con
minima o nula actividad efectora para utilizarse como un inhibidor de entrada de virus polivalente
para MACV, CHAV, GTOV, SABV y JUNV. Este abordaje para el tratamiento de enfermedades virales
es novedoso debido a que no existen hasta el momento muchos ejemplos de esta estrategia. El Unico
anticuerpo que actla como inhibidor de entrada de virus que se encuentra en ensayos clinicos en
fase Ill para el tratamiento del HIV es el lamado Ibalizumab. Este anticuerpo Inhibe la internalizacién
del virus de HIV mientras conserva o incluso aumenta los recuentos de células T CD4 como se
demostré in vitro y en estudios in vivo [210-212]. lbalizumab es un anticuerpo monoclonal
humanizado IgG4 dirigido contra CD4, que es el receptor celular primario sobre la célula target para
la entrada del VIH-1 [213]. Ibalizumab interfiere con la entrada viral del VIH previniendo que la
proteina del virus gp120 unida a CD4 interactie con CCR5 o CXCR4 [214]. Los primeros ensayos
clinicos han demostrado una eficacia antiviral significativa con una reduccion menor a 1 logy, en la
carga viral cuando se administran en monoterapia. Su larga vida media, que permite la dosificacién
semanal, y su administracién como una infusién intravenosa, lo diferencian de otros agentes
antirretrovirales actualmente disponibles [215].

Siguiendo los antecedentes de Ibalizumab, nos propusimos generar un anticuerpo completo
con isotipo 1gG4 con la regidn variable del anticuerpo ch128.1 como inhibidor de entrada de virus
para el tratamiento de las FHS. Desarrollamos los vectores para la produccion del anticuerpo con
isotipo 1gG4 y con regiones variables del anticuerpo ch128.1 (Fv2014), que denominamos ch128.1g4,
utilizando un sistema de expresién de anticuerpos utilizado anteriormente para la produccion de
anticuerpos en células en suspension [216]. Se construyeron los vectores, pero luego de transformar
y seleccionar clones resistentes al marcador de seleccién, no se logré obtener clones con una
productividad lo suficientemente alta como para poder detectarlos por ELISA sandwich. Debido al
alto costo de produccién de los anticuerpos completos en células de mamifero y la baja
productividad del sistema de expresion de anticuerpos con el que contabamos, sumado al problema
gue presentan los anticuerpo con isotipo 1gG4 de tienden intercambiar cadenas pesadas (arm-swap)

con otros anticuerpos con isotipo IgG4 de distinta especificidad, dando lugar a anticuerpos
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biespecificas [217], y a que se ha demostrado que anticuerpos contra el hTfR1 son capaces de pasar
la barrera hematoencefdlica con mayor eficiencia cuando se encuentra como una molécula
monomérica debido al fendmeno de crosslinking producido por las moléculas bivalentes [218]; se
decidié generar moléculas monovalentes simple cadena de regiones variables (scFv) del anticuerpo
128.1.

Los scFvs cuentan con algunas caracteristicas que resultan convenientes para nuestra
estrategia dirigida a un receptor humano con respecto al anticuerpo completo: 1) Al carecer del
dominio Fc, no inducirian citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y citotoxicidad
dependiente de complemento (CDC) [108], actividades inflamatorias que pueden dafiar a células
sanas que expresan hTfR1; 2) no tienen sitio de glicosilacion, por lo tanto, pueden ser expresados en
bacterias disminuyendo asi los costos de desarrollo y produccidon; 3) como son moléculas
monovalentes no inducirian una regulacién negativa de hTfR1 en membrana producto del fenémeno
de crosslinking, lo que beneficiaria también el paso de la barrera hematoencefdlica con mayor
eficiencia [218].

