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Anticuerpos de llama de dominio tinico como inhibidores intracelulares de una
toxina bacteriana

Resumen

Los camélidos poseen anticuerpos que carecen de cadena liviana y de una
fraccion de la cadena pesada. El sitio de unién al antigeno esta formado por el
dominio variable de la cadena pesada, denominado VHH. Su largo CDR3 resulta
especialmente apto para la unidén a epitopes concavos, como los sitios activos
enzimaticos. Salmonella tyhimurium es una bacteria intracelular patdgena que posee
una ADP-ribosiltransferasa denominada SpvB, esencial para la virulencia. SpvB
induce la depolimerizacion de los filamentos de actina, llevando a la muerte
celular. En este trabajo de Tesis, mostramos la generacion de una biblioteca de
expresion en fagos, a partir de linfocitos de llamas inmunizadas con el dominio
catalitico de SpvB, para obtener VHHs que reconocen a SpvB e inhiben su
actividad enzimatica. Los clones de VHHSs anti-SpvB se secuenciaron y clasificaron
de acuerdo al CDR3. Fueron seleccionados 5 clones, los cuales se expresaron y
purificaron como proteina recombinante. Mediante dos ensayos independientes,
mostramos que estos VHHs inhiben a SpvB. Uno de los ensayos nos permitid
cuantificar la relacion molar VHH:SpvB para lograr un 100% de inhibicion
identificando asi a VHH5, que inhibe a SpvB en relacion equimolar. Se
transfectaron macrofagos con VHHS5 y se infectaron con Salmonella typhimurium. El
analisis de las células por microscopia de fluorescencia mostré claramente que
VHHS5 expresado en el interior celular, tiene la capacidad de proteger su
citoesqueleto. Por otro lado, mediante la translocacion de SpvB al citoplasma,
realizamos un ensayo en células transfectadas con VHHS para discriminar el efecto
de SpvB de otros factores de virulencia. Los resultados mostraron que la expresion
intracelular de VHHS5 protege el citoesqueleto del efecto citopatico causado por
SpvB. Estos resultados constituyen una prueba de concepto sobre el uso de
anticuerpos de dominio tUnico de llama para la inhibicion de enzimas
intracelulares.

Palabras claves: anticuerpos de dominio unico, intrabodies, inhibidores
enzimaticos, Salmonella, SpvB.



Single-domain antibodies as intracellular inhibitors of a bacterial toxin

Abstract

Camelids produce unusual antibodies composed only of heavy chains. The
antigen combining site of these antibodies is formed solely by the heavy-chain
variable domain (VHH). Their CDR3s form long finger-like extensions that can
protrude into cavities on antigens, e.g. the active site crevice of enzymes. Salmonella
tyhimurium are pathogenic intracellular bacteria that express an ADP-
ribosyltransferase called SpvB, which is essential for its virulence. SpvB induces
the depolymerization of actin filaments leading to cell death. In the present work,
we show the generation of an expression phage library from SpvB-immunized
llama lymphocytes to obtain VHHSs that inhibit SpvB activity. SpvB-recognizing
VHHs clones were sequenced and classified according to their CDR3. Five
independent clones were isolated, and the VHH proteins codified by them were
expressed and purified. All VHHs were able to inhibit SpvB in two different
assays. We quantitatively analyzed the inhibition of SpvB activity by fluorescence
using pyrene-labelled actin as substrate. VHHS5 completely inhibited SpvB activity
in an equimolar ratio. Furthermore, VHH5 was subcloned in a vector for
eukaryotic expression. As such, eukaryotic cells were transfected and cells
expressing VHHb5 were infected with Salmonella typhimurium to test their effect on
virulence. Fluorescence microscopy analyses clearly showed that VHH5, when
expressed as an intrabody, effectively protected cells from wild type SpvB-
expressing strains of Salmonella. Transfected cells were also protected against the
cytotoxic activity of a translocation competent chimeric SpvB-C2 toxin. These
results constitute a proof of principle of the use of single domain antibodies for the
specific intracellular inhibition of normal or pathogenic enzymatic functions.

Key words: Single-domain antibodies, intrabodies, enzymatic inhibitors,
Salmonella, SpvB.
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Abreviaturas

ADN: acido desoxirribonucleico

ADNCc: ADN copia

Amp: ampicilina

ARNm: 4cido ribonucleico mensajero

CDR: region determinante de la complementariedad
CH: dominio constante de la cadena pesada

CI: cuerpos de inclusién

CL: dominio constante de la cadena liviana

DO: densidad 6ptica

Fab: fragmento de union al antigeno

Fc: fragmento cristalizable

FR: framework region; region de la cadena variable ubicada entre los CDRs
Fv: fragmento variable

hclgG: inmunoglobulina G de cadena pesada

HEL: lisozima de huevo de gallina

IFA: adyuvante incompleto de Freund

Ig: Inmunoglobulina
Kan: kanamicina
KDa: kilodalton

mAb: anticuerpo monoclonal



MBP: proteina de union a maltosa (maltose binding protein)
MOI: multiplicidad de infeccion (multiplicity of infection)
ON: toda la noche

OPD: ortofenildiamina

pb: pares de bases

PBS: buffer de fosfato salino

PBST: PBS + Tween

PM: peso molecular

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

scFv: fragmento variable de cadena tnica
sdAb: anticuerpo de dominio tnico

SDS-PAGE: gel de poliacrilamida desnaturalizante
SFB: suero fetal bovino

spv: plasmido de virulencia de Salmonella

spvB: gen que codifica para SpvB

Tet: Tetraciclina

VH: dominio variable de la cadena pesada

VHH: region variable de la cadena pesada en hclgG
VL: dominio variable de la cadena liviana

V-NAR: anticuerpo de cadena pesada de peces cartilaginosos
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LOS ANTICUERPOS

La funcién esencial del sistema inmunoldgico es generar una respuesta efectiva
contra los antigenos externos mientras evita reaccionar deletéreamente hacia los
antigenos propios. El sistema inmunologico de los vertebrados comprende al
sistema inmune innato y al sistema inmune adaptativo. El sistema inmune innato
constituye la primera linea de defensa contra los patdgenos, y es capaz de reconocer
a un numero limitado de estructuras moleculares de los patdogenos. El mismo esta
tilogenéticamente conservado y estd presente en casi todos los organismos
multicelulares, en muchos de los cuales es el tinico sistema inmunoldgico (1). La
respuesta inmune adaptativa, a diferencia de la innata, es capaz de modificarse
frente a exposiciones repetidas a un antigeno. El sistema inmune adaptativo esta
constituido por los cldsicamente llamados componente celular y componente
humoral. La respuesta inmune humoral se basa en la generaciéon de anticuerpos
(Inmunoglobulinas, Ig) por los linfocitos B. Las Igs son proteinas que funcionan
como adaptadoras entre el agente externo al cual reconocen especificamente y las
células o moléculas efectoras de la respuesta contra ese agente (2).

Los anticuerpos estdn formados por regiones constantes y regiones variables.
Estas ultimas tienen una gran variabilidad de secuencia; en el ser humano,
aproximadamente 10° tipos de regiones variables diferentes estan presentes en un
momento dado (3). Siendo esta regién la involucrada en el reconocimiento del
antigeno, se cuenta virtualmente con anticuerpos contra cualquier posible epitope
(determinante antigénico) existente. Esta variabilidad surge de mecanismos
combinatoriales y de procesos de mutacion (2)

Cada linfocito B realiza en estadios tempranos de su ontogenia, un armado de
la regidén variable del anticuerpo, por rearreglos en su ADN que recombinan los
llamados mini-genes. Este proceso combinatorial se realiza de manera independiente

en 2 regiones del genoma, una que corresponde a los genes de la cadena pesada de



las Igs, combinando un gen V, un gen D y un gen ], y otra que corresponde a la
cadena liviana, donde no hay mini-genes D, y por lo tanto, posee un menor namero
de combinaciones. Durante la unidn fisica de estos genes, se introducen nucleotidos
al azar, lo cual aumenta atin mas la variabilidad al cambiar el marco de lectura. Con
cada cadena, durante el proceso de recombinacién, se incluye la region constante
correspondiente. Estas dos cadenas polipeptidicas se unen, una vez expresadas, en el
reticulo endoplasmico del linfocito B, originando la molécula de anticuerpo. Las
regiones variables de la cadena pesada y de la cadena liviana (VH y VL,
respectivamente) conforman en conjunto el fragmento variable (Fv). Los linfocitos
con rearreglos productivos exponen la molécula de anticuerpo en la superficie
celular, y aquellos linfocitos que, en el contexto de los dérganos linfaticos periféricos
reconocen antigenos propios, sufren un proceso de seleccion negativa. Los clones de
linfocitos que pasan el proceso de seleccion tienen la capacidad de proliferar ante la
presencia del antigeno reconocido por su anticuerpo de superficie. Al producirse
esta union, en presencia de estimulos provenientes de los linfocitos T, se genera la
expansion de dichos clones, y su diferenciacion hacia células productoras de
anticuerpos —plasmocitos— que liberan grandes cantidades de anticuerpos solubles a
la circulacion sanguinea y linfatica. Ademas, durante las divisiones celulares se
introducen mutaciones en ciertos puntos de la region variable, principalmente en las
zonas que conforman los lazos o “loops” de contacto con el antigeno, llamadas
regiones determinantes de la complementariedad (CDR: complementarity-
determining regions). Este fenomeno se conoce como hipermutacién somatica y
aumenta la variabilidad, alterando la afinidad de los anticuerpos. Los anticuerpos
resultantes, nuevamente son seleccionados en funcion de su reactividad contra el
antigeno, proceso denominado seleccion clonal, enriqueciendo a la poblacion con los
clones con mayor afinidad por el antigeno. Este proceso conjunto de seleccién clonal
e hipermutacion somatica se conoce como maduraciéon de la afinidad y permite
generar anticuerpos altamente especificos, con afinidades que llegan a érdenes de

101 M.



Los linfocitos B maduros coexpresan en la membrana Igs de isotipo IgM e
IgD. Los linfocitos B activados por el contacto antigeno-anticuerpo y otras senales,
realizan un cambio o “switch” de isotipo. Los primeros anticuerpos secretados en
una respuesta humoral son siempre IgM, pero a medida que progresa la respuesta se
producen anticuerpos de igual especificidad antigénica pero de diversos isotipos.
Estos anticuerpos se generan por cambios en la region constante de la cadena
pesada, que inicialmente en las IgM es de tipo p. Luego, se produce el cambio hacia
cadenas de tipo y, generandose los anticuerpos de tipo IgG. La respuesta inmune
humoral estd mayormente mediada por anticuerpos de tipo IgG.
Concomitantemente, ocurre el proceso de maduracion de la afinidad.

Normalmente, los anticuerpos IgG de mamiferos son heterotetrameros,
formados por dos cadenas pesadas y dos livianas. Las cadenas pesadas estan
formadas por tres dominios constantes (CH1, CH2 y CH3) y un dominio variable
(VH) y estan unidas entre si por la region constante mediante puentes disulfuro
entre cisteinas conservadas. Las cadenas livianas estan formadas por un solo
dominio constante (CL) y un dominio variable (VL). La cadena pesada y la cadena
liviana estdn unidas por un puente disulfuro entre los dominios CH1 y CL e
interacciones no covalentes. La region variable de los anticuerpos, estructuralmente
consiste en un barril de hojas B. La estructura de cada dominio variable se encuentra
estabilizada por puentes disulfuro entre cisteinas conservadas. El barril de hojas f
estd constituido por el armazén o Framework (FR: framework region) y por los
CDRs. Los 6 CDRs -3 de cada cadena- forman la superficie de contacto con el
antigeno, la cual también puede incluir residuos de las regiones FR. En la mayoria
de los casos, los CDR3, y particularmente el CDR3 de la cadena pesada, forman la
mayor parte de los contactos con el antigeno (4).

Siendo los CDR loops relativamente flexibles, la superficie de contacto puede
adoptar geometrias diversas. Sin embargo, ciertas generalidades han surgido del
estudio de diferentes complejos antigeno-anticuerpo. Los primeros estudios

estructurales fueron realizados con anticuerpos anti-haptenos y la



complementariedad estructural entre las moléculas es tal, que se ajusta a un modelo
de “llave-cerradura”. En el caso de antigenos mas complejos, las geometrias
adoptadas varian. Para antigenos intermedios, como polipéptidos y carbohidratos,
se observa una topologia de tipo surco, mientras que para proteinas, la superficie es
principalmente plana (5). En estos casos, la metafora de “llave-cerradura” no se
aplica, y la superficie de contacto suele mostrar cambios en la orientacién de cadenas
laterales con respecto a la estructura del anticuerpo libre, en un marco compatible
con procesos de ajuste inducido (4) o de estabilizacion de conférmeros preexistentes
(4, 6). Tanto la flexibilidad de los CDRs, como la presencia de moléculas de agua en
la superficie de contacto, dificultan la prediccion de la complementariedad entre un
anticuerpo y un antigeno determinado mediante el estudio de sus topologias (6). En
el caso de antigenos peptidicos, se ha visto que la maduraciéon de la afinidad
conlleva cambios que aumentan la rigidez de los CDRs y, en antigenos proteicos, los
cambios aumentan la complementariedad y el drea de la superficie de contacto con
el epitope (7-8). Estos hallazgos indican que la maduracion de la afinidad esta

relacionada con un ajuste fino de la superficie de interaccion.

Uno de los principales objetivos de la ingenieria de anticuerpos es minimizar el
tamafno de las Igs para el desarrollo de drogas y, de esta manera, utilizar los
fragmentos de anticuerpos como herramientas terapéuticas (9). Un importante
avance fue el desarrollo de anticuerpos monoclonales obtenidos de ratones
inmunizados (10). Sin embargo, estos anticuerpos presentan ciertas caracteristicas
que dificultan su aplicacion terapéutica (11). Los anticuerpos monoclonales murinos
son inmunogénicos en humanos y pueden también generar reacciones alérgicas, por
lo tanto su administracion repetida a pacientes esta limitada. Por otro lado, su gran
tamafio y complejidad constituyen otras limitaciones, especialmente para la

produccion (12).



Posteriormente se desarrollaron a partir de la Ig de 150 KDa bivalente intacta,
pequenos fragmentos de unidn al antigeno tales como el Fab y el Fv. El Fab, de 50
KDa, esta formado por los dominios VH, VL y los dominios constantes CH1 y CL. El
Fv, de 25 KDa, estd formado por los dominios variables de ambas cadenas. Los
dominios del fragmento Fv se disocian facilmente y requieren el agregado de un
linker o puentes disulfuro para vincular ambas cadenas, formando asi un fragmento

Fv de tinica cadena (scFv: single chain Fv) Figura 1.

Figura 1. Representacion esquematica de una IgG convencional y de los fragmentos que se
pueden obtener a partir de la misma.

También pudieron ser aislados el VH y el VL como dominios unicos
monoméricos denomindndose anticuerpos de dominio tinico (sdAb: single domain

antibody) (9, 11-14).

Los avances tecnoldgicos en el disefio de fragmentos de anticuerpos in vitro de
alguna manera intentan imitar las estrategias de seleccion empleadas por el sistema
inmune. A partir de las bibliotecas de expresion es posible aislar muchos anticuerpos
diferentes contra virtualmente cualquier antigeno. Una de las herramientas mas

empleadas a partir de bibliotecas es el uso de display en fagos utilizando un
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bacteridfago filamentoso de E. coli. (15). Mediante esta técnica, los fragmentos de
anticuerpos son expuestos sobre la superficie del fago y los mismos pueden ser
seleccionados por unidn al antigeno. Luego, estos fagos son utilizados para infectar
bacterias donde los fragmentos de anticuerpos son expresados (16-17). Una de las
mas exitosas aplicaciones de esta técnica de display en fagos ha sido el aislamiento
de anticuerpos monoclonales a partir de grandes bibliotecas de fagos (17). A partir
del ADN gendmico y del ADNc pueden amplificarse repertorios grandes y diversos
de Fab, scFv o sdAbs para la construccion de bibliotecas y posterior seleccLa
ingenieria genética de display en fagos emula al linfocito B expresando al anticuerpo
sobre su superficie, teniendo a su vez el fenotipo y genotipo de la Ig (18). ién en
fagos.

Se pueden desarrollar tres tipos de bibliotecas de fagos: inmune, naive y
sintéticas. En las bibliotecas inmunes, el repertorio de fragmentos de anticuerpos
puede ser obtenido a partir de animales inmunizados (19), o de pacientes infectados.
La ventaja que tiene el desarrollo de este tipo de bibliotecas es la obtencion de una
gran proporcion de anticuerpos especificos y en general con elevada afinidad hacia
un antigeno determinado (16). Se han construido bibliotecas inmunes a partir de
especies diferentes, entre las cuales se incluyen ratones (19,21), humanos (22-23),
gallinas (24-25), conejos (26) y camélidos (27). Las bibliotecas naive son obtenidas a
partir del ARNm de IgM de animales no inmunizados. También se pueden disefiar
bibliotecas a partir de un repertorio naive de ARNm de IgD. La afinidad de los
anticuerpos seleccionados a partir de este tipo de bibliotecas es proporcional al
tamano de la misma; por ejemplo, para una biblioteca de tamafio 3x10” clones se
logran afinidades en el orden de 1047 M1 (28-29). Por ultimo, las bibliotecas sintéticas
son construidas artificialmente por ensamblado in vitro de los segmentos de genes V
y los segmentos de genes D-J. Muchas de estas bibliotecas son disenadas a partir del
CDR3 de la cadena pesada, introduciendo variaciones mediante sintesis al azar.
Eventualmente pueden obtenerse anticuerpos con afinidades en el orden nanomolar

a partir de este tipo de bibliotecas (16). Sin embargo, deben analizarse previamente a



la construccion de la biblioteca ciertas caracteristicas de los fragmentos a sintetizar,
como por ejemplo solubilidad, estabilidad, etc. Esta estrategia ha sido aplicada con
éxito para insertar loops variables en proteinas no derivadas de Ig tales como
tetranectinas, dominios de proteina A y lipocalinas (11). Otro método que ha sido
descripto es el display y seleccion en ribosomas, en los cuales las proteinas son
totalmente traducidas in vitro (30-31).

Las cadenas pesadas y los dominios VH son capaces de unirse al antigeno atin
sin la presencia de cadenas livianas, como sucede naturalmente en camélidos. Sin
embargo, las estructuras de los complejos antigeno-anticuerpo indican que son
importantes las interacciones que ambos dominios hacen con el antigeno, teniendo el
dominio VL el rol de otorgar diversidad estructural (32-35) por ejemplo
incrementando la superficie de interaccion con el antigeno. Se hicieron bibliotecas
combinando a los dominios VH con un dominio VL proveniente de un tnico gen
(36-37). Dependiendo de la técnica utilizada para realizar esta combinacion, se

obtendran diferentes diversidades estructurales y tamanos de repertorios.

Existe una diversidad de métodos de seleccién para aislar los fagos (clones)
que se unen especificamente al antigeno, de aquéllos que no se unen. Estos incluyen
el antigeno inmovilizado sobre una superficie sdlida, columnas o biosensor (19, 29,
38), seleccion utilizando el antigeno biotinilado (39), sobre células procariotas (40) o
células eucariotas (23), seleccion sustractiva usando procedimientos de sorting (41),
enriquecimientos sobre tejidos o piezas de tejidos (42) y utilizando animales vivos

(43).