El impacto de la ausencia del dominio Fc se reflejaria negativamente en una significativa
reduccion de peso molecular (~27 kDa) y en que, a diferencia de una IgG completa, los fragmentos
de anticuerpo no son capaces de unirse al FcRn, el receptor de retencién de las inmunoglobulinas,
por lo que su vida media es mucho mas corta, llegando al término de horas en lugar de dias [108]. Sin
embargo, estas limitaciones eventualmente se podrian resolver incorporando una trasformacién
quimica de PEGuilacién de la proteina para extender asi su vida media, estrategia ampliamente
utilizada para expender la vida media de biofarmacos de bajo peso molecular [219, 220]. Un ejemplo
de ello, es el anticuerpo Cimzia (Certolizumab pegol, UCB) un Fab anti-TNFa PEGuilado que fue
aprobado en 2008 para el tratamiento de la enfermedad de Crohn [133].

Por otro lado, los anticuerpos monovalentes exhiben una disminucién de la avidez, comparada
con las 1gG completas [108], pero que en nuestro caso no tendria mayor impacto dada la alta
afinidad, en el rango nanomolar, de la regién variable de ch128.1 [92]. También se ha reportado que
anticuerpos anti-hTfR1 en la forma bivalente ch128.1 y en la tetravalente ch128.1-Av puede inducir
crosslinking y reducir los niveles de receptor en la superficie en células que sobre-expresan hTfR1,
induciendo citotoxicidad y afectando los niveles de hierro en éstas células [101, 103-105], pero no en
otros tipos celulares que expresan el receptor en bajos niveles [101-103]. Debido a esto, una
hipétesis posible para explicar el efecto de disminucion de la internalizacion de los pseudovirus de los
Mamarenavirus patégenos en presencia del anticuerpo ch128.1, es que su efecto no se deba al

bloqueo de la interaccién del virus con el receptor, sino que ch128.1 induzca el crosslinking del
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hTfR1, disminuya la disponibilidad de receptor funcional en la superficie y de esta forma reduzca la
interaccion con las GP1 virales, resultando en la inhibicion de la internalizacion observada.

Teniendo en cuenta las ventajas, limitaciones y riesgos de abordar el desarrollo de un
fragmento de anticuerpo como inhibidor de entrada de virus contra las FHS, se optd por generar un
scFv en células procariotas. Los dominios Vy y V| se pueden fusionar genéticamente a través de un
péptido flexible enlazador en un mddulo Unico (aprox. 30 kDa), llamado scFv. En un scFv, la
asociaciéon y orientacién apropiadas de los dominios Vy y V, para formar el paratopo de unidn al
epitope, dependen casi en su totalidad por la interfaz hidrofébica entre los dos dominios variables.
Las caras hidrofébicas de los dominios Vy y V. pueden disociarse entre si y asociarse con otras
superficies hidrofébicas. Esto limita la solubilidad de scFvs y aqui subyace en algunos casos su
inestabilidad y tendencia inherente a agregarse [221]. Debido a estos problemas, en la literatura hay
mucha variabilidad con respecto a los protocolos a seguir para la produccién de scFv en E. coli. Hay
trabajos donde los producen en forma soluble [222, 223], como cuerpos de inclusidon [191, 224],
fusionados a péptido como MBP en citoplasma [225] o en el periplasma [226]; o también co-
expresando el scFv con proteinas chaperonas [227]. Esto podria estar asociado a la naturaleza de
cada regidén variable en particular y también, se ha descripto que el ambiente en el cual se expresa el
scFv es importante al momento de producir scFv de forma soluble en E. coli [228].

En este contexto en este trabajo se desarrollaron scFvs del anticuerpo 128.1 utilizando las dos
secuencias Fv2014 y Fv2016 que contdbamos para la regién variable de cadena pesada vy liviana,
optimizando los vectores para su expresion en el espacio peripldsmico de bacterias E. coli. Ambas
secuencias difieren en 1 delecién y 7 mutaciones, pero 2 de las mutaciones se encuentran en las
regiones CDRs, con lo cual podian afectar la unién del anticuerpo con el hTfR1. Se desarrollaron los
vectores para producir el scFv128.1-2014, se expresd la proteina en E. coli y se purificd, pero al
evaluar su unién sobre el sTfR1 por ELISA se determind que el fragmento no era capaz de unirse al
hTfR1. Esto nos sugirié que la secuencia Fv2014 no era la secuencia correcta, pero en esta instancia
no fue posible establecer el rol de los aminoacidos mutados en la pérdida de la especificidad contra
el hTfR1.

A continuacidn se construyé el vector para generar el fragmento simple cadena con la regién
variable Fv2016 del anticuerpo 128.1, se transformaron bacterias, se indujo su expresion, pero no se
logro purificar el scFv128.1-2016 de forma soluble con buena productividad y pureza. Solo se logré
purificar con alta rendimiento y pureza el scFv128.1-2016 desnaturalizado proveniente de cuerpos de
inclusion. Sin embargo, el procedimiento con alta concentracion de urea y dialisis para renaturalizar

la proteina a su conformacién nativa en forma soluble, no logré prevenir la formacion de agregados.
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Como ya se mencioné anteriormente, el scFv128.12014 y el scFv128.12016 se diferencian en
tan solo una deleciéon y 7 mutaciones de un total de 252 residuos. Sin embargo al momento de
producir el scFv en el espacio periplasmico de bacterias E. coli, fue posible generar proteina soluble
de scFv128-2014 mientras que utilizando las mismas condiciones de cultivo, no fue posible obtener al
scFv128.1-2016 de forma soluble. Uno de los indicios de estos cambios es la diferencia del pl con un
pl=7,3 para el scFv128.1-2014 a un pl=8,0 para el scFv128.1-2016. Estos experimentos sugieren que
esas mutaciones lograron cambiar las propiedades fisicoquimicas de las moléculas del scFv, dando
origen a los problemas de estabilidad.

En la literatura se ha reportado que la fusidn de péptidos ayuda en muchos casos a aumentar
la solubilidad de los scFvs [225]. Por lo tanto, con el fin de favorecer la produccién del scFv128.2016
en forma soluble, se construyd el vector para generar una proteina de fusién del scFv128-2016 con
MBP para la expresidon en citoplasma de E. coli. Sin embargo, luego de la transformaron de las
bacterias y seleccidn de clones resistentes al factor de seleccidn; se indujo la expresion de la proteina
recombinante, pero no se lo logré purificar debido a la presencia de varias proteinas contaminante
en las elusiones luego de la purificacion utilizando columnas de cromatografia de afinidad.

Ante las dificultades enfrentadas para producir la proteina recombinante del fragmento
monovalente con la regién variable de ch128.1 en células procariotas, se optd por realizar los
estudios de prueba de concepto con el fragmento monovalente Fab producido por la digestion con
papaina del anticuerpo ch128.1 con isotipo IgG1. El fragmento Fab128.1 se obtuvo en forma soluble
y se observd que se une al hTfR1 de diferentes formas: de forma soluble (sTfR1) por ELISA y por
cromatografia de exclusién por tamafio, sobre células que expresan hTfR1 en la superficie en forma
recombinante (CHO TRVb-1) y en forma nativa en células humanas (HEK-293T). La unién del Fab128.1
al hTfR1 bajo distinta condiciones sugiere que la falta de avidez producto de la monovalencia no
afectaria la capacidad de interactuar efectivamente con hTfR1. A continuacion se estudid la
capacidad de inhibir la internalizaciéon de pseudovirus de FHS con el mismo ensayo antes descripto
para el plasma de pacientes convalecientes, pero esta vez incubando a los pseudovirus en presencia
del fragmento monovalente Fab128.1. Se pudo observar que el Fab128.1 fue capaz de inhibir la
internalizacién de todos los Mamarenavirus causantes de las FHS in vitro y que esta inhibicién
alcanzo valores de ICsq entre 1.63 — 5.18 nM. Por lo tanto, estos estudios sugieren que pese a su
menor avidez, un anticuerpo monovalente seria suficiente para inhibir la internalizacién de virus y
gue su mecanismo de accidn consistiria principalmente en competicion por el sitio de unién de las
GP1 de los Mamarenavirus responsables de las FHS. Por otra parte, el rol del fendmeno de
crosslinking no seria fundamental para la inhibicidon de la internalizacidon de los pseudovirus en la