El tamano de las bibliotecas combinatoriales de fragmentos Fv o scFv debe ser
del orden de 10 a 10" clones, ya que no todos los dominios VH se combinan
eficientemente con un dado dominio VL y viceversa. La interfaz VH:VL contiene
muchos aminodcidos variables, lo que restringe la posibilidad estructural de

combinaciones posibles. Por ello, para lograr anticuerpos especificos con afinidades



altas, se debe aumentar mucho la diversidad combinatorial, es decir el tamano de la
biblioteca. Para un laboratorio estandar en el uso de técnicas de biologia molecular,
lograr bibliotecas de ese tamafo constituye un desafio mayusculo. Este hecho es una

de las limitaciones mas importantes para el uso extendido de esta técnica (12).

En algunos peces cartilaginosos, como los tiburones, existen anticuerpos
naturales formados tinicamente por cadenas pesadas, lo cual permitio aislar sdAb,
denomindndose a estos fragmentos V-NAR (11, 44-45). En el afio 1993 se
descubrieron los anticuerpos de cadena pesada de camélidos (46), surgiendo asi una
interesante alternativa para el desarrollo de fragmentos de unioén al antigeno de

pequeno tamano.

ANTICUERPOS DE CADENA PESADA DE CAMELIDOS

Los camélidos son una familia de mamiferos artiodactilos (flia. Camelidae,
orden Artiodactyla) pertenecientes al suborden Tylopoda, de los cuales actualmente
existen tres géneros (Lama, Vicugna, Camelus). La diferenciacion y especiacion de
estos animales ha sido producto de un largo y complejo proceso evolutivo de
millones de afos. Las especies actuales tuvieron su origen en América del Norte en
el Eoceno tardio, hace unos 40 millones de afios. Algunos grupos migraron a través
del Estrecho de Bering desde América del Norte a Eurasia, extendiéndose por toda
Europa, Africa y China (camellos). Por otro lado, otros grupos, pasando por el Istmo
de Panamd, invadieron las planicies y pampas de América del Sur (llamas y vicufias)
(47). Los camélidos poseen gran importancia economica debido al uso de su lana,
piel y fibra, y como fuente de alimento y de transporte en ambientes deshabitados
por el hombre como es el desierto de Gobi. En los ultimos 15 afios el sistema

inmunoldgico de los camélidos también ha sido un tema de gran interés. En el afio



1993, pudieron detectarse en el suero de camélidos, mediante cromatografia de
afinidad sobre proteina A y proteina G, tres fracciones de IgG: una correspondiente
a la IgG1 heterodimérica con una cadena pesada de 50 KDa y una liviana de 30 KDa,
y dos fracciones homodiméricas de 45 KDa y 43 KDa correspondientes a las IgG2 e
IgG3, respectivamente. Fue de gran sorpresa la aparicién una tnica fraccion en los
isotipos IgG2 e IgG3, por lo tanto se planted la hipdtesis de que ambos carecian de
cadenas livianas. Posteriormente, esta hipotesis pudo ser confirmada mediante el
analisis del suero por columna de filtracion molecular. Fue entonces a partir de estos
resultados que se concluy6 que los camélidos poseen, ademas de los anticuerpos IgG
convencionales heterotetraméricos, al menos 2 isotipos de IgG homodiméricos que
constan tnicamente de cadenas pesadas (46). En estos anticuerpos, llamados IgG de
cadena pesada (heavy chain IgG: hclgG), se observan dos tipos de regiones
constantes de cadena pesada, una con una region bisagra notoriamente mas larga
que la otra, lo que permitié distinguir la existencia de los isotipos IgG2 e IgG3. Las
IgG convencionales Uunicamente constituyen el isotipo IgGl. En las hclgG, el
fragmento Fv queda formado tnicamente por la region variable de la cadena
pesada, y se denomina VHH (48-49) (Figura 2). Estudios comparativos sobre
camélidos del viejo mundo (camellos) y del nuevo mundo (llamas y vicunas)
mostraron que las hcIgG componen el 50% de los anticuerpos presentes en el suero
de camellos y que en las especies del nuevo mundo esa proporcién es un poco

menor, aproximadamente del 25%-45% (46, 50).
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Figura 2: Distintos isotipos de IgG de camélidos. A: Estructura de IgGs convencionales de
camélidos, esencialmente idénticas a las otras IgGs de mamiferos. A la izquierda se muestra
un esquema de la molecula de IgG, denominado isotipo IgG1 en camélidos. Se indican los
fragmentos en los que se puede subdividir la molécula. A la derecha, se muestra un modelo
tridimensional de la estructura cristalografica de una molécula de IgG, con la misma
coloracion que el esquema. Turquesa: regiones CH. Verde: Regiones VH. Marron: Regiones
CL. Naranja: Regiones VL. B: Estrucutra de las IgG de cadena pesada (hclgG) de camélidos.
El isotipo IgG2 tiene una region bisagra considerablemente mayor que el isotipo IgG3.
Notese la falta del dominio CH1 en ambos isotipos. El fragmento VHH de unién al antigeno
consta de una sola cadena polipeptidica. La clave de color es la misma que para A).

Existen en camélidos nueve genes vy, de los cuales cinco son funcionales en el
rearreglo de genes para la region constante de las Igs. Dos de estos genes (yla y y1b)
codifican para las Igs convencionales (IgGla e IgG1b) y todo el ADNc analizado del

gen Yy contiene al exdon CHI. Los otros tres genes (y2a, y2c y v3), codifican para las
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hclgG y tienen ausente el exén CH1 en su ADNc. Dos de ellos, y2a y y2c, codifican
para una region bisagra de 12 y 15 aminodcidos, respectivamente y el gen y3 para
una region bisagra de 35 aminoacidos. Esto explica la diferencia en el peso molecular
entre estas subclases cuando fueron analizadas sobre proteina A/G. Por lo tanto, los
camélidos poseen dos isotipos convencionales (IgGla y IgGlb) y tres isotipos de
hclgG correspondientes a IgG2a, IgG2c e IgG3. Los otros cuatro genes y estan
presentes en la linea germinal pero no han sido encontrados en el rearreglo
genomico ni tampoco en el ADNc (51). En las hclgGs, el dominio Fv esta vinculado
directamente a través de la region bisagra a los dominios CH2 y CH3. El andlisis del
gen y2a y de dos isotipos IgG de llamas obtenidos a partir de bibliotecas gendmicas
revelé que los genes que codifican para el dominio CH1 estdn presentes en el
genoma de camélidos, pero el extremo 3’ del exén posee mutaciones puntuales
responsables de la eliminacién de la secuencia que codifica para el dominio CH1
durante el splicing del ARNm (49, 52). El hecho de que las especies pertenecientes a
la familia Camelidae utilicen un mecanismo comun para eliminar el dominio CHI,
indica que las hclgGs provienen de un ancestro en comun (49).

Los genes y de las regiones constantes de las hclgG tienen la tipica
organizacion génica de las IgG de mamiferos, incluyendo el largo conservado de
dominios homdlogos e intrones (53-54). Cada gen que codifica para la region
constante tiene cuatro exones conocidos como CH], la region bisagra, CH2 y CH3, y
dos exones de unién a transmembrana (53). Todos los genes y de las hclgG
conservan la secuencia de nucledtidos CH1, pero en todos ellos el exon CH1 tiene
presente la mutacion puntual en el extremo 3, el cual es un elemento clave para la
pérdida del primer dominio constante (51, 53). También estdn conservados los
residuos claves de las principales funciones efectoras de las IgG y los sitios de
glicosilacion (52-53, 55) .

En las hclgGs, VHH es el minimo fragmento funcional de union al antigeno
que se puede obtener derivado de una Ig (48-49). El proceso combinatorial de la

region variable en los hclgG se realiza de la misma manera que en las IgG
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convencionales, es decir, por recombinacion de los genes V-D-], en donde el gen V
codifica para el CDR1 y CDR2 y el CDR3 es codificado por la combinacion los
genes V-D-] (54, 56-57).

El repertorio VH-VHH de la linea germinal de los camélidos fue evaluado por
Southern blot y por clonado y secuenciacion multiple de los genes de la linea
germinal. La base de datos conteniendo 92 segmentos de genes V establece que los
camélidos poseen, por un lado, 42 genes unicos de la linea germinal de VHHSs y 50
genes de VH convencionales. La identificacion de la linea germinal de los camélidos
demostro que existen genes V especificos para VHHs distintos de los utilizados en el
repertorio de las IgG convencionales. Sin embargo, los genes D y ] son comunes para
ambos tipos de anticuerpos (51, 58-59). El andlisis de las regiones flanqueantes indica
que el dominio VHHs tiene todos los elementos esenciales y conservados tipicos de
un dominio V, incluyendo la regién promotora conservada de las Igs y también la
secuencia sefial de recombinacion (RSS). Esto apoya la hipotesis de que los genes de
la linea germinal de VHHSs participan en el rearreglo somatico de genes V-D-J de las
Igs durante la diferenciacion de las células B (53).

Se demostro que en el genoma de las alpacas existe un tnico locus de la cadena
pesada de la Ig, que contiene todos los elementos genéticos necesarios para la
generacion de los dos tipos de Igs presenten en el sistema inmune de los camélidos
(60). Sin embargo, atin no se ha determinado si en camélidos existen uno o dos
precursores de linfocitos B para dar lugar a células productoras de VH o de VHH.
Una posibilidad es que en un tnico precursor se produzca un rearreglo que
azarosamente dé lugar a la generacion de un VH o un VHH y que asi, la naturaleza
del primer rearreglo productivo determine el destino del linfocito B. Una hipdtesis
alternativa seria que los dos tipos de IgGs se expresen en dos linajes separados,
originados de dos precursores independientes en los cuales el rearreglo del gen V ya

esta definido.
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Las evidencias genéticas demuestran que las hclgG son codificadas por un
conjunto separado de genes V y genes Cy en los camélidos. Sin embargo, no se
descarta la posibilidad de que una porcion de las hclgG sea derivada somaticamente
a partir de genes VH, dado que los genes que codifican para ambos tipos de
inmunoglobulinas forman parte del mismo locus (51). La organizacién del genoma
en el locus de la cadena pesada en los camélidos se espera que siga una tipica
estructura multigénica: (V)a-(D)n-(Ju)n-(Cr)n como se presenta en otras especies (61-

62).

La estructura general y el plegado del dominio VHH no es diferente de la del
dominio VH de las IgGs convencionales; tienen también una estructura de barril 3,
formada por nueve cadenas P que son plegadas en dos hojas que se juntan unas con
otras y estan estabilizadas por un puente disulfuro conservado. Se forman asi 4
regiones FR unidas por las 3 regiones CDR que conforman el sitio de combinaciéon
antigénico (49). Sin embargo, algunas diferencias se evidencian como son las
sustituciones localizadas en el FR2. En los dominios VH los residuos que estan
ubicados en esa regidén interactian con el domino VL y estdn conservados
evolutivamente (63). Cuatro sustituciones fueron reportadas en el FR2 de VHHs:
V37E-Y; G44Q-E; L45R-C, W47G (48, 55), las cuales estan incluidas en la linea
germinal (52, 59) y hacen que esta region del dominio sea una zona con
caracteristicas hidrofilicas (49, 59). Estas sustituciones en VHHSs explicarian la falta
de union a la cadena liviana en estos anticuerpos. La presencia constante de estas
sustituciones en el FR2 de VHHs (48) y su importancia estructural (64), permite
clasificar a VHHSs en una nueva familia, denominada Vu3H para distinguirlos de la

familia Vh3 de las IgG convencionales (58).

Es posible crear dominios camelizados a partir de dominios VH de Igs
convencionales que alcancen elevada solubilidad introduciendo un ntiimero muy

limitado de mutaciones en aquellos residuos que contactan con el dominio VL,
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imitando de alguna manera a los residuos presentes en VHHs de los camélidos. Se
ha demostrado que al sustituir 3 aminoacidos en los FR2 de VH humanos con los
aminodcidos presentes en VHHs de camélidos, se logra un mejor plegamiento y
solubilidad. El aspecto mads atractivo de este dominio camelizado es la posibilidad
de utilizar el dominio VH de humanos en aplicaciones terapéuticas debido a su baja
inmunogenicidad (65-66). Se han obtenido dominios camelizados que se expresan en
células eucariotas a partir de fragmentos VH de Igs de conejos con un correcto
plegado en un ambiente reductor. Por ejemplo, se ha generado un anticuerpo
camelizado derivado de una Ig de conejo con especificidad para la proteina Vif del
virus de inmunodeficiencia humana (HIV). Mediante la mutacion de 5 aminoacidos
se logré producir un anticuerpo de alta solubilidad, que no se une a la cadena liviana
y mantiene su especificidad. Los resultados muestran que este anticuerpo es capaz

de bloquear a Vif neutralizando la infeccion viral (67).

Si bien las regiones de los FR1 y FR3 de VHHs tienen un alto grado de
homologia con las regiones FR de los VH de las Igs convencionales de camélidos,
humano y raton (59), existen aminoacidos conservados en algunos VHH como por
ejemplo (de VH a VHH): L11S, P14A y A83P. En los dominios VH, los residuos L11,
P14, A83 se encuentran localizados en la regién opuesta del sitio de union al
antigeno, y por lo tanto pueden contactar con el dominio CH1 (68); ademas, el
residuo L11 forma parte de la unidn-articulacion (ball-and-socket joint) entre los
dominios VH y CH1 (69). En las hclgG, al estar ausente el dominio CH1, es probable
que los aminodcidos de esta region estén expuestos al solvente. El incremento en la
hidrofilicidad provocado por la sustitucion L11S ayuda a mantener el dominio VHH
soluble (48, 55, 70).

Ademas de las diferencias establecidas en los FRs, las regiones hipervariables
de los VHH también presentan grandes diferencias con respecto al dominio VH de

las Igs convencionales. En los dominios VHHs, el sitio de combinacion antigénico se
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forma con solo 3, en lugar de 6, loops CDR. Estas regiones, principalmente el CDR1
y CDR3, en promedio son mas largas en los VHH que en los dominios VH.

El CDR1 de los dominios VH normalmente involucra los residuos 31-35 (71),
pero en los VHH esta region se alarga, involucrando los residuos 27-35. En la linea
germinal de los VHH estdn presentes dos nuevas regiones propensas a sufrir
mutaciones (hotspots). Estas mutaciones en la linea germinal conducen a
sustituciones de aminodcidos (por ejemplo F27Y y F29Y), causando efectos
importantes en el CDR1 como son nuevas conformaciones del loop, ampliando de
esta manera el repertorio estructural de los VHH; otras mutaciones pueden provocar
una sutil modificacion en la superficie que podria mejorar la interaccion del VHH
con el antigeno. La presencia de hotspots en los codones 27 y 29 en la linea germinal
de los VHH, convierte a esa regioén en una zona con elevada variabilidad y ademas,
de gran importancia en la interaccion con el antigeno (49, 59). Estudios
cristalograficos de dos VHH en complejo con su antigeno demuestran como los
aminodacidos localizados en esa zona del CDR1 interaccionan con el antigeno (64, 72).
Ademas, el analisis de la estructura cristalografica de un VHH libre de antigeno
contra la hormona gonadotrofina coriénica humana (hCG) muestra claramente como
el loop CDR1 es expuesto al solvente y forma una estructura que protruye
ligeramente (73). Se ha propuesto como alternativa, en la construccion de bibliotecas
sintéticas, variar estos aminodcidos (65, 74), para incrementar el repertorio de

anticuerpos y de esta manera encontrar mas candidatos de unién a su antigeno (59).

Estudios comparativos sobre estructuras de anticuerpos indican que existe un
namero limitado de conformaciones candnicas para las regiones hipervariables, a
excepcion del CDR3 de la cadena pesada que no asume ninguna de las
conformaciones establecidas (64, 75-77). Los atomos de la cadena principal de los
CDRs adoptan algunas de las posibles estructuras canonicas establecidas, las cuales
dependen del largo del CDR y de la ubicacion de residuos claves presentes en

determinadas posiciones (75-76, 78). Se determind que las estructuras canonicas del
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CDR1 y del CDR2 de los dominios VH aparecieron muy tempranamente durante la
evolucion del sistema inmune, debido a la presencia de residuos claves conservados
en humanos y peces cartilaginosos, especies muy distanciadas filogenéticamente
(72). Basandonos en algunas estructuras cristalograficas resueltas, como por ejemplo
un VHH contra anhidrasa carbonica, el CDR1 adopta una de las estructuras
candnicas ya establecidas tanto en el VHH libre como en complejo con su antigeno
(70); sin embargo, otras estructuras cristalograficas revelan que esta regiéon no
adopta ninguna de las estructuras canonicas predichas (64,79,73,80). Inclusive, se ha
propuesto un nuevo tipo de estructura canonica para el CDR1 de VHH denominada

tipo 4 (70, 79).

La arquitectura del CDR2 de VHHSs es mas variable que la de los dominios
VH (70), pero en todas las estructuras resueltas se le atribuyen estructuras canonicas
establecidas. El andlisis estructural muestra que estos CDR tienen un repertorio
estructural mas amplio que el observado para los VH convencionales (49), pero es
necesario obtener mas cantidad de estructuras cristalizadas, ya que el conjunto de

estructuras disponibles es limitado (70).

Los fragmentos VHHs, ademas de tener las cisteinas conservadas C22 y C92,
presentes también en todos los dominios VH, presentan frecuentemente puentes
disulfuro adicionales que unen sus CDRs. Los puentes disulfuro se forman
generalmente entre el CDR3 y el CDR1 o CDR2, aunque a veces, dependiendo de las
especies, las uniones pueden variar. En llamas se forman puentes disulfuro entre el
CDR3 y la C33 o C50 del CDR2, y en camellos entre el CDR3 y la Cys45 del FR2. En
CDRs de corta longitud en llamas, es poco probable encontrar residuos cisteina
extras (55, 73). La formacion de puentes disulfuro adicionales restringe la
flexibilidad y permite disminuir la penalidad entrdpica relacionada con la union al
antigeno de estos CDRs largos (49, 64); ademas brindan estabilidad al dominio y

generan la formacidn de nuevos loops, aumentando de esta manera el repertorio de
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paratope de union al antigeno (59). Aunque son casos excepcionales, se han
encontrado residuos cisteina en los CDRs de IgG de bovinos (81), de ratones y de
humanos (71).

El CDR3, por otro lado, alcanza significativamente mayor longitud en estos
fragmentos VHHs que en los VH de las Igs convencionales. El largo promedio del
CDR3 de los dominios VH de humanos y ratones es de 12 y 9 aminodcidos,
respectivamente (82), mientras que en camélidos el CDR3 de los VHHs alcanza un
largo promedio de entre 16 y 18 aminodcidos, con excepcion de los de llamas, que
pueden tener un tamafio menor (55, 73). Incluso, se ha reportado que el CDR3 de un
VHH inhibitorio contra lisozima de huevo de gallina (HEL) alcanza una longitud de
24 aminodcidos (64). Se ha demostrado con detalle para este VHH, que el CDR3, con
su mayor longitud, puede adoptar una estructura que protruye del sitio de
combinacion, entra en el sitio activo y realiza una mimica molecular del
oligosacdrido sustrato de la lisozima, tanto a nivel funcional como estructural (83).
Estructuras cristalizadas, muestran que 6 de 8 VHH contra HEL, con CDR3 largos y
convexos, reconocen dos epitopes superpuestos que abarcan una gran cavidad, sitio
donde se une el sustrato de la enzima (84). La generacion de péptidos sintéticos a
partir de VHH contra HEL, y aquéllos formados por los mismos residuos que el
CDR3 del fragmento natural mostraron afinidad por el antigeno y resultaron
inhibidores competitivos (49). También se demostrd que otros VHHs con CDR3 mas
cortos, obtenidos contra enzimas como la anhidrasa carboénica, a-amilasa y [3-
lactamasa se unen al sitio activo, bloqueando la actividad catalitica de la enzima. En
este mismo trabajo, las hclgG obtenidas contra [(-lactamasa, a diferencia del
fragmento VHH, no tuvieron capacidad inhibitoria (85-86).

Por lo tanto, el CDR3 posee la extraordinaria capacidad de formar estructuras
largas y convexas que ofrecen gran superficie de interaccion, permitiendo que se
extienda dentro de cavidades o hendiduras presentes en el antigeno. Este tipo de
geometria se encuentra poco representada en las IgGs convencionales; en general se

ha visto que los anticuerpos inhibitorios de tipo convencional tienen CDRs planares
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y funcionan por impedimento estérico y disminucion de la movilidad del sitio activo
(5, 87). Dado que los 3 CDRs de los VHHs tienen una gran variabilidad estructural,
mayor longitud y adoptan estructuras convexas, y ademas, principalmente a través
del CDR3, se unen preferencialmente a cavidades del antigeno, se considera que los
fragmentos VHH son muy buenos candidatos para ser utilizados como inhibidores
enzimaticos (64, 84-85). Al carecer de cadenas livianas y estar formados por una
unica cadena polipeptidica, los VHHs son muy atractivos para ser utilizados en
ingenieria de proteinas. Es posible clonar estos fragmentos en bibliotecas de
expresion en bacteriofagos, de manera mucho mas sencilla que las equivalentes
bibliotecas de anticuerpos convencionales. El tamafio necesario para cubrir la
diversidad natural es menor, ya que no hay diversidad combinatorial. Esto facilita
mucho su construccidon, en comparacion con una biblioteca de anticuerpos
convencionales, que requiere la combinacion de los dominios VH y VL. Por esta
razdn se necesitan bibliotecas de menor tamano (10¢ a 108 clones) para obtener varios

clones de alta afinidad y especificidad para el antigeno deseado (49).

El repertorio de los VHHSs es obtenido por PCR utilizando un solo set de
primers a partir de linfocitos B presentes en la sangre, nddulos linfaticos o de bazo
de animales inmunizados. El repertorio de los VHHSs puede ser clonado en un vector
para fagos y los VHHSs especificos pueden ser seleccionados por varios métodos
(panning) (16-17). Una vez seleccionados, los fragmentos de interés pueden ser
expresados en forma recombinante lo cual se ve también ampliamente facilitado por
las caracteristicas intrinsecas de los VHHs. La expresion de los VHHSs recombinantes
origina una proteina de dominio tnico de aproximadamente 15 KDa, mucho mas
pequeno que los fragmentos Fab, scFv o Fv; ademas son faciles de expresar y
purificar a partir del espacio periplasmatico de E. coli (88), compartimento donde las
proteinas son correctamente plegadas ya que el medio ambiente oxidativo estimula

la formacion de puentes disulfuro generandose asi un VHH funcional. También se
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ha reportado que los VHHs obtenidos a partir de cuerpos de inclusion pueden
replegarse facilmente (49). El rendimiento es mas elevado que el obtenido para los
scFv (27), y se pueden expresar en otros sistemas como levaduras, plantas y células
eucariotas (89). Estudios comparativos de VHH y scFv o Fab muestran que los
primeros tienen mejor solubilidad, elevada resistencia a prolongadas incubaciones a
37°C y que las afinidades tienen valores en el rango nanomolar al igual que en los
anticuerpos convencionales obtenidos para los mismos antigenos (27). También se
ha demostrado que los VHHSs se unen especificamente a su antigeno a temperaturas

extremas como 90°C (90).

En resumen, en camélidos el repertorio estructural de los VHH es ampliamente
diversificado por una mayor longitud en los CDR1 y CDR3, lo que permite una gran
plasticidad para el remodelado del paratope, introduccion de puentes disulfuro
adicionales y alta tasa de mutacion somatica. Ademas se observa una alta incidencia
de inserciones-deleciones y reemplazo de genes (51, 59). Los VHHSs son considerados
una herramienta importante para el disefio de drogas o compuestos (91), por varias
razones: son mas faciles de obtener, tienen un menor tamafo, alta afinidad y
especificidad por su antigeno y se obtienen altos niveles de expresién, mayor
estabilidad y solubilidad. Estas caracteristicas hacen de estos fragmentos una

herramienta ideal para varias aplicaciones biotecnoldgicas y terapéuticas.
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APLICACIONES DE VHHS

Es légico elegir anticuerpos para el uso de compuestos terapéuticos dado que
son moléculas naturales que han evolucionado de los vertebrados protegiendo al
organismo de infecciones, células malignas y toxinas (11). Se ha reportado que el
fragmento Fab es capaz de penetrar en tejidos densos, como por ejemplo tumores
solidos, y se ha reportado que los scFv pueden resultar aun mas efectivos (92). Por lo
tanto, la reduccién del tamafio a dominios inicos monomeéricos (sdAb), como VH y
VL teodricamente deberian hacerlos mas potentes en este aspecto. Sin embargo debe
tenerse en cuenta que la eliminacion de una de las partes podria disminuir la
afinidad por su antigeno (93), en comparacion con el domino Fv original a partir del
cual el VH es derivado (94). También, estd bien establecido que los dominios VH
aislados mantienen una actividad residual de unién al antigeno (95-96) y es comun
observar que los mismos tiendan a agregarse debido a la gran superficie hidrofobica

expuesta al solvente en el lado que contacta con el dominio VL (11).

Los hclgG generados naturalmente a partir de camélidos, principalmente los
dominios unicos VHH, son empleados en un amplio espectro de aplicaciones
terapéuticas. Los blancos potenciales incluyen desde proteinas de la superficie
celular tanto de células eucariotas como de bacterias patdgenas, toxinas, venenos,

citoquinas, otras proteinas secretadas, e incluso proteinas intracelulares (11, 44).

Las construcciones multivalentes y multiespecificas son disefiadas con el fin
de aumentar la funcionalidad de un fragmento de anticuerpo mejorando la unién al
antigeno a través de efectos de avidez, por el aumento de la especificidad o por el
entrecruzamiento de dos antigenos (11). A partir de VHHs, este tipo de
construcciones son mas faciles de obtener comparando con los scFv, y las mismas

permanecen activas e intactas en el plasma a 37°C por largos periodos de tiempo
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(86). La aplicacion pre-clinica de VHHs obtenidos contra el factor de necrosis
tumoral (TNF) fue explorada como antagonistas en un modelo de ratdén de artritis
reumatoidea (AR). La construccion bivalente de VHHs contra TNF humano mostro
un incremento en la avidez y gran potencial como antagonista, excediendo incluso a
los anticuerpos anti-TNF usados clinicamente en AR (97). Por otro lado, se
seleccionaron y caracterizaron VHH con funcién antagonista contra el receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) asociado al desarrollo de tumores solidos.
Los VHHs seleccionados inhiben la union del EGF a su receptor (EGFR) sin actuar
como agonista del mismo (12).

A partir de bibliotecas de llamas no inmunizadas se han podido obtener VHH
especificos contra algunas toxinas bacterianas como la toxina del codlera, la
enterotoxina B estafilococica y la neurotoxina botulinica A (98-99). A partir de VHH
monomeéricos, VHH bivalentes y VHH quiméricos (la forma bivalente unida a un Fc
de humano) se logré neutralizar una toxina de escorpion, brindando una importante
aplicacion en sueroterapia (100).También se han obtenido VHH contra fimbrias de
la superficie de E. coli F4 que bloquean la adhesion de las bacterias a las células
hospedadoras. La aplicaciéon de altas dosis de este VHH en cerdos infectados redujo
la diarrea inducida por la bacteria (101).

Muchas companias producen fragmentos sdAbs dirigidos contra una amplia
variedad de antigenos, todos con importantes aplicaciones terapéuticas. Entre estas
companias, se encuentran Ablynx, que produce sdAbs a partir de anticuerpos de
camélidos, Haptogen y Wyeth a partir de anticuerpos de tiburones, y Arana,
Domantis y GSK, a partir de anticuerpos de humanos.

Los fragmentos sdAb poseen la limitacién de no poder atravesar la membrana
celular y por lo tanto no es posible utilizarlos contra antigenos intracelulares. Se han
desarrollado dos estrategias para permitir el acceso de los sdAb al medio
intracelular: la fusiéon a péptidos que permiten la translocacion a través de la
membrana y, por otro lado, la transfeccion de células con construcciones de ADN

que codifiquen para el sdAb. La eficiencia de translocacion de sdAb a través de la
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membrana resulta muy variable (44, 102-103), por eso la estrategia de transfeccion y

expresion del sdAb es una alternativa interesante.

Se define a los intrabodies como moléculas de anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos disefiados para ser expresados intracelularmente y ejercer su funcion en
determinados compartimentos sub-celulares. Estos anticuerpos son usados como
herramientas biotecnologicas para interrumpir, modular o definir funciones de un
amplio rango de antigenos. Se ha estudiado el efecto de los intrabodies en modelos
de cancer, de infeccion por el HIV y de enfermedades autoinmunes y
neurodegenerativas (104). Algunos blancos de los intrabodies analizados fueron
proteinas estructurales, regulatorias y enzimas del HIV y se ha observado que
pueden modular tanto eventos tempranos como tardios del ciclo viral (105). A pesar
de que los scFv son los fragmentos mas cominmente empleados para la expresion
en el citoplasma de células eucariotas y son utilizados como agentes terapéuticos
(106), existen inconvenientes como el plegado incorrecto, baja solubilidad, corta vida
media de la proteina y elevada tendencia a la agregacion (107-108). Un problema
asociado con la expresion de los intrabodies surge por el estado redox de los
compartimentos subcelulares debido a que la formacién de puentes disulfuro en los
scFv se ve gravemente comprometida, conduciendo a intrabodies no funcionales
(106, 109-110). Varias estrategias son empleadas para mejorar la estabilidad de estos
fragmentos como son la ingenieria genética, la seleccion de fragmentos de
anticuerpos a partir de bibliotecas de intrabodies (106, 108, 111) y el empleo de
chaperonas (112-113). En algunos casos, la fusién de intrabodies con la proteina de
unién a maltosa (maltosa binding protein, MBP) de E. coli aumenta su solubilidad y
estabilidad (112, 114). Se han utilizado sdAds como VL (115) y VH (116) como
intrabodies, y los mismos tienen mas elevada estabilidad, solubilidad y mayores

niveles de expresion que los scFv (117).
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El uso de VHHs resulta una alternativa prometedora en el disefio de
intrabodies debido a su elevada estabilidad y excelente plegado bajo condiciones
extremas. Por tal motivo, VHHSs fusionados a proteinas fluorescentes (choromobody-
intrabody) son expresados en diferentes compartimentos y estructuras subcelulares
de células eucariotas, y pueden reconocer diversos epitopes, incluyendo antigenos
que se expresan en bajas concentraciones (118). Por otro lado, VHHs especificos
contra la proteina S del virus de la hepatitis B son expresados en el reticulo
endoplasmico y causan una marcada reduccidon en la concentracion de particulas
virales tanto en modelos in vitro como in vivo (119). A su vez, VHHs contra un
retrovirus porcino, expresados en el citoplasma, bloquean la replicacion viral e
inhiben la citotoxicidad inducida por el virus (120). Ademads, también se pudo
observar que VHHSs expresados en el citoplasma efectivamente inhiben la apoptosis
celular inducida por stress oxidativo causante de enfermedades neurodegenerativas

(121).

En nuestro conocimiento, no existen anticuerpos de llamas utilizados como
intrabodies para inhibir toxinas bacterianas intracelulares. Por lo tanto, presentamos
y demostramos en esta Tesis el uso de anticuerpos de llama como inhibidores de
toxinas bacterianas intracelulares. Particularmente, este trabajo aprovecha las
caracteristicas expuestas de los hcIlgG de camélidos para obtener anticuerpos contra
una toxina bacteriana por inmunizacion de llamas y realizaciéon de una biblioteca de
VHHs. Como prueba de concepto, en este trabajo de Tesis utilizamos VHHs

obtenidos para inhibir la infeccion por Salmonella typhimurium.
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SPVB: UNA TOXINA CRUCIAL DEL PATOGENO
SALMONELLA TYPHIMURIUM

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, orden
Enterobacteriales (122). Este género estd compuesto por bacilos Gram-negativos e
intracelulares facultativos. Salmonella spp es un patégeno de humanos y animales, y
causa un amplio espectro de enfermedades como gastroenteritis, fiebre tifoidea y
bacteremia, las cuales tienen su origen en la infeccion entérica (123-124). El género
Salmonella comprende dos especies: Salmonella entérica, que se subdivide en mas de
2000 serovariedades (125), y Salmonella bongori. Para una nomenclatura simplificada
en esta Tesis consideraremos los nombres de serovariedades como nombres de
especies. De este modo, Salmonella enterica subgrupo enterica serotipo Typhimurium se

referird como Salmonella typhimurium.

La estrecha relacion que existe entre las especies de Salmonella que causan
enfermedades en distintos huéspedes de mamiferos ha conducido a estudiar
intensamente los mecanismos patogénicos de S. typhimurium en ratones como

modelo para comprender las enfermedades humanas.

La naturaleza y severidad de la infeccién generalmente dependen de la especie
de Salmonella y del hospedador (123-124). Algunas especies estan especificamente
adaptadas a un hospedador determinado, como S. typhi a humanos, S. pullorum a las
aves de corral, S. dublin al ganado vacuno y S. arizonae a reptiles. Otras, como S.
typhimurium, S. enteritidis, y S. choleraesius tienen un amplio espectro de
hospedadores causando diferentes enfermedades en cada uno de ellos, por ejemplo
S. typhimurium, que causa una infeccion letal y sistémica en ratones, y en humanos

una leve gastroenteritis (125-126)
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Salmonella typhi y paratyphi son especies mortales para el humano, que causan
tiebre tifoidea sistémica, y constituyen uno de los principales problemas de salud en
los paises sub-desarrollados del mundo. Se estima que hay unos 20 millones de casos
y alrededor de unas 200.000 muertes anuales (127-128). Otras como S. typhimurium y
S. enteritidis generan intoxicacion alimentaria en los paises industrializados (126),
causando millones de infecciones y muertes en poblaciones de humanos cada afo
(129-131). En infecciones sistémicas, Salmonella penetra la mucosa intestinal e invade
las células M de las placas de Peyer (132); las bacterias eventualmente destruyen las
células M invadidas y el epitelio adyacente (133-134) accediendo al tejido linfoide.
Cuando el tejido linfoide es invadido, Salmonella es fagocitada por macrofagos, en
los que crece y se replica en un compartimento membranoso especial, denominado
vacuola contenedora de Salmonella (VCS). Las VCS que contienen a las bacterias
forman extensiones filamentosas en la membrana, conocidas como SIF (Salmonella
induced filaments), las cuales son indispensables para la supervivencia intracelular
(135). Las bacterias se acumulan y replican masivamente en drganos que son ricos en
células fagociticas, como son el higado, el bazo y en la médula désea, generando
insuficiencia en los drganos afectados, la sepsis bacteriana y la muerte del individuo
(123).

Estudios realizados en modelos in vivo e in vitro, mostraron que Salmonella spp
causa la muerte celular de macrdfagos (136-139). Al estudiar mutantes de S.
typhimurium que no se replican dentro de macréfagos se observo que las mismas son
atenuadas para la virulencia en ratones (140-141), sugiriendo que la supervivencia y
replicacion en macrofagos es esencial para la virulencia (124, 142-143). La interaccién
del patdgeno con la célula hospedadora esta particularmente caracterizada por
factores que estan localizados sobre la superficie de la bacteria o que son secretados
hacia el espacio extracelular. Aunque las proteinas secretadas por la bacteria son
numerosas, diversas y tienen un amplio rango de funciones que incluyen protedlisis,
hemolisis, citotoxicidad, fosforilaciéon y desfosforilacion, solamente unas pocas vias

pueden transportar estas proteinas desde el citoplasma de la bacteria hacia el espacio
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extracelular (123). Cuatro vias de secrecién de proteinas (tipo I a IV) han sido
descriptas en bacterias Gram negativas (144-147). La virulencia en bacterias
patogenas estd mediada en gran medida por la presencia de genes que codifican
para factores de virulencia, organizados en islas de patogenicidad (IP). Estas IP son
segmentos de ADN localizados en el cromosoma de la bacteria, que no estan
presentes en organismos relacionados no patogénicos (148-151). Algunas de estas IP
codifican para el sistema de secrecion tipo III (SST3) el cual permite secretar y
translocar proteinas patdgenas, llamadas efectores, desde la bacteria hacia el
citoplasma de las células hospedadoras (123, 152). En Salmonella, existen dos SST3,
los cuales estan codificados por la isla de patogenicidad 1 (IPS-1) y la isla de
patogenicidad 2 (IPS-2) (153-155). Estos dos SST3 desempenan roles diferentes
durante la patogénesis de Salmonella. E1 SST3 y sus efectores codificados por la IPS-1
son necesarios para la invasion en las células epiteliales de la mucosa intestinal ((123,
152). La invasion a las células M es un evento activo, dado que los efectores
promueven el rearreglo del citoesqueleto de actina, provocando proyecciones en la
membrana denominadas “ruffling”, lo que favorece la internalizaciéon de la bacteria
al hospedador (156-157). Ademas, la entrada a las células M parece estar mediada
por fimbrias propias de cada especie (158). Por lo tanto, el IPS-1 y las fimbrias
funcionan sinérgicamente en la invasion de la barrera intestinal (123). El segundo
SST3 y sus efectores codificados por la IPS-2 son esenciales para la supervivencia y
replicacion dentro de macrdfagos, y a su vez para el desarrollo de la enfermedad
sistémica (142)(130; (153, 155, 159-161) 147-151). Uno de los efectores requeridos en la
infeccion de macrofagos es el operdn spv (salmonella plasmid virulence) (162,156), el
cual se encuentra localizado en un gran plasmido de virulencia presente en algunas
especies de Salmonella (163-165,157-159). El operon es esencial para infecciones
sistémicas en ratones, virulencia en otras especies (166-172,160-166) y para el
crecimiento e infeccion de cultivos de macrofagos, provocando desprendimiento y
muerte celular luego de 24 horas de infeccion (162,156). En algunas especies

ancestrales los genes spv se han insertado en el cromosoma de la bacteria (173,167).
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El operdn spv estd compuesto por cinco genes: un gen regulador positivo (spvR)
(174-175,168; 169) y cuatro efectores (spvA, spvB, spvC, y spvD) (163, 165). Uno de los
genes efectores que determina en gran parte el fenotipo que causa el operdn, es el
gen spuB, el cual codifica para la proteina SpvB. Esta proteina depolimeriza el
citoesqueleto de actina, conduciendo a la muerte celular en las células hospedadoras
(176), siendo la misma secretada desde la bacteria al citoplasma de las células
hospedadoras (177). SpvB es un polipéptido de cadena tinica de 65 KDa formado por
dos dominios: N-terminal (residuos de aminoacidos 1-366) y C-terminal (residuos de
aminoacidos 374-591). Ambos dominios estan unidos por siete prolinas (177). El
dominio N-terminal de SpvB funciona como una sefial de transporte extracelular en
la proteina, siendo esencial para la secrecion de SpvB (124). El dominio C-terminal es
una ADP-ribosiltransferasa que transfiere covalentemente la ADP-ribosa (ADPR) a
partir de la molécula de nicotinamida adenina dinucléotido (NAD) al residuo
arginina 177 de la actina (178-180), depolimerizando sus filamentos. La estructura de
SpvB fue resuelta, observandose que el dominio catalitico C-terminal adopta la
estructura canonica de una amplia familia de ADP-ribosiltransferasas y consiste en
un plegamiento a/f3 con dos hojas 3 casi perpendiculares yuxtapuestas a un dominio

helicoidal (180).