linea humana HEK-293T utilizada. Seria interesante realizar estos estudios en otras lineas con
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distintos niveles de hTfR1 para establecer el rol del crosslinking en la inhibicién de la internalizacién
de los pseudovirus. Estos estudios sugieren que seria factible generar un anticuerpo monovalente
con la regidn variable del anticuerpo ch128.1 que constituya una terapia eficaz y segura contra los
Mamarenavirus causantes de todas las FHS: MACV, GTOV, CHAV, SABV y JUNV.

Los estudios descriptos hasta ahora han provisto evidencia de que una proteina con la region
variable de ch128.1 puede bloquear la internalizacién de pseudovirus de los Mamarenavirus de las
FHS, pero aln no permiten entender como realizan esta actividad. La amplia aplicacidon que tienen
los anticuerpos monoclonales en la investigacién biomédica es debido a su complementariedad
estereoquimica con antigenos especificos. La determinacién de la base estructural de la especificidad
anticuerpo-antigeno es importante para comprender el mecanismo de reconocimiento inmune vy el
disefio racional de biofarmacos, vacunas sintéticas y anticuerpos con nuevas selectividades. Algunos
aspectos del proceso de reconocimiento siguen sin estar claros. La determinacion de las estructuras
cristalinas de rayos X de varios anticuerpos no ligados, de antigenos aislados y de sus complejos han
permitido una comprension avanzada de la naturaleza de las interacciones anticuerpo-antigeno [195,
229, 230]. Dichos estudios han demostrado que los enlaces de hidrégeno, puentes salinos y fuerzas
de van der Waals tienen un papel critico en el reconocimiento, pero pueden también requerirse
cambios conformacionales inducidos en el anticuerpo, en el antigeno o en ambos [181]. La creciente
comprension de las relaciones secuencia-estructura en anticuerpos, y los avances en el modelado
computacional de proteinas, han permitido el progreso hacia métodos in silico que pueden ayudar a
redisefiar anticuerpos para mejorar su afinidad u otras modificaciones deseadas [231]. En los casos
en que se desconoce la interaccion de unién entre anticuerpo y antigeno, los métodos de
acoplamiento proteina-proteina pueden usarse para predecir la estructura de complejos, aunque
esto sigue siendo un desafio, especialmente cuando se usan estructuras modeladas por homologia
para el anticuerpo o el antigeno [232]. También, usando estructuras determinadas
experimentalmente o predichas del complejo anticuerpo-antigeno, los métodos computacionales
pueden usarse para predecir mutaciones que pueden mejorar la afinidad de uniodn, la especificidad u
otras propiedades tales como la solubilidad [233].

La interpretacion mecanistica de la interaccidon antigeno-anticuerpo con frecuencia requiere
detalles a nivel atédmico, que idealmente se obtienen mediante cristalografia de rayos X. Con este
propdsito, se evalud in silico la cristalizabilidad de todas las proteinas disefiadas con la regién variable
del anticuerpo ch128.1 (scFv128.1-2014, scFv128.1-2016, MBP-scFv128.1-2016 y el Fab128.1). Se
pudo observar que, en lineas generales, ninguna de las proteinas es facil de cristalizar debido a que
presentan valores muy cercanos a los limites que describen una menor probabilidad de obtener

cristales. Sin embargo, es interesante remarcar las diferencias en estos paramentos entre las
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proteinas con la regidn variable Fv2016 y la Fv2014 que presenta unas pocas mutaciones en su
secuencia la cual presentd valores de cristalizabilidad mas promisorios. Esto es una clara evidencia de
como unas pequefios cambios en la secuencia de la proteina pueden cambiar las propiedades
fisicoquimicas y marcar la diferencia a la hora de la obtencién de cristales [234]. Sin embargo, pese a
los bajos valores de cristalizabilidad predichos para el Fab128.1, se lograron generar cristales de esta
proteina de la suficiente calidad para obtener una densidad electrdnica con una resolucién de 2,599
A. De esta forma, se pudieron conocer las estructuras de los CDRs de la regién variable del
anticuerpo 128.1, y por modelado de cargas electrostaticas de superficie se identificd un bolsillo
electropositivo en la region variable que incluye a 5 de los 6 CDRs. La técnica de cristalografia de
rayos X permite también identificar la secuencia de la proteina cuya estructura estamos estudiando
[196]. Con la informacidn estructural del Fab128.1 se realizd un alineamiento de su secuencia con la
de la regidn variable Fv2016, observando un 100% de identidad. De esta forma se confirmé que la
secuencia Fv2014 era la incorrecta y que la falta de unién del scFv128.1-2014 sobre el hTfR1 se
deberia a las mutaciones que presentaba respecto a la secuencia de scFv128.1-2016, que coincide
con la del Fab128.1.

En nuestro caso particular, la interaccion de ch128.1 con el dominio apical de hTfR1 tiene
particular relevancia, ya que seria la responsable de bloquear la interaccion de los GP1 de los
Mamarenavirus responsables de las FHS con el receptor y la identificacién de los residuos de los
ligandos que participan en esta interaccion explicaria esta actividad funcional. Sin embargo, como no
tenemos disponible el cristal de este complejo, una opcidn disponible es la utilizacion de métodos de
modelado computacional para acoplamiento o “docking” [235]. Estos modelos computacionales
emplean algoritmos que a partir de las estructuras de las proteinas componentes, intentan
determinar la estructura de sus complejos, con una precisidn cercana a la proporcionada por la
cristalografia de rayos X [151]. En este trabajo de tesis se utilizaron métodos in silico para predecir el
epitopo molecular, en combinacién con datos de mutagénesis dirigida sobre hTfR1 y estudios de
cristalografia del complejo hTfR1-GP1MACV que se encuentra en bases de datos en linea (Protein
Data Bank codigo 3KAS). La estructura cristalina de Fab128.1 se usé para modelar el docking con la
estructura de hTfR1 utilizando el servidor ClusProV2.0. Esto se realizd incluyendo una mascara de
atraccidn con los datos de mutagénesis dirigida publicados previamente [92] donde se determind
que el segmento con los residuos $324-S368 del dominio apical de hTfR1 es critico para la union del
anticuerpo ch128.1. ClusPro realiza tres pasos computacionales: (i) docking de cuerpo rigido
mediante el muestreo exhaustivo de 10°-10'° conformaciones utilizando PIPER [161], un programa
de acoplamiento basado en el enfoque de correlacidn de transformada rapida de Fourier (FFT); (ii)

agrupamiento basado en la raiz cuadrada-media cuadrada (RMSD) de las 1.000 estructuras
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generadas que muestren menor energia, para encontrar los clusters mds grandes que representaran
los modelos mas probables del complejo; y (iii) refinamiento de las estructuras seleccionadas
utilizando minimizacidn de energia [186].

Para refinar el modelo del complejo generado por Cluspro, posteriormente se tomé el mejor
resultado obtenido con este servidor (cluster 000) y se realizd6 un nuevo paso de acoplamiento
proteina-proteina pero esta vez utilizando el servidor Rosetta SnugDock. Este servidor tiene la opcién
de refinamiento de acoplamiento local y flexibilizacién de las cadenas de los bucles de los CDRs de las
regiones Vy y V, [187]. Tomando el modelo con menor score de energia generado con Rosetta
SnugDock y el andlisis con el programa Pymol, se pudo identificar el sitio que participaria en la
interaccion entre el TfR1 y el Fab128.1. Se identificaron 24 residuos del Fab128.1 que
interaccionarian con 29 residuos del dominio apical del hTfR1; también segin este modelo de
acoplamiento, se pudo observar que el CDR-L2 no tendria una participacidn activa en la unién con el
hTfR1. Esto coincidiria con el modelado de carga electrostdtica de superficie ya que el CDR-L2 seria el
Unico que exhibe una carga neutra.