La ADP-ribosilacion es un modo de accion comun de muchas toxinas
bacterianas (181). Muchas toxinas que ADP-ribosilan son secretadas al espacio
extracelular y luego translocadas al citosol de las células hospedadoras con ayuda de
un dominio de translocacién (por ejemplo, la toxina de difteria) o con ayuda de una
subunidad asociada (por ejemplo, las toxinas de Clostridium y colera). Estas toxinas
secretadas son susceptibles a la neutralizacion por anticuerpos convencionales y la
inmunizacion activa y pasiva es utilizada eficientemente para prevenir o tratar
enfermedades mediadas por alguna de estas toxinas (182-183). Otras bacterias
patdgenas, como Salmonella inyectan toxinas directamente desde vacuolas hacia el

citoplasma de células eucariotas, a través de algin sistema de secrecion
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especializado, como es el caso de SpvB que es secretado por el SST3 codificado por la
IPS-2 (178, 184) evitando asi su neutralizacion por anticuerpos.

Las estrategias terapéuticas dirigidas a bloquear la actividad enzimatica de
SpvB con inhibidores de tamano pequefio, tienen la desventaja de generar posibles

efectos secundarios como la inhibicion de ADP-ribosiltransferasas endogenas (185).
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OBJETIVOS
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El objetivo general de este trabajo consiste en demostrar como prueba de

concepto que es posible generar, caracterizar y utilizar anticuerpos de llama de

dominio tinico como inhibidores especificos de toxinas bacterianas intracelulares.

Los objetivos particulares son:

X/
L X4

L)

*

K/
*

X/
X4

Clonar, expresar y purificar el dominio catalitico C-terminal de la toxina
SpvB de Salmonella typhimurium.

Utilizar métodos radioactivos y fluorométricos para analizar la actividad
enzimatica de SpvB.

Inmunizar llamas con dicho dominio y verificar que se produzca una
respuesta inmune humoral especifica.

Obtener a partir de sangre periférica de dichos animales una biblioteca
combinatorial de fragmentos VHHs.

Seleccionar, mediante el antigeno biotinilado en solucién, fagos que
expresen VHHs especificos contra SpvB.

Caracterizar VHHSs especificos mediante secuenciacion y capacidad de
inhibicién de la actividad enzimatica de SpvB.

Seleccionar VHHs con mayor capacidad inhibitoria, y demostrar que
inhiben en forma dosis-dependiente a SpvB.

Expresar dichos VHHs inhibitorios en células eucariotas.

Demostrar la capacidad inhibitoria de dichos VHHs como intrabodies.
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MATERIALES Y METODOS
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1. Reactivos

1.1. Soluciones, Medios y Buffers:

Nombre Composicion

2xTY 16g/1 Triptona, 10g/l Extracto de levadura, 5g/1 Nacl, pH 7.4

Buffer10 300mM NaCl, 50mM NaH:POs, 10 mM Imidazol, pH 8 (con DTT para SpvB)

Buffer250 300mM NaCl, 50mM NaH:POs, 250 mM Imidazol, pH 8 (con DTT para
SpvB)

LB 10g/1 Triptona, 5g/1 Extracto de levadura, 5g/l Nacl, pH 7.4

LB agar LB + 10g/l Agar-Agar

OPD 2mg/ml OPD (Sigma) en buffer citrato/fosfato 50mM pH=5 + 0.02%(v/v)
H202

PBS 10mM NasPOspH=7.4, 150 mM NaCl, 2.7mM KCl

PBST PBS + 0.05%(v/v)Tween-20

SFB5% 10%(v/v) SEB en RPMI 1640

SOC 20g/1 Triptona, 10g/l Extracto de levadura, 10mM NaCl, 2.5mM KCl, 10mM
Mg(Cl, 10mM MgSOs, 20mM Glc

TES 30mM Tris-HCl pH 8, 20%(m/v) Sacarosa, ImM EDTA

TBE 45mM Tris borato pH 8.3, 2mM EDTA

Las sales y reactivos de uso comdn cuyo proveedor no se especifica son de calidad
para analisis y provienen de Merck o Sigma.

2. Cepas de E. coli:

Cepa Fenotipo

DHBa supE44 thi- 1 recAl gyrA (Nalr) relAl A(lacIZYAargF) U169 deoR (P80
dlacA (lacZ)M15)

Topl0 F’ F'{laclg, Tn10(TetR)} mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74
recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) end Al nupG

XL1Blue F’ F’::Tn 10 (Tet®) proA+ B+ laclq A(lacZ)M15/recAl endAl gyrA96 (Nalr) thi

hsdR17(r — m +) supE44 relAl lac
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3. Lineas celulares

Linea celular Tipo celular
HEK 293 fibroblastos embrionarios de rifion humano
Hela: epiteliales de carcinoma cervical humano
J774A.1 monocitos/macrofagos
RAW 264.1 macrofagos
Vero 76 epiteliales de rifidn
CHO células de ovario de hamster chino
4. Primers
nombre | secuencia (5' > 3)

Clonado de SpvB en pET26b

SP1-Ncol CCt cct ccg acogagiga ggt aat tca tct cga ¢

SP4-Xhol gat tct tag ctc gaga gtt gag tac cct cat gtt

Clonado de VHHs en pHEN2

LamO7-Notl| gat ggt gat gat gat gtggegeg cgce tgg ggt ctt cge tgt ggt gcg
LamO08-Notl| gat ggt gat gat gat gtggegeg ctg gtt gtg gtt ttg gtg tct tgg
VH1b-Sfil | gct gga ttg tta tta ctc gcg gcc aamy gec atg gec cag gts mar ctg cag sag tcw gg
VHG6b-Sfil cgt gga ttg tta tta tct gcg gecc cegg gcc atg gec gat gtg cag ctg cag gcg tct ggr
gga g9

Clonado de MBP-VHH5 y MBP-VHHNR en pcDNA

MBP-VHH- | act agt gca aag ctt atg aaa@d@ gaa ggt aaa ctg gta atc tgg
Hind 111

VHH- Xbal | ggt aat cgg tct agacd tgg ttg tgg tttgg tgt ctt gg
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5. Clonado, expresion y purificacion de SpvB

5.1. Clonado: La secuencia del dominio C-terminal de SpvB fue clonada en el vector
pET-26b (+) (Novagene). La cepa de E. coli DH5a fue transformada con el plasmido
en medio LB con kanamicina (Kan) a 37°C y se plaquearon alicuotas de dichos
cultivos en placas LB agar + Kan a 37°C. Se tomaron colonias unicas y se realizaron
minipreps (QIAprep Spin Miniprep Kit, QIAGEN) para obtener ADN de buena
calidad. Se corrieron alicuotas en gel de agarosa 1% TBE y se estimd la concentracion
y pureza del mismo. La misma fue determinada por absorbancia, considerando que
una DO20=1.0 = 50 ng/ul. Se tomaron alicuotas del ADN y se eligieron 5 clones los
cuales fueron secuenciados. Por otro lado, se transformo la cepa E. coli BL21 con
ADN puro y de concentracion estimada y se crecieron cultivos, luego se plaquearon

alicuotas de estos cultivos en placas de LB agar + 70 pg/ml de Kan.

5.2. Expresion: SpvB fue purificada a partir de citoplasma y de cuerpos de inclusion.
Para ambos casos, a partir de la cepa E. coli BL21 transformada se crecieron cultivos
en medio LB con Kan a 37°C durante toda noche (ON). Una dilucién de estos
cultivos se crecio hasta alcanzar una DOew-0.5-0.8 en agitacion constante a 37°C.
Cuando el cultivo alcanzé la DO esperada, se indujo con ImM IPTG para sobre-
expresar la proteina recombinante.

Para la obtencion de la proteina de citoplasma, luego de la induccion el cultivo fue
dejado ON a 28°C, centrifugado a 4000xg y el pellet fue resuspendido en buffer de
lisis: 50 mM Tris/HCl, 5 mM EDTA, 0.5 % triton, B-mercaptoetanol y 1 mM PMSF
pHS8. El pellet solubilizado fue sonicado varias veces para reducir al minimo la
viscosidad, centrifugado a 18.000xg y el sobrenadante fue dializado ON con el buffer
de corrida (buffer10).

Para obtener la proteina a partir de cuerpos de inclusion, el cultivo se incubd ON a
37°C, se centrifugd, y el pellet fue resuspendido en el buffer de lisis. El pellet

solubilizado, fue sonicado varias veces para reducir al minimo la viscosidad,
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centrifugado a 18.000xg y luego lavado 3 veces con 50 mM Tris/HCl, 5 mM EDTA, 1
mM PMSF pH 8 para eliminar el exceso de triton. El pellet fue solubilizado en 6M
GdnHCl ON a temperatura ambiente en agitacion. El pellet completamente soluble
se sometio a varios cambios de didlisis con PBS para lograr el replegado de la

proteina. Por ultimo, se realiz6 una dialisis ON con el buffer de corrida (buffer10).

5.3. Purificacion: Se realizaron dos pasos de purificacion de la proteina. En el paso
inicial se utiliz6 una columna His-Trap™ HP (GE Healthcare) y la misma fue
previamente lavada con el buffer de corrida. El sobrenadante dializado contra el
buffer de corrida (Buffer 10) fue purificado en la columna His-Trap™ HP. Se utilizo
como buffer de elucion el buffer250. Para la elucion de SpvB se utilizé un gradiente
creciente de imidazol de 10mM a 250 mM. La fraccion correspondiente a SpvB fue
dializada con Tris-HCL pH 8 + 0.5 mM NaCl, 1 mM DTT. Luego se procedi6 a un
segundo paso de purificacion, utilizando una columna de tamiz molecular ( S75:
Superdex™ 75). Las muestras fueron calentadas durante 10 min a 90°C y analizadas
por gel SDS-PAGE.

5.4. Biotinilacion. SpvB fue biotinilada y para tal fin se siguio el protocolo del
tabricante (EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin, Pierce). La biotinilacion de SpvB fue
corroborada por ELISA. La placa fue sensibilizada con 1 pg de streptavidina en 50 pl
PBS en pocillos de placa Maxisorp (Nunc) durante 1 hs a temperatura ambiente. Se
lavé cada pocillo 3 veces con PBST y se agrego 0.5 ug de SpvB biotinilada en 50 ul
PBS durante 1 hs a temperatura ambiente. Los pocillos se bloquearon con 200 ul 3%
(m/v) leche descremada PBST ON a 4°C. La placa se lavd tres veces con PBST. A
continuacion se incubaron los pocillos con suero de llama anti-SpvB durante 1 h
diluidos en 1% (m/v) leche descremada en PBST. Como anticuerpo secundario se
utilizé un anti-IgG de llama desarrollado en conejo en dilucion 1/1000 el cual se
revelé con un anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa (HRP) desarrollado en
cabra (Sigma) en dilucién 1/1000. La placa se lavd, y se agregd una solucion fresca de

sustrato OPD. Luego de 10 min, la reaccion cromogénica fue detenida por agregado
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de H2SO4 4N. La DO de cada pocillo fue medida en un lector de placas de ELISA
(2960 Metertech Inc).

6. Actividad enzimatica de SpvB: Radioactividad y Fluorometria.

6.1. Ensayo de radioactividad: Se midio la actividad enzimatica de SpvB incubando
1 ug de la enzima pura, 1 puCi [**P]-NAD, 1 mM ADP-ribosa y 1 mM DTT durante 1
h a 37°C. Se utilizé6 como fuente de actina un lisado de células CHO (ovario de
hamster chino, 1x10° células). Las muestras fueron incubadas en acetona fria ON a -
20°C y luego centrifugadas a 16000xg durante 30 minutos a 4°C. El pellet fue lavado
dos veces con acetona fria y resuspendido en loading buffer. Como control se realizo
la misma mezcla, pero sin el agregado de la enzima. Alicuotas de la reacciéon y de los
controles fueron sometidos a una corrida electroforética por SDS-PAGE 15% y luego
el gel fue expuesto a autorradiografia durante 24 hs para poder evaluar la actina
marcada radioactivamente. También se midié la actividad enzimatica de SpvB
utilizando actina comercial. Para tal fin, se siguié un protocolo idéntico al detallado
anteriormente. Se utiliz6 un equipo Storm (Molecular dynamics, Amersham
Pharmacia Biotech) para observar las bandas de actina marcadas radioactivamente.

Para poder estimar la cantidad minima necesaria de SpvB, se realizd un ensayo de
actividad enzimatica variando la cantidad de SpvB, a diferentes tiempos. Para ello,
se siguioé un protocolo idéntico al detallado anteriormente. Se incubd un lisado de
células CHO con 50 ng, 25 ng y 10 ng de SpvB pura durante 10, 30 y 60 minutos a
37°C. Se agrego a la reaccion 1 uCi [*P]-NAD (Amersham Pharmacia Biotech), 1 mM
ADP-ribosa y 1 mM DTT. Se incubaron las muestras en acetona fria ON a -20°C y se
centrifugaron a 16000xg durante 30 min. Se lavo el pellet dos veces con acetona fria 'y
se resuspendi6 en loading buffer. Las muestras fueron sometidas a corrida
electroforética por SDS-PAGE 15%. Luego se realiz6 una autorradiografia durante 24

hs.
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6.2. Ensayo de Fluorometria: Aplicando la técnica de fluorometria, se midi6 la
actividad enzimatica de SpvB. En estos ensayos la polimerizacion de la actina puede
ser visualizada por el incremento de fluorescencia luego del agregado de un buffer
que permite dicha polimerizacion (buffer G). Se incubaron 0.5 pg (6.66x10M) de
SpvB pura, 0.4 mg/ml de actina marcada con pyrene (Actin Polymerization Biochem
Kit) y 0.05mM de NAD durante 15 min a temperatura ambiente. Luego fue
monitoreada la linea de base durante 3 minutos y por altimo se agregd a la reaccion
el buffer de polimerizacion de actina (buffer G) y la fluorescencia fue monitoreada
durante 15 min. Como controles del ensayo se incubd a SpvB en ausencia de NAD y
en presencia de un VHH no relacionado (VHHNR).

Para estimar la cantidad de enzima necesaria para inhibir la polimerizacion de
actina, se utilizaron diferentes cantidades de SpvB. Para tal fin, se incubé 0.5 ug
(6.66x10 M), 0.25 pg (3.33x10°M) y 0.05 ug (6.66x10°M) de SpvB pura, 0.4 mg/ml
actina marcada con pyrene y 0.05 mM de NAD durante 15 min a temperatura
ambiente. La linea de base fue evaluada durante 3 minutos y se agrego a la reaccion
el buffer G y la fluorescencia fue monitoreada durante 20 min. En todos los casos
para monitorear la fluorescencia se utilizO un aparato espectrofotometro de

luminiscencia (Perkin Elmer).

7. Obtencion de IgGs de llama y VHH recombinantes anti-SpvB

7.1. Inmunizaciones: Se inmunizaron dos llamas (Lama glama) con 3 dosis de 0.8 mg
de ADN y 3 dosis de 250 pug de proteina. Para la inmunizacion con ADN se utiliz6
un vector de expresidon que codifica para el C-terminal de SpvB (pME
CDS8E.SpvB.GPIP4). Para la inmunizacién con proteina, se utiliz6 SpvB pura
emulsionada en adyuvante incompleto de Freund (IFA, Sigma) en relaciéon 1:1 v:v

proteina:tadyuvante. Se realizaron seis inmunizaciones en total, a intervalos de 21
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dias. Antes de las inmunizaciones y luego de las realizadas con proteina, se extrajo
una muestra de sangre de la vena yugular para analizar la respuesta policlonal anti-
SpvB generada por las inmunizaciones anteriores en ambas llamas. A los 20 dias
luego de la dltima inmunizacion, se extrajeron 120 ml de sangre heparinizada del
animal con mejor respuesta (9208), para aislar células mononucleares y analizar la

respuesta sérica policlonal.

7.2. Evaluacion de la respuesta policlonal: El suero de la llama 9208 fue analizado
por ELISA para determinar el titulo de anticuerpos anti-SpvB alcanzado luego de la
ultima inmunizacion. Para ello se inmovilizé SpvB pura (0.5 ug en PBS) en pocillos
de placa Maxisorp (Nunc) durante 2 hs y se bloque6 con 200 ul en 3% (m/v) leche
descremada en PBST (bloqueante) ON a 4°C. A continuacion, se incubaron los
pocillos con diluciones seriadas del suero de llama durante 1 h diluidos en 1% (m/v)
leche descremada en PBST. Como anticuerpo secundario se utilizé un anti-IgG de
llama desarrollado en conejo (dilucién 1/1000), el cual se revel6 con un anti-IgG de
conejo conjugado a HRP desarrollado en cabra (Sigma) en dilucion 1/1000. Se lavo, y
se agregd una solucidn fresca de sustrato OPD. Luego de 10 min, la reaccién
cromogeénica fue detenida por agregado de H2504 4N. La DO de cada pocillo fue
medida en un lector de placas de ELISA (2960 Metertech Inc). En todos los pasos,
salvo que se indique lo contrario, el volumen utilizado por pocillo fue de 50 ul; los
lavados fueron realizados con PBST (3 repeticiones) y las incubaciones fueron

realizadas en cdmara hiimeda. Cada determinacion fue realizada por duplicado.

7.3. Construccion de una biblioteca de expresion en fagos de VHHs de 1llama: A
partir de la sangre heparinizada de la llama 9208, se aislaron las células
mononucleares por centrifugacion en gradiente de Ficoll-Hypaque™ PLUS (GE
Healthcare). E1 ARN total proveniente de las células fue purificado con TRIZOL
(Invitrogen). E1 ARN obtenido fue analizado por electroforesis en gel de agarosa 1%

en TBE para corroborar su integridad y cuantificado por absorbancia a 260 nm,
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considerando que una DOz=1.0 corresponde a 40 pg/ml de ARN. La muestra fue
considerada altamente purificada (relacion DO2s0/DO280>1.8 a pH basico). A partir de
16 ng de ARN total, se procedid a realizar sintesis de la primera hebra incubando la
muestra por 10 min a 70°C en presencia de 2 pug Oligo-dT18, se enfrid rapidamente y
se llevd a 0.4 mM dNTPs, 1U/ul RNAsin, y 8U/ul MMLV-RT (Promega) en un
volumen de 100ul en Buffer RT. Se incubd por 1 h a 42°C y se detuvo la reaccion
incubando 15 min a 70°C. E1 ADN doble cadena (dcADN) fue obtenido por PCR con
primers especificos para VHH de llama (50). Se realizaron dos reacciones, utilizando
2 primers diferentes correspondientes a las primeras bases de la region
variable,VH1b y VH6b que contienen sitios de reconocimiento de la enzima Sfil, con
un primer complementario a la region bisagra de las hclgG, Lam07 y Lam08 que
contienen un sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion Notl. Las
reacciones de PCR constaron de los siguientes ciclos: 1 ciclo inicial de
desnaturalizacién (5 min a 95°C), 30 ciclos de amplificacion (1 min 95°C, 1 min 55°C,
1 min 72°C) y un ciclo final de elongacion (10 min 72°C). Los productos de PCR, de
~500pb, fueron purificados desde gel de agarosa (GFX PCR DNA & Gel Band
purification kit, Qiagen), digeridos secuencialmente por las enzimas de restriccion
Sfil y Notl y repurificados a partir de gel de agarosa. Los insertos fueron mezclados
y ensayados en ligaciones a escala pequefia con el pldsmido de expresion en fagos
pHEN2 (Figura 3), que confiere resistencia a ampicilina (Amp) (186) previamente
digerido con las enzimas Sfil y Notl. Se probaron dos relaciones molares
vector:inserto diferentes. Para la relacion molar 1:3 (vector:inserto) se utilizé 50 ng
de plasmido y 15 ng de inserto, y para la relacion molar 1:6 (vector:inserto) se utilizo
50 ng de plasmido y 30 ng de inserto. La eficiencia de transformacion de cada una de
las ligaciones y de una reaccion control sin inserto fue determinada por
transformacion por pulso eléctrico de 50 pl de células de E. coli XL1 Blue
electrocompetentes de alta eficiencia (~3,3x10° ufc/ug ADN) con 1 ul de la reaccion.
Los parametros del electroporador (BioRad Gene Pulser II System) se establecieron

en 2.5 kV, 25 uF y 200 Q. Como los resultados fueron satisfactorios con la relacion
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molar 1:3 vector:inserto se procedio a realizar ligaciones a alta escala. Se incub6 1 ug
de vector con 300 ng de la mezcla de los insertos, 1X buffer ligasa y 0.1 U/ul de ligasa
de bacteridfago T4 (Promega) en 200 ul de reaccion, ON a 15°C. La reaccion fue
purificada mezclando 1 voliumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1.
Luego de centrifugar, la fase acuosa fue extraida 2 veces con cloroformo y
precipitada con 0.15 volimenes de acetato de sodio 2 M pH=5.2, 2 volumenes de
EtOH absoluto frio y 20 ng glucégeno ON a -20°C. Luego de centrifugar a 12.000xg
30 min a 4°C, el precipitado se lavd con EtOH 70%, se dejo secar y se resuspendio en

15 ul de ddH20 estéril.