El bloqueo del sitio de unidn de un anticuerpo a una proteina que actua como ligando sobre un
receptor puede estar dada por varios mecanismos: a) Puede existir un solapamiento de las regiones
que intervienen en la unién entre ambas proteinas [236] o b) estas regiones pueden no solaparse en
absoluto y sin embargo las proteinas pueden competir por el sitio de unidn sobre la superficie del
receptor producto de un impedimento estérico entre ambas moléculas [237]. En este trabajo luego
de los analisis in silico para encontrar la regién que participa en la unién en el complejo Fab128.1-
hTfR1 y la comparacion del sitio de unién de la GP1 de MACV sobre hTfR1, pudimos identificar 11
residuos del sitio de unién del Fab128.1 que se solapan con el sitio de unién de la GP1 de MACV
sobre hTfR1. Esto sugiere que el Fab128.1 compite por el sitio de unién con la GP1 de los
Mamarenavirus patogénicos a través de un solapamiento de su sitio de unidn.

Por otro lado, se utilizé, la informacidn de los estudios de mutagénesis dirigida [92], los
residuos que estarian implicados en la unién con el hTfR1 a Fab128.1 y el alineamiento de secuencias
de hTfR1 y mTfR1, para realizar un estudio de los aminoacidos criticos que evitan la unién del
ch128.1 sobre el mTfR1. Se pudo observar, en primer lugar, que casi la totalidad de los residuos
sobre la superficie del hTfR1 que estarian involucrados en la interaccién con el Fab128.1 y los
residuos de raton implicados en la quimera hTfR1-mTfR1 en los experimentos de mutagénesis se
superponen (21 de 24 residuos) de los cuales 8 de ellos son diferentes en las secuencias de mTfR1 y
de humano. Este estudio sugiere que uno o varios de estos 8 residuos serian claves en la unién del

anticuerpo ch128.1 sobre el hTfR1.
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Si no se cuenta con la informacidn estructural de una proteina, existen herramientas
computacionales que nos permiten disefiar modelos estructurales tomando como referencias bases
de datos de estructuras resueltas conocidas [238]. Se realizé un modelo por homologia de la regién
variable Fv2014 utilizando la estructura del Fab128.1 como templado utilizando el servido SWISS-
MODEL [239]. Se pudo observar que el residuo de arginina R30 presente en Fv2016 no coincide en la
secuencia del Fv2014 donde en esta posicidn se ubica un residuo de acido aspartico. Esta mutacion
(R30D) se ubica en el CDR-L1 y daria como resultado el intercambio de un residuo electropositivo por
uno electronegativo. Un andlisis de modelado del potencial electrostatico de superficie revela la
aparicion de un parche electronegativo que perturbaria dramdticamente la region que participaria en
la interaccion con el hTfR1. Este andlisis podria explicar la ausencia de especificidad del scFv128.1-
2014 por el hTfR1.

Los inhibidores de entrada de virus constituyen un abordaje novedoso para el tratamiento de
enfermedades infecciosas. La identificacion de las moléculas de membrana responsables de la
internalizacién de los virus y los avances en la ingenieria de anticuerpos monoclonales ha permitido
llevar a esta estrategia a la clinica, mostrando evidencia de la factibilidad de este abordaje
terapéutico. En este trabajo hemos demostrado la factibilidad de desarrollar un fragmento de
anticuerpo dirigido contra el hTfR1 que permita bloquear la entrada de una familia de
Mamarenavirus causantes de las FHS (Figura 78). Los estudios estructurales realizados proveen la
base para futuras mejoras en las caracteristicas de la region variable del anticuerpo, y para su
eventual humanizacién. Queda pendiente la realizacion de estudios in vivo para estudiar la
optimizacion de la vida media y potencial toxicidad, y donde se demuestre la eficacia en modelos
relevantes. Sin embargo, estos estudios sientan las bases para el desarrollo de una terapia segura