---------------------- > RBS
TT CAC ACA GGA AAC AGC TAT GAC CAT GAT TAC GCC AAG CTT GCA TGC AAA TTC

pel B | eader
TAT TTC AAG GAG ACA GIC ATA ATG AAA TAC CTA TTG CCT ACG GCA GCC GCT GGA
M K Y L L P T A A A G

Stil
TTG TTA TTA CTC GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAGGIGCAGCTGCAGGTCGACCTCGAG
L L L L A A Q P A M A

TGGTGGAGGCGGT TCAGGCGGAGGT GGCTCTGECGGTAGT GCACAGGT CCAACT GCAGGAGCTCGATATCA
Not | 6xHi s-tag

AACGG GCG GCC GCA CAT CAT CAT CAC CAT CAC GGG GCC GCA GAA CAA AAA CTC
A A A H H H H H H G A A E Q K L

nmyc-tag Anber
ATC TCA GAA GAG GAT CTG AAT GGG GCC GCA TAG ACT GIT GAA AGT TGT TTA
I S E E D L N G A A *x
E T V E S C L

GCA AAA CCT CAT ACA GAA AAT TCA TTT ...
A K P H T E N S F

Figura 3: Secuencia del sitio de clonado y regiones flanqueantes del vector para expresion
en fagos pHENZ2. Se detallan en negrita los sitios de reconocimiento de Sfil y Notl, el sitio de
union a ribosomas se encuentra subrayado. Se muestra la traduccién a aminoacidos del
péptido sefial pelB, y también la de la region rio abajo del inserto conteniendo las secuencias
oxHis-tag y myc-tag (subrayadas) y el codéon dmbar. Los primeros aminoacidos de la
proteina plII del fago M13 se indican en itdlica. Se muestran los primers usados para la
secuenciacion de los insertos. Adaptado de Griffiths (186).
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Se procedid entonces a transformar 180 pl de células electrocompetentes con 3 ul de
la ligacion, en un total de 5 transformaciones. Se utiliz6 un total de 1.3 pg de ADN
para las transformaciones. Se resuspendieron rapidamente las células electroporadas
en 1.5 ml de medio SOC y se juntaron todas las transformaciones en un mismo tubo
de cultivo (aproximadamente 7.5 ml volumen final) y se incubaron a 37°C durante
40 minutos con agitacion para permitir la expresion de la resistencia a Amp otorgada
por el plasmido.

Por un lado, se plaquearon alicuotas de estos cultivos en placas de LB agar + 100
ug/ml de Amp y se contd el nimero de colonias para determinar el tamafo de la
biblioteca. Se tomaron 10 colonias tnicas, se cultivaron en 3 ml de LB + Amp y se
guardaron los cultivos para su posterior secuenciacion y para analizar la
variabilidad de la biblioteca.

Por otro lado, se le agrego al cultivo de células electroporadas 300 ml de medio
2xTY+ 100 pg/ml Amp + glucosa estéril 1% y se incub6 por 1 h a 37°C con agitacion,
luego se agregd Amp hasta una concentracion final de 50 pg/ml y se incubd por otra
hora mas en iguales condiciones. Se guardaron alicuotas de este cultivo como
“stock” de la biblioteca a —70°C en 10% glicerol. El resto del cultivo fue llevado a 500
ml con medio 2xTY+ 100 pg/ml Amp vy glucosa estéril 1% hasta DO=0.5. Para
obtener particulas de fagos que expresen VHHs como proteina de fusion con plIl, se
determind aproximadamente la densidad celular por absorbancia a 600 nm,
considerando que una DOew=1 corresponde a 8x10® bacterias/ml y se agregd una
suspension de fagos helper VCS-M13 a una multiplicidad de infeccion (MOI
multiplicity of infection) MOI=20 de manera de asegurar la infecciéon de todas las
células y por ende la representacion de todos los fagos, y se incubé media hora mas
a 37°C en agitacion. El cultivo fue centrifugado a 3000xg durante 10 minutos y luego
fue resuspendido en 400 ml en medio 2xTY + 50 pg/ml Amp + 10 pg/ml Tetraciclina
(Tet) + 70 pg/ml Kan, y se incubé ON a 30°C con agitacion. El cultivo fue
centrifugado, y los fagos del sobrenadante fueron precipitados agregando 4% PEG

8000 y 0.5M NaCl concentracién final, incubando en hielo durante 1 hora y

42



centrifugando a 4000xg a 4°C durante 45 min. El precipitado se resuspendi6 en 5 ml
de PBS estéril, de los cuales 1 ml se reservo para cuantificar el contenido de fagos, 3
ml se congelaron con N2 liquido y se guardaron a -70°C y el mililitro restante se

reservo para la seleccion de “binders” de SpvB.

7.4. Seleccion de fragmentos VHH anti-SpvB en solucion: Se realizaron 3 rondas de
seleccion (panning) en solucién y para cada una de ellas se utilizaron dos
concentraciones de SpvB biotinilado: 10 nM y 50 nM. Se mezcl6 la enzima
biotinilada con los fagos de la biblioteca previamente cuantificados a una densidad
de 1.6x10"* en 4% (m/v) leche descremada en PBS. Como control negativo se
utilizaron los fagos de la biblioteca mezclados con PBS. Se incubaron los tubos
durante 2 hs a temperatura ambiente con agitacion suave para permitir la union de
VHHs a SpvB biotinilado. Luego se agregd 100 pl de esferas magnéticas con
streptavidina previamente bloqueadas en 5% (m/v) leche descremada en PBS y se
incubaron durante 15 min a temperatura ambiente para permitir la unién del
complejo (VHH-fago+SpvB-esferas/streptavidina). Para separar el complejo del
sobrenadante se utiliz6 un iman y se lavd 7 veces con 1% (m/v) leche descremada
en PBST y de esta manera poder descartar los fagos no unidos especificamente. Los
fagos retenidos al complejo fueron eluidos por cambio de pH utilizando 200 ul de
100 mM de trietilamina durante 5 min a temperatura ambiente agitando
suavemente. Los fagos eluidos fueron rapidamente neutralizados agregando 100 pl
1M Tris HCI pH 7.4. Diez pl de los fagos eluidos fueron utilizados para infectar 2.5
ml de cultivo de células XL1Blue en fase exponencial incubando 30 min a 37°C y
alicuotas de estos cultivos fueron plaqueadas en placas de LB agar + Amp para
cuantificar.

El resto de los cultivos infectados con fagos provenientes de la primera ronda fue
usado como fuente de fagos para la segunda ronda de seleccion. Cada cultivo
(=2,5ml) fue llevado a 8 ml de volumen con medio 2xTY + 100 ug/ml Amp + 10
ug/ml Tet + 1% glucosa estéril, crecido durante 1 h a 37°C, luego se agrego 50 ug/ml
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Amp y se incubaron a 37°C por 1 h mads. Se determind aproximadamente la
densidad celular por absorbancia a 600 nm, y se infecté cada cultivo con fago helper
VCS5-M13 a una MOI=20 y se incubd 30 min a 37°C. Los cultivos fueron
centrifugados a 3000xg durante 10 min y luego resuspendidos en 150 ml de 2xTY +
100 pg/ml Amp + 10 ug/ml Tet + 70 pg/ml Kan. Los cultivos se incubaron ON a 30°C
con agitacion y al dia siguiente los fagos del sobrenadante se precipitaron con 4%
PEG 8000 y 0.5 M NaCl concentracion final como se indicé anteriormente y se
resuspendieron en PBS estéril. Los fagos previamente cuantificados se utilizaron
para la segunda ronda de seleccion en condiciones idénticas a la primera. En este
caso, se incubaron 2x10' fagos y los mismos fueron eluidos de la misma manera que
se realiz6 para la primera ronda. La tercera ronda de seleccion fue llevada a cabo en
condiciones idénticas a las anteriores rondas, y se respetd el método de elucién
empleado. En la ronda 3 la cantidad de fagos incubados fue de 2x10' y los fagos
eluidos fueron cuantificados por infeccion de cultivos bacterianos y alicuotas de los

mismos fueron plaqueadas en placas de LB agar + Amp.

7.5. Evaluacion del método de elucion: A partir de los fagos eluidos con 50 nM de
antigeno se infectaron 80 colonias de bacterias (20 provenientes de la ronda 1, 20 de
la ronda 2 y 40 de la ronda 3) y se prepararon fagos a escala pequefia (200 pl) en
placas de cultivo de 96 pocillos. Se analiz6 por ELISA la especificidad contra SpvB y
se contd con diferentes controles. La placa fue sensibilizada con 0.5 pg de
streptavidina en 50 ul PBS en pocillos de placa Maxisorp (Nunc) durante 2 hs a
temperatura ambiente. Se lavo cada pocillo 3 veces con PBST y se agregd 0.5 ug de
SpvB biotinilada en 50 ul PBS durante 2 hs a temperatura ambiente. Los pocillos se
bloquearon con 200 ul 3% (m/v) leche descremada PBST ON a 4°C. La placa se lavd
tres veces con PBST. A continuacion se incubaron los pocillos con 50 ul de
sobrenadante de los fagos producidos suplementados con 1% leche descremada
durante 3 hs. Nuevamente la placa fue lavada 3 veces con PBST. Los fagos retenidos

fueron revelados con un anticuerpo monoclonal anti-M13 conjugado a HRP (Sigma),
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en dilucién 1/2000. Luego, se lavo y se agregd una solucion fresca de sustrato OPD.
La reaccion cromogénica fue detenida por agregado de H2504 4N, y la DOu2 de cada
pocillo fue medida en un lector de placas de ELISA (2960 Metertech Inc). Se utilizo
como control positivo fagos producidos a partir de una biblioteca de VHH anti-
transialidasa, como control negativo se utilizaron fagos de la ronda 3 los cuales
fueron incubados en pocillos sin sensibilizar. Se utiliz6 el programa GraphPad
Software para graficar el ELISA de fagos. Se seleccionaron 10 clones positivos de la

ronda 2 y 10 clones de la ronda 3 y los mismos fueron secuenciados.

8. Secuenciacion de clones de interés: Fueron secuenciados 10 clones anti-SpvB de
la ronda 2 y 10 clones de la ronda 3, ambos provenientes de la seleccion con 50 nM
de antigeno. Se cultivaron las bacterias en medio selectivo y a partir de colonias
aisladas se crecieron ON a 37°C con agitacion en 3 ml de medio. Se obtuvo el ADN
plasmidico en preparacion de baja escala (miniprep) utilizando un kit comercial
(QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen). La integridad y pureza de la preparacion fue
evaluada por electroforesis en gel de agarosa 1% (m/v) en TBE. La concentracion fue
determinada por absorbancia a 260 nm, considerando que una DO=1 corresponde a
50 ng/ul de dcADN. A partir de muestras de buena calidad y concentracion > 200
ng/ul se secuencio el inserto correspondiente al VHH utilizando los primers LMB3
(5'caggaaacagctatgac3’) y Fdseql (5'gaattttctgtatgage3’) (Figura 3), complementarios
a regiones del vector flanqueantes al sitio de clonado, en el servicio de secuenciacién
de la Fundacion Instituto Leloir. Las secuencias fueron analizadas utilizando el

programa NCBI blast.

8.1. Expresion y purificacion de VHHs solubles: Se eligieron 5 VHHs
representativos con diferente longitud en su CDR3 y se expresaron los fragmentos
VHHs de interés (VHH5, VHH6, VHH16, VHH38 y VHH1) transformando con el

ADN puro la cepa E. coli Topl0, que al ser no supresora reconoce el codon dmbar
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entre el VHH y plIl como codén stop, secretando VHH al espacio periplasmatico. A
partir de 1 litro de cultivo bacteriano en LB + 50 pg Amp en fase exponencial
(DO=0.7) se indujo la expresion de VHH agregando 1 mM IPTG 1 e incubando 4 hs a
30°C en agitacion. Se aisld luego la fraccidon peripldsmica por shock osmotico,
resuspendiendo el precipitado bacteriano en 60 ml de TES frio, incubando en hielo
durante 10 min y centrifugando 4000xg durante 20 min a 4°C. El sobrenadante se
reservd y el precipitado se resuspendié en 40 ml de TES:H:O relacion 1:4 frio, se
incubd nuevamente en hielo y se centrifugo, y el sobrenadante se mezcld con el
anterior y se dializaron los *100ml con el buffer ISP10 ON a 4°C. Se aplico la fraccion
soluble de la dialisis a una columna de afinidad de niquel (HiTrap™ Amersham
Biosciences) previamente equilibrada en el mismo buffer de didlisis. Luego de lavar
extensivamente con el mismo buffer, las proteinas retenidas se eluyeron aplicando el
buffer ISP250 en un gradiente continuo de 10 mM a 250 mM de imidazol en 60 min.
Los picos de absorbancia a 280 nm fueron colectados y alicuotas de cada fraccion
fueron evaluadas por SDS-PAGE 15%. Las muestras con proteina de interés fueron
dializadas en PBS y se sometieron a un segundo paso de purificacién por columna
S75 la cual previamente habia sido equilibrada con 0.5 M NaCl en PBS. La proteina
de interés migra con un PM aparente cercano a los 20 KDa. Se determind la
concentracion de VHH por absorbancia a 280 nm, utilizando el coeficiente de
extincidn teodrico obtenido a partir de la secuencia aminoacidica correspondiente,

usando el programa ProtParam (www.expasy.ch).

9. Ensayos in vitro de la inhibicion enzimatica de SpvB: Radioactividad y

Fluorometria

9.1. Radioactividad: Se incubaron 10 ng (1.21X10° M) de SpvB con 10 ug (2.16X10°
M) de los VHH seleccionados (VHH1, VHH6, VHH5, VHH16 y VHH38) y con un
VHH no relacionado (VHH NR) durante 1 h a 37°C. Luego se agregd un lisado de
células CHO (1x10° células), 1 pCi [**P]-NAD (Amersham), 1 mM ADP-ribosa y 1
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mM DTT y se incub6 nuevamante durante 10 min a 37°C. Se agrego a cada reaccion
loading buffer y las muestras fueron calentadas durante 10 min a 95°C y sometidas a
una corrida electroforética en gel SDS-PAGE 15%. Luego, el gel fue secado vy
sometido a autorradiografia durante 24 hs a -80°C. También se llevaron a cabo
ensayos de dosis respuesta, y para tal fin se incubaron 10 ng de SpvB con dosis
incrementadas de VHHs las cuales fueron de 10 ng hasta 10 pg. Cada reaccion de
VHHs y enzima fue incubada durante 1 h a 37°C y luego se agregd a cada una de
ellas un lisado de células CHO (1x10¢ células), 1 uCi [**P]-NAD (Amersham), 1 mM
ADP-ribosa y 1 mM DTT y se incubaron durante 10 min a 37°C. Luego, a cada
reaccion se le agregd loading buffer y las muestras fueron calentadas durante 10 min
a 95°C y sometidas a una corrida electroforética en gel SDS-PAGE 15%. El gel fue
sometido a autorradiografia durante 24 hs a -80°C. Se utiliz6 un equipo Storm
(Molecular dynamics,Amersham Pharmacia Biotech) para observar la actina

marcada radioactivamente.

9.2. Fluorometria: Para todos los ensayos se utilizé 0.5 pug (6.66X10¥M) de SpvB pura
y se incubd durante 1 h a temperatura ambiente con diferentes concentraciones de
los VHHSs seleccionados. Para el VHHI1 se utilizaron 4X107M; 3.2X107M; 2.4X107M;
1.6X107M. Para el VHHS5 se utilizaron 1.33X107M; 6.66X10°M; 4.66X10¢M; 3.33X10#
M; 2.33X10% M y 1.33X10® M. Para VHHS6 se utilizaron 8.69X10® M; 1.73X107 M;
4.34X10¢ M; 2.60X10M; 1.3X10 M. Para VHH38 se utilizaron 2.4X107M; 1.6X107M;
8X10*M; 4X10*M. Se agrego6 a cada reaccion una concentracion de 0.4 mg/ml de
actina marcada con pyrene (Actin Polymerization Biochem Kit) y 0.05 mM NAD
durante 15 min a temperatura ambiente. Luego la linea de base fue monitoreada
durante 3 min y por ultimo se agregd el buffer de polimerizacion (buffer G) y la
sefial de fluorescencia fue monitoreada durante 20 min mediante un
espectrofotometro de luminiscencia. En cada ensayo se incluy6 un control que indicé
el 0% de polimerizaciéon de actina compuesto por 0.5 pg (6.66X10¢ M) de SpvB, 0.4

mg/ml de actina marcada con pyrene y 0.05 mM NAD, y un control que indico el
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100% de polimerizacion de actina compuesto por 0.4 mg/ml de actina marcada con
pyrene y 0.05 mM NAD. Para ambos controles se siguio el mismo protocolo de
incubacion que para el detallado anteriormente. Para monitorear la fluorescencia se
utilizé un aparato espectrofotometro de luminiscencia (Perkin Elmer). Se calculo el
porcentaje de inhibicion de los VHHs seleccionados a partir de las curvas de
fluorescencias. Para tal fin se fijo un tiempo de 800 segundos y se tomo6 como
referencia los valores de 100% y 0% de polimerizacion actina. Para cada relacion
molar de cada uno de los VHH analizados se calcul6 el porcentaje de inhibicidn y se
realizé un ajuste de los datos utilizando el programa ORIGEN Pro 8. Para
monitorear la fluorescencia se utilizo un aparato espectrofotometro de luminiscencia

(Perkin Elmer).