contra una familia de graves enfermedades infecciosas de impacto regional.
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Figura 78. Modelo de bloqueo de la internalizacion de los Mamarenavirus causantes de las FHS por
Fab128.1. El fragmento monovalente Fab128.1 se une especificamente sobre el hTfR1 y compite con la GP1
de los Mamarenavirus causantes de las FHS por su sitio de unidn; blogqueando, de esta forma, la
internalizacion de los Mamarenavirus y evitando la infeccion de la célula huésped. Se muestran las estructuras
de los complejos hTfR1-GP1 de MACV (PDB: 3KAS), hTfR1-Fab128.1 (modelo de docking, hTfR1 3KAS vs.
estructura del Fab128.1 resuelta en este trabajo). También se muestra la estructura del complejo GP1/GP2 de
LASV conformada por tres subunidades GP1/GP2 (diferentes tonos de marrdn) y la superficie de LASV y
abierto (=100 nm de didmetro) [240], destacando la organizacién irregular de los complejos GP1/GP2 de
membrana, capa Z y densidad RNP (gris). Tanto el Mamarenavirus como los complejos GP1/GP2 y el hTfR1
(lateral de =10 nm) se muestran a escala.
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6. CONCLUSIONES
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El plasma de pacientes de FHA previene significativamente la internalizacién de pseudovirus de
JUNV hasta una dilucién de 1:2.000 (84%). Esto sugiere que el modelo in vitro de pseudovirus es
un modelo adecuado para evaluar la respuesta a agentes terapéuticos contra la FHA a pesar de
su menor sensibilidad con respecto al ensayo de formacién de placas.

Por otro lado, se observd que el plasma de pacientes de FHA previene en mucho menor medida
la internalizacion de pseudovirus de MACV y GTOV solo en una dilucién 1:20 (60 y 28%,
respectivamente). Esto sugiere que no seria factible el tratamiento eficaz de los pacientes con
FHB y Venezolana con este plasma.

En contraste, no se observd una actividad significativa sobre la internalizacidon de pseudovirus de
CHAV y SABV en presencia del plasma de pacientes FHA.

Se determind una correlacién significativa entre la identidad de las secuencias de las GP1 de
MACV, GTOV, SABV y CHAV con respecto a la de JUNV, con la capacidad del plasma de pacientes
de FHA de bloquear su internalizacion.

El sistema de pseudovirus seria una alternativa para detectar titulos de AcNT en plasmas de
pacientes convalecientes de las distintas FHS.

Se construyeron los vectores para generar un anticuerpo completo con isotipo IgG4 con la
region variable Fv2014 del anticuerpo 128.1 contra el hTfR1, se trasformaron células CHO-K1 y
se seleccionaron clones resistentes pero que no alcanzé una productividad detectable por ELISA.
Se construyd el vector para generar un fragmento simple cadena con la regién variable Fv2014
del anticuerpo 128.1, se transformaron bacterias, se indujo su expresion y luego de analisis in
silico de su carga, se logro optimizar las condiciones para su purificacion del scFv128.1-2014 por
cromatografia de afinidad.

Estudios por ELISA competitivo permitieron establecer que el scFv128.1-2014 no se une al
hTfR1. Por lo tanto, esto sugiere que hay diferencias en aminoacidos que impide la interaccion
con el receptor.

Se construyd el vector para generar un fragmento simple cadena con la regién variable Fv2016
del anticuerpo 128.1, se transformaron bacterias, se indujo su expresion, pero no se logrd
purificar el scFv128.1-2016 de forma soluble con buena productividad y pureza.