10. Expresion de VHHs en células eucariotas

10.1. Clonado de VHH5 y VHHNR: Fue seleccionado VHH5 y un VHH no
relacionado (VHHNR) para clonarlos en el vector de expresion eucariota pcDNAs
(Invitrogen). Se desarrolld el mismo protocolo para ambos VHHs. Todas las
reacciones de PCR constaron de los siguientes ciclos: 1 ciclo inicial de
desnaturalizacién (5 min a 95°C), 30 ciclos de amplificacion (1 min 95°C, 1 min 55°C,
1 min 72°C) y un ciclo final de elongaciéon (10 min 72°C). El fragmento VHH fue
amplificado por PCR a partir del vector pHEN2 con el primer (primer2 N-ter-EcoRI
5" GAG GGA AGG ATT TCA GAA TTC GCC CAG GTG AAA CTG CAG G 3') y con
el primer VHH-Xbal. Los productos de PCR de =500pb fueron digeridos
secuencialmente por las enzimas de restriccion EcoR1 y Xbal (NEB) y purificados
desde gel de agarosa (GFX PCR DNA & Gel Band purification kit, Qiagen). Los
fragmentos fueron ligados en el vector procariota pMAL-c2 (NEB) el cual habia sido
previamente digerido con las mismas enzimas. Este vector posee el gen malE que

codifica para la proteina de fusion MBP. Se utilizaron 50 ng de plasmido y 15 ng de
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inserto (relacion molar 1:3 vector inserto) para la ligacion. La eficiencia de
transformacion de la ligacion y de una reaccion control sin inserto fue determinada
por transformacion por shock térmico de 50 pl de células de E. coli DH5a con 1 ul de
la reaccidn. Se resuspendieron las células transformadas en 3 ml de medio LB y se
incubo a 37°C durante 45 min con agitacion para permitir la expresion de la
resistencia a Amp otorgada por el plasmido. Se plaquearon alicuotas de estos
cultivos en placas LB agar 50 ug/ml Amp. Algunas colonias positivas fueron
seleccionadas y se cultivaron en 3 ml de medio LB+Amp y su ADN se purifico el
mediante minipreps (Invitrogen). Se procedié entonces a realizar una segunda PCR
utilizando los primers especificos para obtener el fragmento MBP-VHH (MBP-VHH-
HindIll y VHH5-Xbal, ver tabla). Los productos de PCR obtenidos de
aproximadamente 1.500 pb fueron digeridos secuencialmente con las enzimas de
restriccion HindIIl y Xbal (NEB), purificados desde gel y ligados en el vector de
expresion eucariota pcDNAs (Invitrogen) el cual habia sido previamente digerido
con las mismas enzimas. La eficiencia de transformacion de la ligacion y de una
reaccion control sin inserto fue determinada por transformacion por shock térmico
de 50 pl de células de E. coli DH5a con 1 pl de la reaccion. Se resuspendieron las
células transformadas en 3 ml de medio LB y se incubd a 37°C durante 45 min. Se
plaquearon alicuotas de estos cultivos en placas LB agar 50 pg/ml Amp. Se
seleccionaron 5 colonias y por digestidon y secuenciacion las mismas dieron
resultados positivos, es decir, todos los clones seleccionados tenian el fragmento
MBP-VHH5 y MBP-VHHNR.

Otra estrategia empleada fue obtener a los VHHs sin la MBP. Para tal fin se siguid
un protocolo similar al mencionado anteriormente. La diferencia radico en que los
fragmentos amplificados por PCR a partir del vector pHEN2 fueron directamente
clonados en el vector de expresion eucariota pcDNAs. Para tal fin, se utilizaron los
primers (primer4 N-ter- EcoRI 5° GAG GGA AGG ATT TCA GAA TTC ATG GCC
CAG GTG AAA CTG CAG G 3) y el primer VHH-Xbal. Se obtuvieron clones
positivos de la construccion VHH5-His-pcDNAs y VHH1-His-pcDNAe.
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10.2. Anadlisis de la expresion de VHHs. Western Blot e Inmunofluorescencia: Se
realiz6 una maxiprep (Quiagen) con las construcciones obtenidas anteriormente. Se
crecio un cultivo de 500 ml y se siguieron las instrucciones del fabricante. La
integridad y pureza del ADN fue chequeada por electroforesis en gel de agarosa 1%
(m/v) en TBE. La concentracion fue determinada por absorbancia a 260 nm,
considerando que una DO=1 corresponde a 50 ng/ul de dcADN. Obtenido el ADN
de ambas construcciones, se procedid a transfectar células eucariotas. Se utilizaron
varias lineas celulares: HEK, Hela, macrofagos RAW y ]J774 y Vero (ATCC). En todos
los casos se incub6 1 pg de vector (MBP-VHHS5 o MBP-VHHNR) con el reactivo de
transfeccion Jet-Pei (Polyplus transfection) y se siguieron las instrucciones del
fabricante. Las células fueron cultivadas en RPMI (PAA) y 5% SFB (PAA) en estufa a
37°C, 5% CO2 y llevadas a 50% de confluencia. Las células fueron transfectadas y se
dejaron durante 24 hs para permitir la expresion del VHH en el citoplasma de las
mismas. Para analizar la expresion de los VHHs por western blot en las diferentes
lineas celulares, las células fueron tripsinizadas (TrypLE™ Express, GIBCO) y
lisadas con 0.05% de triton en PBS. El lisado fue resuspendido en loading buffer y las
muestras fueron sometidas a corrida electroforética en SDS-PAGE 15%. Se corrobord
la expresion MBP-VHH revelando con un anticuerpo primario anti-MBP (policlonal
de conejo, Abcam) y uno secundario anti-conejo IgG conjugado a HRP (Sigma). Las
células que fueron transfectadas con la construccion VHHS5-His se revelaron con un
anticuerpo anti-His Peroxidasa (Sigma).

Para analizar la expresion de MBP-VHH por inmunofluorescencia las células fueron
cultivadas en placas de 24 wells y crecida ON sobre cubreobjetos de 12 mm de
didmetro (Deckglaser) y luego transfectadas como se detallo anteriormente.
Posteriormente se fijaron con 4% de paraformaldehido y se permeabilizaron con
0.05% de triton X100 en PBS. Las células fueron incubadas con un anticuerpo
primario anti-MBP (policlonal de conejo, Abcam) y uno secundario anti-IgG de

conejo acoplado a Cy™ 3 (Amersham). Las células coloreadas de rojo denotan la
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expresion del VHH en el citoplasma de las mismas. Los nticleos fueron tefiidos de

color azul (Hoechst, Invitrogen).

11. Infeccion de macrofagos con Salmonella typhimurium y Salmonella mutante

Las cepas de Salmonella typhimurium 'y Salmonella mutante  (wt y mut
respectivamente) fueron crecidas ON en medio LB suplementado con 0.3 M NaCl a
37°C sin agitacion. Las bacterias fueron usadas para infectar macrofagos a una
MOI=100. Salmonella mutante posee delecionado el gen spvB, por lo tanto no expresa
la proteina SpvB. Esta mutante fue cedida por el laboratorio de la Dra. Eleonora
Garcia Véscovi y la misma fue realizada por el Dr. Andrés Aguirre.

La linea celular RAW 264.7 (ATCC) fue cultivada en placas de 24 pocillos en RPMI
1640 (PAA) con 5% SFB (PAA) y crecida ON sobre cubreobjetos de 12 mm de
didmetro (Deckglaser) a 37°C en estufa con 5% de CO.. Las células fueron
transfectadas con 1 pg de ADN de cada una de las construcciones (MBP-VHHS5 y
MBP-VHHNR) utilizando el reactivo JetPEI (Polyplus transfection) y siguiendo el
protocolo del fabricante. Las células fueron incubadas 24 hs a 37°C y CO2 5% para
permitir la expresion de VHH en el citoplasma celular. Luego, fueron lavadas 3
veces con HBSS (Hanks Balanced SALT Solution, GIBCO) e infectadas con las cepas
de Salmonella wt'y Salmonella mut, centrifugadas a 18°C durante 10 min a 200xg para
permitir el contacto de la bacterias con los macréfagos. Para permitir la entrada del
patogeno a la célula hospedadora se incub6 durante 30 min en estufa a 37°C y 5%
COz Luego, el sobrenadante fue aspirado cuidadosamente y las células fueron
lavadas 2 veces con HBSS. Se agregdé RPMI 1640 suplementado con 5% de SFB y
gentamicina 50 pg/ml. Las células fueron cultivadas durante 16 hs a 37°C en estufa
con 5% de CQOa. Para realizar la inmunofluorescencia, se lavaron 2 veces las células
con HBSS y se fijaron con 4% de paraformaldehido durante 15 min. Luego fueron

lavadas nuevamente dos veces con HBSS y permeabilizadas con 0.05% Triton X-100
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en PBS durante 5 min. La actina fueron teniidos y visualizada con faloidina-FITC
(Sigma). Las bacterias fueron tenidas con un anticuerpo primario anti-LPS de
Salmonella typhimurium (Abcam, 1/2000) y un anticuerpo secundario Alexa 350
(Molecular Probes, 1/200). Para confirmar la expresién intracelular de VHHs se
utilizé6 un anticuerpo primario anti-MBP (Abcam 1/2000) y luego un anticuerpo
secundario IgG Cy'™3-Linked (Amersham). Las muestras fueron visualizadas por

microscopia de fluorescencia.

12. Ensayos citopaticos utilizando la quimera C2IN-C/SpvB

Células Vero fueron cultivadas en DMEM (GIBCO) suplementadas con 5% SFB
(PAA) a 37°C y 5% de CO: durante 24 hs en botellas de 25 cm?. Las células fueron
transfectadas con 5 pg de ambas construcciones (MBP-VHH5 y MBP-VHHNR) y con
0.5 png de GFP-pcDNA6 como control de transfeccion. Se utiliz6 el reactivo jetPEI
(Polyplus transfection) y las células fueron incubadas durante 6 hs a 37°C en estufa
con CO25%. Luego de la incubacion, las células fueron lavadas 3 veces con DMEM y
tripsinizadas (TrypLE™, GIBCO) y cultivadas en placas de 24 pocillos con DMEM y
5% SFB sobre cubreobjetos de 12 mm de didmetro durante 12 hs. Para los ensayos
citopaticos, se ensayaron diferentes cantidades de toxinas, las cuales fueron: C2I (0.1
ug/ml) + C2Ila (0.2 ug/ml) y de C2IIa (0.5 pg/ml) + C2IN-C/SpvB (0.25 ug/ml); por
otro lado: C2I (0.2 pg/ml) + C2IIa (1 pg/ml) y de C2IIa (2 ug/ml) + C2IN-C/SpvB (1
pg/ml) y por ultimo: : C2I (0.5 pg/ml) + C2IIa (1 pg/ml) y de C2IIa (5 pug/ml) + C2IN-
C/SpvB (2.5 pg/ml). Sélo con la tltima combinacion de concentraciones de toxinas se
observo el redondeamiento del 100% de las células. Las células fueron incubadas con
las toxinas durante 3 hs a 37°C y 5% de CO: y luego lavadas dos veces
cuidadosamente con DPBS (GIBCO). Las células fueron fijadas con 4% de
paraformaldehido durante 15 min, lavadas dos veces con DPBS y permeabilizadas

con 0.05 Triton X-100 en DPBS durante 5 min. La actina fue tenida con faloidina-
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FITC (SIGMA). Las células transfectadas fueron tenidas con un anticuerpo primario
anti-MBP (Abcam, 1/2000) y wun anticuerpo secundario IgG Cy™3-Linked

(Amersham). Las muestras fueron visualizadas por microscopia de fluorescencia.

13. Ensayos citopaticos utilizando la quimera C2IN-C/SpvB y VHH5 como

proteina

Se pre-incubaron 10 pg del VHHS5 con 2.5 pg/ml de C2IN-C/SpvB durante 15 min a
4°C. Como control se incubaron 10 pg del VHHS5 y 0.5 ug/ml de C2 con 1 ug/ml de
C2Ila; 0.5 ug/ml C2I con 1 pug/ml C2lla y células sin toxinas. Las células fueron
incubadas durante 3 hs a 37°C y 5% de CO: con las toxinas. Luego se tomaron
fotografias de contraste de fase para observar la morfologia de las células tratadas

con las toxinas.
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RESULTADOS Y CONCLUSIONES
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1. Produccion del dominio C-terminal de la enzima SpvB

El dominio catalitico C-terminal de la enzima SpvB de Salmonella typhimurium
fue clonado, expresado, purificado y obtenido como proteina recombinante. Luego,
fue utilizado para inmunizar llamas y para estudios de actividad e inhibicion
enzimatica de SpvB. Todos los ensayos de esta Tesis fueron realizados con el
dominio C-terminal de SpvB, a excepcion de los ensayos intracelulares donde se
utilizé el patdgeno. Por lo tanto, nos referiremos al dominio catalitico C-terminal de
esta enzima como “SpvB”.

Para obtener SpvB expresada y purificada, el gen del dominio C-terminal de la
enzima fue clonado en el vector pET-26b(+). La clonacion introduce un 6xHis-tag en
el extremo C-terminal de SpvB lo que facilita su posterior purificacién. Luego, se
transformaron bacterias para expresar la proteina en forma recombinante. En la
primera purificacion se confirmé la identidad de la proteina por Western Blot (no
mostrado). SpvB fue expresada y purificada de citoplasma y de cuerpos de inclusién
y su rendimiento fue evaluado. Para ambos casos se realizaron dos pasos de
purificacidn, uno inicial por columna de niquel y uno posterior por tamiz molecular
(575: Superdex 75). Tanto la expresiéon y la purificacion como cada una de las
fracciones eluidas fueron analizadas por SDS-PAGE. Cuando SpvB fue purificada de
cuerpos de inclusion se realizé un analisis por dicroismo circular de la proteina en el
UV lejano y pudimos confirmar que la misma se encontraba correctamente plegada.
En la Figura 4 se muestra un gel SDS-PAGE de la proteina SpvB purificada a partir

de citoplasma (A) y de cuerpos de inclusion (B) luego de la purificacion por S75.
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Figura 4. Purificacion de SpvB. Se muestra la corrida electroforética correspondiente a una
alicuota del pico obtenido de SpvB luego de la S75. A: Purificacidn a partir de citoplasma. B:
Purificacion a partir de cuerpos de inclusion y espectro de dicroismo circular. Se observan
en ambos geles las fracciones eluidas de la S75 correspondientes a un PM aproximado de 28
KDa.( Calle 2: SpvB) y a proteinas de mayor PM (Calle 1); M: Marcadores de PM en KDa.

Se pudo observar una banda aproximada a los 28 KDa correspondiente
al peso esperado de SpvB. El grado de pureza a partir de citoplasma y cuerpos de
inclusion resulté adecuado, aunque nunca se logré obtener un 100% de pureza para
ambos casos. Luego de varios intentos por mejorar las purificaciones que provenian
de citoplasma logramos obtener rendimientos satisfactorios. Por ejemplo, pudimos
observar que la incubacién de cultivos a 28°C en agitacion toda la noche mejoro
notablemente la expresion de SpvB en el citoplasma. El rendimiento en general fue
de 0.5 a 2 mg de SpvB por litro de cultivo para ambos casos.

Debido a que no se encontraron importantes diferencias al obtener SpvB
de citoplasma o cuerpos de inclusion, las purificaciones fueron obtenidas a partir de
citoplasma, lo cual no requiere el replegamiento de la proteina. Se biotinilaron
fracciones purificadas de SpvB para estudios posteriores y la biotinilacion fue

corroborada por ELISA (no mostrado).
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Por lo tanto, fue posible expresar y purificar el dominio catalitico C-terminal de
SpvB tanto a partir de citoplasma como de cuerpos de inclusién, con un

rendimiento adecuado.

2. Medicion de la actividad enzimatica de SpvB.

Para poder analizar la actividad enzimatica de SpvB, luego de purificar la
enzima, desarrollamos dos técnicas muy diferentes entre si: radioactividad y
fluorometria.

En los ensayos por radioactividad, la incorporacion de la ADP-ribosa en la
molécula de actina a partir del NAD marcado radioactivamente (*P-NAD) indica
que la actina es ADP-ribosilada por la enzima SpvB. Esta técnica es muy utilizada
por varios autores para medir la actividad enzimatica de SpvB (177, 178-179, 187). A
continuacién se muestra en la Figura 5 una representacion esquemadtica de la

reaccion.

Actina ADP-ribosilada

Figura 5. Representacion esquematica de la actividad enzimatica de SpvB. Se puede
observar como SpvB se une a la molécula de NAD, libera la nicotinamida y transfiere la
ADP-ribosa a proteinas blanco, como la actina en este caso. Cuando la actina es ADP-
ribosilada, sus filamentos se depolimerizan.
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Para medir la actividad enzimatica de las fracciones purificadas a través de esta
técnica, 1 ug de la enzima pura fue incubada en presencia de 3P-NAD y de un lisado
de células CHO, el cual fue utilizado como fuente de actina. Los ensayos se
realizaron a 37°C. La marca radioactiva observada a un peso molecular de 43 KDa
(PM aproximado de la migracion electroforética de la molécula de actina) indica que
SpvB ADP-ribosila la actina presente en el lisado de las células. Empleando la misma
técnica, pero cambiando la fuente de actina, es decir utilizando actina comercial,
también se observd la marca radioactiva a los 43 KDa. Pudimos utilizar como control
positivo SpvB pura, proveniente del laboratorio del Dr Fritz Koch-Nolte, a la cual se
le habia medido la actividad enzimatica con resultados satisfactorios. En la Figura 6

se muestra una autorradiografia con las bandas de actina marcadas

radioactivamente.
Lisado de células Actina pura
C- M CHO C+ C+ Actina M C-
SpvB - + + + + -

Figura 6. Autorradiografia. ADP-ribosilacion de la molécula de actina. La marca de actina
radioactiva indica que SpvB ADP-ribosila a la molécula de actina. C- (control negativo):
control sin enzima; C+ (control positivo): control con enzima; M: marcadores de PM.

Claramente se pudo observar que el dominio C-terminal de SpvB purificado
tenia actividad ADP-ribosiltransferasa, observandose por autorradiografia la marca
de una tnica banda radioactiva a los 43 KDa, lo cual indicé que la actina fue ADP-

ribosilada.
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Aplicando la misma técnica se analiz6 la cantidad minima necesaria de SpvB
para ADP-ribosilar a la actina. El ensayo fue realizado de manera muy similar que el
mencionado anteriormente. Aqui, también se utilizo un lisado de células CHO, pero
antes de lisar las células las mismas fueron previamente contadas para anadir
aproximadamente una cantidad similar de actina a cada reaccién. Decidimos sumar
una variable mas al ensayo que fue el tiempo de incubacién. En la Figura 7 se
muestra una autorradiografia con bandas marcadas radioactivamente a los 43 KDa

correspondientes a la molécula de actina.

10 min min 60 min C- M
ACHND s e S S ——— —
SpvB 50ng 25ng 10ng 50ng 25ng 10ng 50ng 25ng 10ng -

Figura 7. Radioactividad. ADP-ribosilacion de la molécula de actina en diferentes
condiciones. Se muestra la marca de actina radioactiva correspondiente a los 43KDa para
todas las condiciones ensayadas. C- (control negativo): control sin enzima; M: marcadores
de PM.

Como se pudo visualizar por autorradiografia, aun a bajas cantidades de
enzima y tiempos de incubacion cortos, SpvB ADP-ribosila la molécula de actina. En
todas las reacciones ensayadas solo se observo una tnica banda de 43 KDa marcada
radioactivamente indicando la especificidad de SpvB por su sustrato. La actina fue
ADP-ribosilada independientemente de la cantidad de enzima como también de los

tiempos de incubacién ensayados.

A partir de estos resultados pudimos demostrar y corroborar que las fracciones
de SpvB que habian sido purificadas tenian actividad enzimatica y ademas, que son
suficientes 10 ng de enzima durante 10 minutos de incubacion para ADP-ribosilar a

la actina.
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También existe otra manera de medir la actividad enzimatica de SpvB (179) la
cual llevamos a cabo debido a que la misma seria de gran utilidad para futuros
ensayos. La técnica de fluorescencia nos permite una evaluacién cuantitativa y
sensible para medir la actividad enzimatica de SpvB. En este ensayo la actina
marcada con pyrene (actina-pyrene) se encuentra en forma de monomero (G-actina)
y para que pueda polimerizar es necesario agregar a la reaccion un buffer de
polimerizacion de actina. La molécula pasa de un estado de monomero a un estado
de formacion de filamentos, es decir, de polimerizacion (la actina pasa de G-actina a
F-actina). La F-actina, a diferencia de la G-actina, emite fluorescencia; por lo tanto, en
este ensayo un incremento en la fluorescencia a través del tiempo indica que la
actina fue polimerizada. Se puede observar este fendmeno en la Figura 8 en la curva
denominada actina-pyrene. Cuando 0.5 ug de SpvB fue incubado con actina-pyrene
y con NAD no se observo incremento de fluorescencia, indicando que SpvB impidio
la polimerizacion de la actina (Figura 8, curva SpvB). Por otro lado, la ausencia de
sustrato NAD en la reaccién mostrd una curva con incremento de la fluorescencia
(Figura 8, SpvB sin NAD). Debido que a partir de esta técnica evaluaremos la
capacidad inhibitoria de VHHSs seleccionados contra SpvB, consideramos importante
incluir en este ensayo un grupo control conteniendo en la reaccion un VHH no
relacionado (VHHNR). La incubacion de SpvB con VHHNR mostré ausencia
completa de fluorescencia (Figura 8, SpvB + VHHNR). En la Figura 8 se pueden

apreciar todas las curvas mencionadas anteriormente.
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Figura 8. Fluorometria. Inhibicion de la polimerizacion de actina por SpvB. El incremento
en la fluorescencia a través del tiempo indico que la actina fue polimerizada. El agregado a
la reaccion de SpvB y de un VHH NR mostr6 ausencia completa de la fluorescencia.

Se pudo observar claramente que SpvB ADP-ribosila la actina, impidiendo su
polimerizacion, y que para tal efecto utiliza la molécula de NAD como sustrato de la

reaccion. El agregado de un VHH NR no inhibio la actividad enzimatica de SpvB.

Para cuantificar la cantidad minima requerida de SpvB para ADP-ribosilar a la
actina incubamos durante 10 minutos diferentes cantidades de SpvB, con NAD y
actina-pyrene. A medida que se agregaron dosis mayores de SpvB se observd una
disminuciéon de la fluorescencia. En la Figura 9 se muestran tres curvas con
diferentes cantidades de SpvB y una curva correspondiente al control sin enzima

(actina-pyrene).
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Figura 9. Fluorometria. Inhibicién de la polimerizacion de actina con diferentes
cantidades de SpvB. Se muestra la variacion de la fluorescencia en funcion del tiempo. Para
que la actina esté totalmente ADP-ribosilada se requieren 0.5 ug (6.6x10M) de enzima. Se
muestra también la curva control sin SpvB (Actina-pyrene).

Se observo claramente que con 0.5 pg de SpvB la totalidad de la actina presente
en la reaccion fue ADP-ribosilada. Por lo tanto, a partir de fracciones purificadas de
SpvB y aplicando dos técnicas diferentes entre si, pudimos observar que con una
determinada cantidad de enzima a tiempos cortos de incubaciéon, SpvB ADP-ribosila
la actina. La enzima utiliza de manera especifica al NAD y a la actina como sustratos

de la reaccion.
El hecho de contar con métodos sencillos para medir la actividad enzimatica de

SpvB nos permitid disenar estrategias de inmunizacion en llamas con SpvB para

obtener hclgG, por lo que nos abocamos a ello.
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3. Produccion de fragmentos de anticuerpos de llamas: VHHs

Para obtener las regiones variables VHHs de las hclgG a partir de una
biblioteca de expresion en bacteriofagos se disefidé un plan de inmunizacion en
llamas. Luego, VHH que reconocieron a la enzima fueron seleccionados,
secuenciados y purificados. Se realizaron ensayos in vitro e intracelulares de la
inhibicién enzimatica de SpvB. En la Figura 10 se muestra un esquema del protocolo

utilizado para la construccion de la biblioteca y la obtencion de VHHs.

RT PCR
oligo dT i VHH
primers oHEN2
— —
-

ELISA de 1gGs \ /

e ELISA de Fago % -
| iz
de clones Unicos _ Biblioteca
Elucién

E. coli Sup-

'
@«

VHH soluble

Ensayos de Inhibicién de la
actividad enzimatica de SpvB

Figura 10. Esquema representativo de la generacion de VHHs especificos anti-SpvB. Se
inmunizaron llamas con SpvB purificada. Se analizé por ELISA la reactividad del suero
contra SpvB. A partir del ARNm de las células mononucleares (CMN) se construyd una
biblioteca de VHHSs en un vector de expresion en fagos. Los bacteridfagos se seleccionaron
por union a SpvB en solucién mediante 3 rondas. Se realizd6 un ELISA para analizar la
reactividad de los fagos eluidos contra SpvB. Se secuenciaron 10 clones de la ronda 2 y 10
clones de la ronda 3 especificos contra SpvB. Se transformaron bacterias E. coli no
supresoras (Sup-) con el ADN de 5 clones seleccionados y luego se expresaron y purificaron
los 5 VHHs.

Produccion
de fagos

Unién a SpvB
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3.1. Generacion de la biblioteca de expresion en fagos de VHHSs

Se inmunizaron dos llamas con 3 dosis de un pladsmido que codifica para SpvB
y con 3 dosis de SpvB. Inmediatamente antes de cada inoculaciéon con proteina se
extrajeron muestras de sangre para analizar la respuesta inmunoldgica policlonal
contra el inmundgeno obtenida por la inmunizacion anterior. De las dos llamas, una
de ellas (N° 9208) presentd respuestas sensiblemente mayores que la restante (no
mostrado) por lo que en adelante se trabajé solo con este animal. En la Figura 11 se
muestra el ensayo de ELISA de titulacidon contra SpvB de los sueros inmunes luego

de cada inmunizacidn con proteina y del suero pre-inmune.

1.259 .
" pre-immune
1.004 . 4 post 1ra. Imnu.
v post 2da. Inmu.
g 0.75+ ¢ post 3ra. Inmu.
& *
<+ v
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0.00 ' :
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Figura 11. Titulacion del suero de la llama N° 9208 en su reactividad por SpvB. Se
ensayaron diluciones seriadas de los sueros por ELISA luego de cada inmunizaciéon con
SpvB analizando la presencia de IgG totales anti-SpvB. Comparativamente se incluy6 el
suero pre-inmune. Se muestra el promedio de los duplicados de la densidad optica (DO) en
funcion de la inversa de la dilucién ensayada.

Como se puede apreciar, se obtiene una respuesta humoral significativa luego
de la segunda inmunizacion. Al comparar el titulo de IgGs totales anti-SpvB

obtenido luego de la primera inmunizacién con el obtenido luego de la tercera
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inmunizacidn, observamos que este ultimo resultaba significativamente mayor. El
nivel de respuesta luego de la tercera inmunizacion fue considerado adecuado, por
lo cual se extrajo sangre heparinizada para proceder a la construccion de una
biblioteca de expresion en fagos de los fragmentos variables de las hclgG: VHH.

La construccion de bibliotecas de expresion en fagos de anticuerpos de
camélidos esta facilitada por la existencia de hclgG en estos organismos. La
obtencion y clonacion de los ADNc correspondientes a los fragmentos VHHs de la
llama N° 9208 luego de las inmunizaciones se realizo como se detalla en Materiales y
Meétodos. Los insertos VHHSs obtenidos por PCR fueron ligados en el vector pHEN y
se realizo la electroporacion de bacterias E. coli Sup+ (XL1-Blue, supresora). El vector
pHEN permite la expresion de los fragmentos como proteina de fusion con la
proteina pllII de la capside del fago M13 con un codén dmbar entre ambos dominios.
De esta manera, se pueden analizar las especificidades de los clones obtenidos y
luego por infeccion de bacterias E. coli Sup- (Topl0, no supresora) obtener el
fragmento VHH aislado. Ademas, la clonacion introduce un 6xHis-tag en el extremo
C-terminal del fragmento VHH lo que facilita su posterior purificacion.

La electroporacion de bacterias de E. coli Sup+ con el producto de ligacién nos
permitid obtener una biblioteca de un tamafio de 4x10” clones (ver Figura 10). En
bibliotecas de camélidos obtenidas a partir de hclgG donde no hay diversidad
combinatorial debido a la ausencia de la cadena liviana, este tamafio es suficiente

para aislar clones con reactividades de un amplio rango de afinidad.
Para analizar la calidad y variabilidad de la biblioteca se secuenciaron 10

clones elegidos al azar. En la Figura 12 se muestra la secuencia de los 10 clones

seleccionados.
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FR1 CDR1 FR2 CDR2

---------- RLSCAAS G-TLDDYGLG WFRQAPGKEREGVS Cl SSSVGNTYYRDFVKG
-------- SLRLSCAAS GFTLDYYAI G WFRQAPCKEREGVS Cl SSSGGSTYYADSVKG
GGELVQAVSSLRLSCAAS GFTFDEYSI G WFRQAPCKEREGLS Cl SANDGYI YYED- SKD
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Figura 12. Secuenciacion de clones provenientes de la biblioteca de fagos. Se muestran las
secuencias de 10 clones elegidos al azar a partir de la biblioteca de fagos. Se indican en la
figura las regiones framework (FR); las 3 regiones determinantes antigénicas (CDR1, 2 y 3);
en amarillo se muestran las cisteinas canonicas; en turquesa las cisteinas adicionales y en
rosa se indican los residuos aminoacidicos caracteristicos del FR2 de camélidos. Se indican
los clones 3 y 5 con flechas los cuales comparten 100% de homologia.

Las secuencias fueron alineadas, analizadas y agrupadas de acuerdo a su
homologia. En ninguno de los clones analizados se observaron secuencias que no
corresponden a VHH ni correspondientes a clones sin inserto, lo que demostré que
la biblioteca es de buena calidad. Se pudo observar también que nueve de ellos son
diferentes entre si, indicando que la biblioteca obtenida es variable. Los clones 3 y 5
comparten el 100% de homologia sugiriendo que provienen de una misma linea
germinal VH y el mismo rearreglo V-D-]. El largo promedio del CDR3 en todas las
secuencias analizadas fue de 16.5 aminoacidos. Ademas de la presencia de las
cisteinas canonicas, el 50% de los clones mostro cisteinas adicionales. Los clones 1, 8
y 9 presentaron cisteinas en el CDR2 y en el CDR3, mientras que los clones 2 y 6

mostraron cisteinas adicionales en el CDR1 y en el CDR3.
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3.2. Seleccion de fragmentos VHHs anti-SpvB

A partir de la biblioteca obtenida se procedio6 a infectar el cultivo de bacterias
con el fago helper para poder obtener bacteridofagos y de esta manera seleccionar
aquéllos que reconozcan a SpvB. La seleccion de bacteriéfagos que se unieron a SpvB
se realizo por incubacion en solucién con el antigeno biotinilado, y el complejo
(SpvB+fago) fue capturado a partir de bolitas magnéticas recubiertas con
streptavidina. Se realizaron tres rondas de seleccion y en cada una de ellas se
hicieron lavados extensivos. La elucion de los bacteriéfagos unidos a SpvB se obtuvo
por acidificacion brusca del medio y posterior neutralizacién. Los bacteridfagos
obtenidos en la primera ronda fueron amplificados y utilizados para una segunda y
tercer ronda en condiciones idénticas a la anterior (ver Figura 10). La seleccion fue
hecha con dos concentraciones de antigeno, 10 nM y 50 nM. En cada ronda se conto
con un control negativo el cual consistié en fagos de la biblioteca que no fueron
enfrentados contra el antigeno y donde también se siguid el mismo protocolo de
incubacion, lavado y elucion. El numero de fagos incubados (“Input”) y el nimero
de fagos eluidos (“Output”) en cada una de las rondas de seleccion se muestra en la

Tabla 1.
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Ronda 1 Ronda 2 Ronda 3
Input Output Input Output Input Output
10nM Ag. Biot. | 1.6x10" | 2.8x10" | 2.0x10" | 1.0x10° | 2.0x10" | 7.0x10"
Control Neg. 1.6x10" | 2.2x10" | 2.0x10" | 5.2x10° | 2.0x10" | 2.0x10"
50nM Ag. Biot. | 1.6x10" | 4.0x10" | 2.0x10"° | 8.7x10° | 2.0x10" | 3.3x10"
Control Neg. 1.6x10* | 2.2x10" | 2.0x10® | 25x10° | 2.0x10® | 7.7x10’

Tabla 1. Fraccion de bacteriéfagos incubados (“input”) y recuperados (“output”) luego de
cada ronda de seleccion. Se muestra un enriquecimiento de fagos con 50 nM de SpvB
biotinilado en solucion durante las rondas de seleccion. Comparativamente se incluyd un
control negativo consistente en fagos de la biblioteca sin enfrentar a SpvB.

Como se puede observar, luego de tres rondas de seleccion utilizando 50 nM de
antigeno biotinilado se obtuvo una importante seleccion de clones que reconocen a
SpvB. El hecho de que se haya obtenido una mejor seleccion a esa concentracion de
antigeno se reflejo en el “output” de la ronda 3 donde se pudo visualizar que la
seleccion de clones es tres Ordenes de magnitud mayor con respecto al control
negativo. Esta diferencia indic6 que hubo un importante enriquecimiento en la
poblacion de clones especificos contra SpvB. Sin embargo, con 10 nM se mantuvo
practicamente el mismo orden de magnitud en el “output” de todas las rondas de
seleccion indicando un enriquecimiento de ambas poblaciones, es decir, de

bacteriofagos especificos y no especificos.

Estos resultados muestran que a partir del método de seleccion en solucion con
50 nM de SpvB, se obtuvieron fagos que reconocieron a SpvB por medio de tres

rondas de seleccion.

Por lo tanto, debido a las claras diferencias entre ambas concentraciones, en

adelante solo se trabajé con los bacteriéfagos eluidos con 50 nM de antigeno.
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Consideramos que no fueron necesarias nuevas rondas de seleccién ya que la
diferencia obtenida con el control negativo es significativa, y ademas podria llevar a
la pérdida de variabilidad. Decidimos entonces evaluar el método de seleccion y

para tal fin se analiz6 en detalle la reactividad de los clones eluidos.

A vpartir de los bacteriéfagos eluidos de cada ronda de seleccién se
seleccionaron un total de 80 clones elegidos al azar, de los cuales 20 pertenecieron a
la ronda 1, 20 clones a la ronda 2 y 40 clones a la ronda 3 y se analizo6 su reactividad
contra SpvB por medio de un ELISA de fagos. En la Figura 13 se muestra el ELISA
de fagos donde cada punto de las rondas 1, 2 y 3 representan fagos que fueron

preparados a partir de una tnica colonia. Se incluyeron en el ensayo varios

controles.
I Eonjaé O pl: Policlonal 1
onda
2: Poli
A Ronda3 p2: Policlonal 2
¢ Control + p3: Policlonal 3
s _ O SF:sinfagos
2.07 Control g
o i
ar YN
1.5- A Aﬂ' " ——
A
AAA
E v
S -
) ab
8 °
()]
0.5+
A

A = —— —00-
0-0’4' %A M T :. T T T T
2 3 C+ C- pl p2 p3 SF

Figura 13. Enriquecimiento de fagos que reconocen a SpvB durante consecutivas rondas
de seleccion. Se muestra la reactividad contra SpvB de los clones VHH individuales
elegidos al azar, para cada ronda se seleccion. 1: Ronda 1; 2: Ronda 2 y 3: Ronda 3; C-: fagos
de la ronda 3 en pocillos sin sensibilizar; C+: fagos anti-transialidasa en pocillos
sensibilizados con transialidasa; pl, p2 y p3: fagos policlonales eluidos de cada ronda de
seleccion.
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En la ronda 1 la mitad de los clones no mostro6 reactividad contra la enzima
pero en la siguiente ronda esa poblacion habia disminuido considerablemente.
Notese que en todas las rondas, la mayoria de los clones especificos tuvieron DO
elevadas y por encima de la media. Los pocillos utilizados para el control positivo
(C+) fueron sensibilizados con la proteina transialidasa de T. cruzi e incubados con
tagos producidos a partir de una biblioteca de VHH anti-transialidasa. Este control
permitid corroborar que la técnica habia funcionado correctamente. La misma
informacion fue brindada por el control sin fagos (SF). Los controles de los
policlonales (pl, p2 y p3) ensayados en el ELISA fueron provenientes de los
bacteridfagos eluidos en cada ronda, y solamente presentaron reactividad los de la
ultima ronda de seleccidn. Si observamos los policlonales de la ronda 2 y de la ronda
3 y los comparamos con sus respectivos controles negativos (ver Tabla 1) tal vez
podria suponerse que en la ronda 2 existio una mayor competencia entre
bacteriofagos especificos e inespecificos, fendomeno no observado en la ronda 3.
Puede ser factible que dicha competencia haya originado que el policlonal 2 no

presente reactividad por SpvB, sucediendo lo contrario en el policlonal 3.

Por lo tanto, los resultados muestran que a lo largo de las rondas de seleccion

hubo un importante enriquecimiento de clones especificos contra SpvB.

En la Tabla 2 se muestra el porcentaje de clones positivos de cada una de las

rondas de seleccidn.
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Rondas Clones positivos

1 50% (10 de 20)
2 85% (17 de 20)
3 92,5% (37 de 40)

Tabla 2. Porcentaje de clones especificos obtenidos en el ELISA de fagos. Se muestra el
numero total de clones analizados y el porcentaje y numero total de clones que reconocen a
SpvB a través de las distintas rondas de seleccion.

Se puede visualizar claramente que en la ronda 1 el 50% de los clones fue

especifico contra SpvB y que en la ronda 3 dicho porcentaje ascendia al 92.5%.

En su conjunto, todos estos resultados demostraron que en la ronda 2 hubo un
importante enriquecimiento de clones especificos contra SpvB y haber realizado una
ronda mas de seleccidon permitié que el sistema se enriqueciera aun mas, alcanzando

un porcentaje de clones especificos muy elevado.

4. Caracterizacion de VHHs y analisis in vitro de la inhibicion enzimatica de SpvB

Para evaluar la diversidad de los clones contra SpvB seleccionamos 10 clones
de la ronda 2 y 10 clones de la ronda 3 con DOs» > 1.8 y por secuenciacion se los
analizé mas detalladamente.