Se logré purificar con alta rendimiento y pureza el scFv128.1-2016 desnaturalizado proveniente
de cuerpos de inclusidn. Sin embargo, no se logré renaturalizar la proteina a su conformacion
nativa en forma soluble.

Se construyd el vector para generar una proteina de fusidon del scFv128-2016 con MBP. Se

transformaron bacterias, se indujo su expresién, pero no se lo logré purificar de forma soluble.
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Se logré purificar el fragmento monovalente del anticuerpo ch128.1 IgG1 (Fab128.1) con alta
pureza por cromatografia de afinidad seguido de SEC.

El fragmento Fab128.1 se une a sTfR1 por ELISA y por SEC, y a células que expresan hTfR1 en la
superficie en forma recombinante (CHO TRVb-1) y en forma nativa en células humanas (HEK-
293T7).

En contraste con lo observado con el plasma de pacientes convalecientes de FHA, el fragmento
Fab128.1 inhibe la internalizaciéon de pseudovirus de todos los Mamarenavirus causantes de las
FHS: MACV, GTOV, CHAV, SABV y JUNV.

Se determind en una curva dosis-respuesta que el Fab128.1 bloquea la internalizacion de los
pseudovirus de MACV, GTOV, CHAV, SABV y JUNV con un ICsgentre 1.63 —5.18 nM.

Se generaron cristales del fragmento Fab128.1 y mediante difraccién de rayos X se resolvié su
estructura atémica con una resolucién de 2,599 A.

Con esta estructura y la secuencia resuelta, se pudo determinar que la secuencia correcta de la
region variable del anticuerpo 128.1 es la Fv2016.

Se determind la estructura de los CDRs de la regién variable del anticuerpo 128.1, y por
modelado de cargas electrostaticas de superficie se identificé un bolsillo electropositivo en la
region variable que incluye a 5 de los 6 CDRs.

Se realizé el modelado por acoplamiento entre el Fab128.1 y el hTfR1 utilizando ClusPro y
Rosetta SnugDock y se identificd el sitio que participaria en la interaccidn entre ambas
moléculas. Se identificaron 24 residuos del Fab128.1 que interaccionarian con 29 residuos del
dominio apical del hTfR1.

Segun este modelo de acoplamiento, el CDR-L2 no participaria en la unién con el hTfR1. Esto
coincidiria con el modelado de carga electrostatica de superficie donde seria el Gnico que exhibe
una carga neutra.

El analisis computacional del modelado de acoplamiento de Fab128.1 con hTfR1, con la
estructura del complejo GP1IMACV-hTfR1, permitio identificar que 11 residuos del sitio de unién
del Fab128.1 se solapan con el sitio de unién de la GP1 de MACV sobre hTfR1. Esto sugiere que
el Fab128.1 competiria por el sitio de unién con la GP1 de los Mamarenavirus patogénicos.

Estos estudios de estructura-funcion proveen evidencia de un posible mecanismo por el cual el
anticuerpo monovalente contra el hTfR1 puede bloquear la interaccién de los Mamarenavirus
patogénicos con el receptor de entrada, y explicaria el bloqueo de la internalizacién de los

pseudovirus en presencia de los anticuerpos Fab128.1y el ch128.1.
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e Se realizé el modelado por homologia de la secuencia Fv2014 utilizando la estructura del
Fab128.1 como templado. Se pudo observar que el residuo R30 presente en Fv2016 no coincide
en la secuencia del Fv2014 donde en esta posicién se ubica una acido aspartico (R30D).

e La mutacién R30D se ubica en el CDR-L1 y consiste en el intercambio de un residuo
electropositivo por uno electronegativo. Un analisis de modelado del potencial electrostatico de
superficie revela la aparicién de un parche electronegativo que perturbaria dramdticamente la
region que participaria en la interaccion con el hTfR1. Este anadlisis podria explicar la ausencia de

especificidad del scFv128.1-2014 por el hTfR1.
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