Los fragmentos VHHs fueron secuenciados y analizados para evaluar la
diversidad de los clones contra SpvB obtenidos luego de las rondas de seleccion y
analizados por ELISA de fagos. Las secuencias de los 20 clones se muestran en la

Figura 14, alineadas por la longitud del CDR3 y por su similitud.
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FR1

MAQVKL QESGGEL VQPGGSLRLSCAAS
MAQVKL QESGGGL VQPGGSLRLSCAAS
MAQVKL QESGGGL VQPGGSLRLSCAAS
MAQVKL QESGGGL VQPGGSLRLSCAAS
MAQVQL QESGGGL VQPGGSLRLSCAAS
MAQVKL QESGGEL VQPGGSLRLSCAAS
MAQVQL QESGGEL VQPGGSLRLSCAAS
MAQVQL QESGGEL VQPGGSLRLSCAAS
MAQVQL QESGGEL VQPGGSLRL SCAAS
MAQVKL QESGGEL VQPGGSLRLSCAAS
MAQVKL QESGGGL VQPGGSLRLSCAAS
MAQVKL QESGGEL VQPGGSLRLSCAAS
MAQVKL QESGGGL VQPGGSLRLSCAAS
MADVQL QASGGGL VQPGGSL TLSCAVS

CDR1 FR2

GSI FSI NAMG WYRRAPGKERELVA
GSI FSI NAMG WYRRAPGKEREL VA
GS| FSTNAMG WYRRAPGKERELVA
GSI FSI NAMG WYRRAPGKERELVA
GSI FSI NAMG WYRRAPGKERELVA
GTI FSI NAMG WYRRAPGKOREL VA
GTI FSI NAMG WYRRAPGKQRELVA
GSI FSI NAMG WYRRAPGKERELVA
GSI FSI NAMG WYRRAPGKERELVA
GSI FSI NAMG WYRRAPGKERELVA
GTI FSI NAMG WYRQAPGKOREL VA
GTI FSI NAMG WYRRAPGKOREL VA
GSI FSI NAMG WYRRAPGKERELVA
ANLFSSNI MG WYRQTPGKEREFVA

MADVQL QASGGGL VQPGGSLRLSCAAS
MADVQL QASGGGLVQPGGSLRLSCAAS
MADVQL QASGGGL VQPGGSLRLSCAAS
MADVQL QASGGGLVQPGGSLRLSCAAS
MADVQL QASGGGLVQPGGSLRLSCAAS
MADVQL QASGGGL VQPGGSLRLSCAAS

FR3

RFTI SRVNAENWYLQWNSLKPEDTAVYYC
RFTI SRVNAENWYLQWNSLKPEDTAVYYC
RFTI SRVNAENWYLQWNSLKPEDTAVYYC
RFTI SRVNAENWYLQWNSLKPEDTAVYYC
RFTI SRVYNAENWYL QWSLKPEDTAVYYC
RFTI SRVYNANNTVYLQWNSLKPEDTAVYYC
RFTI SRVNANNT VYL QWSLKPEDTAVYYC
RFTI SRVYNAENWYL QWSLKPEDTAVYYC
RFTI SRVYNAENWYL QWSLKPEDTAVYYC
RFTI SRVYNAENWYL QWSLKPEDTAVYYC
RFTI SRVYNAENWYL QWSLKPEDTAVYYC
RFTI SRVNAENTVYLQWNSLKPEDTAVYYC
RFTI SRVYNAENWYL QWSLKPEDTAVYYC
RFTI SRDNARTTVNLQWNSLKPEDTAVYYC
RFTI SRDLAKNTVYLQWNSLKPEDTAVYYC
RFTI SRDLARNTVYLQWNSLKPEDTAVYYC
RFTI SRDLAKNTVYLQWNSLKPEDTAVYYC
RFTI SRDLAKNTVYLQWNSLKPEDTAVYYC
RFTI SRDLAKNTVYLQWNSLKPEDTAVYYC
RFTI SRDLAKNTVYLQWNSLKPEDTAVYYC

CDR3

NI VPVDL TMIPPNYGVDY
NI VPVDL TMIPPNYGVDY
NI VPVDL TMIPPNYGVDY
NI VPVDL TMIPPNYGVDY
NI VPVDLTMTPPNYGVDY
NAVPVDL TQTPPNYGVDY
NAVPVDL TQTPPNYGVDY
NI VPVDLTMTPPNYGVDY
NI VPVDL TMIPPNYGVDY
NI VPVDLTTTPPNYGVDY
NI VPVDLTMIPPNYGVDY
NAVPVDL TQTPPNYGVDY
NI APSI - L- PPPTTAWIT
NAVLV- - - - - HGSTAYNI

NADLG - - - - YR- - - - DV
NADLG - - - - YR- - - - DV
NADLG - - - - YR- - - - DV
NADLG - - - - YR - - - DV
NADLG - - - - YR- - - - DV
NADLG - - - - YR - - - DV

FR4

WeQG
WEQG

WEQG
WKG

WEKG
WEKG
WeQG
WEKG
WCKG
WEKG
WeQG
WEKG
GAKG

WEQG
WeQG
WeQG
WeQG
WeQG
WeQG
WeQG

CDR2

G STGGYTSYRDSVKG
G STGGYTSYRDSVKG
G STGGYTSYRDSVKG
G STGGYTSYRDSVKG
G STGGYTSYRDSVKG
G STGGYTQYRDSVKG
G STGGYTQYRDSVEG
G STGGYTSYRDSVKG
G STGGYTSYRDSVKG
G STGGYTSYRDSVKG
G STGGYTSYRDSVKG
G STGGYTQYRDSVKG
G STGGYTSYRDSVKG
TLTRAGSTNYADSAKG
ASLFSI NAMN WYRQTPGKERELVA VLTSGAYSGYADSVKG
ASLFSI NAMN WYRQTPGKERELVA VLTSGAYSGYADSVKG
ASLFSI NAMN WYRQTPGKERELVA VLTSGAYSGYADSVKG
ASLFSI NAMN WYRQTPGKERELVA VLTSGAYSGYADSVKG
ASLFSI NAMN WYRQTPGKERELVA VLTSGAYSGYADSVKG
ASLFSI NAMN WYRQTPGKERELVA VLTSGAYGGYADSVKG

Figura 14. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de 20 clones elegidos al azar. Se
muestra la secuencia de aminodcidos de 10 VHHSs de la ronda 2 y de 10 VHHs de la ronda 3

elegidos al azar después de las rondas de seleccion. Los VHHSs fueron clasificados en 4
grupos de acuerdo a la longitud del CDR3. Grupo 1: 18 aminodacidos; Grupo 2: 16
aminodacidos; Grupo 3: 13 aminodcidos; Grupo 4: 9 aminodcidos. Se puede visualizar que se
sefialaron las regiones FR, los 3 CDR, las cisteinas candnicas (amarillo), los residuos tipicos
de VHH encontrados en el FR2 (rosa) y se sefialaron en color gris las variantes de
aminodcidos dentro de cada grupo.
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Como se puede apreciar, el andlisis de la secuencia, en base a la longitud y a la
similitud del CDR3 de los VHHSs permiti6 clasificar a las secuencias en cuatro grupos
diferentes. El grupo 1 se caracterizd por tener un CDR3 de 18 aminodcidos de
longitud y estuvo formado por el 60% de los clones (12 de 20). Los 3 CDRs de estos
clones fueron muy similares entre si, inclusive en algunos casos idénticos. Este
grupo estuvo representado por practicamente la misma cantidad de clones
provenientes de ambas rondas de seleccién. El grupo 2 y el grupo 3 estuvieron
representados por el 5% de los clones (1 de 20) con un CDR3 de 16 y de 13
aminodcidos de longitud, respectivamente. El clone del grupo 2 y del grupo 3 solo
estuvieron presentes en la ronda 3. El grupo 4, con un CDR3 de 9 aminodcidos de
longitud, estuvo conformado por el 30% de los clones (6 de 20) y todos mostraron
100% de homologia de secuencia, a excepcion del clon 40 y del clon 16 que fueron
distintos en un unico aminodcido. Este grupo estuvo formado por la misma
proporcion de clones derivados de ambas rondas de seleccion.

La identidad de secuencia que se presentd por un lado entre los clones del
grupo 1y por el otro, entre los clones del grupo 4, sugiere que dentro de cada uno de
estos grupos existe una relacion clonal, es decir que provienen de un mismo clon de
linfocitos B. Sus diferencias surgen por mutacion somatica posterior al rearreglo V-
D-] durante la ontogenia de los linfocitos B. Por otro lado, la secuencia del clon del
grupo 2 presenté un CDR1 y un CDR2 idénticos a algunas de las secuencias del
grupo 1, pero difiere marcadamente en su CDR3, sugiriendo que derivé de la misma
linea germinal VH pero con un rearreglo V-D-J diferente. De la misma manera, el
clon 38 del grupo 3 habria derivado de la misma linea germinal que los clones del
grupo 4, ya que sus CDR1 y CDR2 son similares.

Todas las secuencias de los clones analizados presentaron las cisteinas
candnicas en la posicién 22 y 92, pero en ningun caso se observaron cisteinas

adicionales como presentd el 50% de las secuencias de la biblioteca. También se
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observaron en el FR2 los residuos hidrofilicos caracteristicos de los VHHs y en
ninguna secuencia la leucina 11 estuvo remplazada por el residuo serina. Los CDRs
de los 20 clones analizados son claramente diferentes a los CDRs de los clones de la
biblioteca antes del proceso de seleccion.

El analisis de las secuencias en su conjunto permitié concluir que los clones del
grupo 1, con CDR3 de mayor longitud y secuencias muy similares, fueron los mas
representativos, es decir que hubo una fuerte seleccion de esos VHHs a lo largo de
las rondas de seleccion. Por otro lado, la comparacion y andlisis de las secuencias de
ambas rondas nos permitié observar que la ronda 3 presentd mayor variabilidad,
resaltando la importancia de haber realizado una tercera ronda de seleccion, lo cual

incrementd las probabilidades de encontrar VHHs inhibitorios.

Para analizar si alguno de los VHHs secuenciados especificos contra SpvB
inhibe la actividad enzimatica de SpvB, se eligieron 5 VHHSs representativos: los
clones 5 y 6 del grupo 1 (VHHS5 y VHHS6), el clon 1 del grupo 2 (VHH1), el clon 38
del grupo 3 (VHH38) y el clon 16 del grupo 4 (VHH16). Se expresaron como
proteinas recombinantes y fueron purificados a partir de un lisado periplasmatico.
Se realizaron dos pasos de purificacion, uno inicial por columna de niquel y otro
tinal por tamiz molecular S75. En la Figura 15 se muestra como ejemplo un gel SDS-
PAGE de un VHH representativo luego de la purificacion inicial por columna de

niquel (Figura 15A) y luego de la purificacion final por S75 (Figura 15B).

74



Niquel S75

Figura 15. Purificacion de los VHHs seleccionados. Se muestra la corrida electroforética en
SDS-PAGE correspondiente a A: alicuotas de la fraccion eluida (Vo) y de los picos obtenidos
al aplicar el gradiente de imidazol (Pico 1 y VHH). B: Purificacién final por S75 de un VHH
representativo; M: Marcadores de PM en KDa.

Todos los clones seleccionados pudieron ser purificados. La migracion
electroforética mostré6 que los VHHs tienen un PM cercano a los 20 KDa. El
rendimiento fue aproximadamente de 1 a 5 mg de VHH por litro de cultivo y el

grado de pureza fue adecuado.

Con el objetivo de analizar si los VHHSs seleccionados poseen la capacidad de
inhibir a SpvB, se aplicaron las mismas técnicas empleadas para medir la actividad
enzimatica de SpvB: radioactividad y fluorometria. El ensayo de radioactividad

consistié en medir la incorporacion de 3?P-ADP-Ribosa (a partir del 32P-NAD) a la
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molécula de actina. El ensayo de fluorometria consisti6 en el sensado de la
polimerizacion de actina-pyrene evidenciada por incremento de la fluorescencia a

través del tiempo.

Para el ensayo de radioactividad se incubaron 10 ng de SpvB, 3P-NAD y un
lisado de células CHO, como fuente de actina. Posteriormente se realizo una corrida
electroforética y por autorradiografia se observo la presencia de actina marcada
radioactivamente (Figura 16, calle 2). La banda de 43 KDa indic6 que la actina fue
ADP-ribosilada; dado que en la calle 1, en ausencia de SpvB, no se observé la banda
de actina, podemos concluir que la ADP-ribosilacion fue realizada por SpvB. Los
ensayos de inhibicion enzimatica se realizaron en una primera instancia utilizando
una relacién molar SpvB:VHH de 1:1000. La inhibiciéon de la ADP-ribosilacién fue
evaluada por el agregado de los diferentes VHHSs seleccionados a la reaccion. Para
tal fin, se incubd previamente a la enzima con los diferentes VHHs y luego se agrego
a la reaccion el lisado de células y el 32P-NAD. En la Figura 16 (calles 3, 4, 6, 7 y 8) se
puede visualizar claramente que el agregado de cada uno de los VHHs origind la
ausencia de la banda marcada radioactivamente, indicando que todos los VHHs
ensayados bloquearon la actividad enzimatica de SpvB. Se incluy6 en el ensayo un
VHHNR como control de especificidad. Nodtese la marca radioactiva de la actina
indicando que fue ADP-ribosilada cuando la enzima fue incubada con el VHHNR

(Figura 16, calle 5).
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Actina “- L -

VHH - - 1 383 NR 16 6 5

SpvB -+ + + o+ o+ o+ o+

Figura 16. Radioactividad. Inhibicién de la ADP-ribosilacion de la molécula de actina
mediada por SpvB a través de VHHS especificos. Se muestra una autorradiografia obtenida
al incubar un lisado de células CHO con SpvB, #?P-NAD vy diferentes VHHs anti-SpvB o un
VHH no relacionado (VHH NR). Se puede observar en los controles sin VHH (calle 2) y con
VHH NR (calle 5) la banda correspondiente a la actina marcada radioactivamente. SpvB: 10
ng (1,21x10°M); VHHs: 10 pg (2,16x10°M).

Este resultado nos permite concluir que todos los VHHSs seleccionados son
especificos contra SpvB y que en las condiciones analizadas bloquean su actividad

enzimatica.

En una segunda instancia sobre la evaluacion de la capacidad inhibitoria de
estos VHHs, aplicando la misma técnica, realizamos ensayos de dosis-respuesta. Es
decir, se mantuvo constante la cantidad de SpvB (10 ng) y se fueron agregando dosis
incrementadas de VHH, las cuales fueron de 10 ng hasta 10 pg. En cada curva se
incluy6 un control positivo el cual estuvo compuesto por SpvB, **P-NAD y un lisado
de células y un control de especificidad donde se incluyé un VHHNR. Por un lado
se analizd por autorradiografia la disminucion gradual de la banda marcada
radioactivamente a medida que se agregd a la reaccion mayor cantidad de VHH. Por
otro lado, se intent6 cuantificar la presencia de las bandas a través del Storm,
teniendo en cuenta el area de cada una de ellas. En la Figura 17 se muestra una
autorradiografia de VHH1 (Figura 17A), VHH5 (Figura 17B) y de VHH6 (Figura
17C).

77



Actina ? 1

VHH1
VHHNR . . 4+ - - - . . .

SpvB + - + + + + + + + o+

Actina

Y e '||I| L N I'..;I:.ﬂ.r"‘ p—
VHH5 RSO @Q“% 6@“% Wo P b
VHHNR . _ + - - . . . . .

SpvB  + - + + o+ + + + + +

78




1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Acting - ————

VHH6 . | | % oo 0P P
VHHNR . . 4+ . . . .. oo
SpvB

Figura 17. Radioactividad. Inhibicion de SpvB por diferentes cantidades de VHH. Se
muestra una autorradiografia obtenida al incubar un lisado de células CHO con SpvB, 32P-
NAD y diferentes cantidades de A: VHH1, B: VHHS5, C: VHH6 o con un VHH NR.

En estos ensayos fue clara la aparicion de la banda de actina marcada
radioactivamente en presencia de SpvB (Figura 17A, B y C, 1) y cuando se incub6
con VHHNR (Figura 17A, B y C, 3). El andlisis de todos los VHHs nos permitid
observar ausencia de la banda radioactiva con 10 ug de VHHs, indicando que los 3
VHHs analizados inhibieron a SpvB en las condiciones analizadas. Con respecto a
VHH], esta fue la tinica cantidad de anticuerpo capaz de inhibir en un 100% a SpvB.
Sin embargo, para VHHS5 y para VHH6 también se observé ausencia de bandas para
5 ug y para 1 y 5 ug, respectivamente. A partir de este analisis, podriamos concluir
que VHH5 y VHH6 son mejores inhibidores que el VHH]1, debido a que son capaces
de inhibir a SpvB en dosis mds bajas. Se pudo observar en la autorradiografia de
VHH1 y VHHS5 que algunas cantidades de VHHs ensayadas, no correspondieron a
una relacion de dosis-dependencia (Figura 17A, 8 y 9 y Figura 17B, 7 y 8). Por lo
tanto, cuando cuantificamos estas bandas a través del Storm no logramos obtener
una curva adecuada que responda a un efecto de dosis-dependencia. De todas
maneras, esta técnica nos permitié concluir claramente que los VHHSs seleccionados
bloquean especificamente la actividad enzimatica de SpvB en relacion molar

SpvB:VHH 1:1000. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, decidimos realizar
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un ensayo que permita cuantificar la capacidad inhibitoria de cada uno de los VHHs

seleccionados. Aplicamos para ello la técnica de fluorometria.

Como se menciond anteriormente en los ensayos de actividad enzimatica de
SpvB por medio de la técnica de fluorometria, un incremento de la fluorescencia a
través del tiempo indica que la actina-pyrene monomérica forma filamentos, es decir
que se polimeriza (G-actina a F-actina). En estos ensayos de inhibicion de la
actividad enzimatica de SpvB se pudo observar que cuando 0.5 ug (66 nM) de SpvB
fueron incubados con la actina-pyrene y con NAD no se observé incremento de
fluorescencia, indicando que la enzima ADP-ribosila la totalidad de la actina
presente en la reaccidn, previniendo asi la conversion de G-actina a F-actina.
Nosotros consideramos que esta curva corresponde al 0% de polimerizacion.
Contrariamente, en ausencia de SpvB se produjo polimerizacion de la actina, efecto
que fue observado por un incremento de la fluorescencia, y por lo tanto esta curva
corresponde al 100% de polimerizacion. Se pueden visualizar ambos controles en la
Figura 18 (SpvB (0%); Actina-pyrene (100%)) para todos los VHHSs analizados. Para
poder calcular la cantidad minima de VHH necesaria para inhibir a 0.5 ug de SpvB
se analizaron los VHHs seleccionados y cantidades variables de cada uno de ellos
fue previamente incubada con la enzima. En la Figura 18 se muestra el analisis para

cada uno de ellos.
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Figura 18. Fluorometria. Inhibicion de la ADP-ribosilacion de actina mediada por SpvB a
través de VHHs especificos. Se muestra la variacion de la fluorescencia en funcién del
tiempo. Diferentes concentraciones de A: VHH1, B: VHH5, C: VHH6 y D: VHH3S, fueron
utilizadas manteniendo constante la concentracion de SpvB. 100% de polimerizacion:
0.4mg/ml actina-pyrene + 0.05 mM NAD. 0% de polimerizacion: 0.4 mg/ml actina-pyrene +
6.66x10*M SpvB + 0.05 mM NAD. Se muestra para cada curva la relaciéon molar SpvB:VHH.
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Para todos los VHHs analizados, cuando SpvB fue incubada con cantidades
crecientes de VHH, se produjo un incremento en la fluorescencia. Esto indicé que los
VHHs inhiben la polimerizaciéon de actina mediada por SpvB de manera dosis-
dependiente. Se necesit6 una cantidad diferente de cada VHH para bloquear
completamente a SpvB y asi poder alcanzar el 100% de polimerizacion. Fue notorio
visualizar que VHH5 y VHH6 a una relacion molar SpvB:VHH 1:1 lograron
bloquear completamente a SpvB generdndose un 100% de polimerizacion. Sin
embargo, VHH38 y VHHI necesitaron un exceso molar de 3 (SpvB:VHH 1:3) a 5
veces (SpvB:VHH 1:5), respectivamente, para lograr inhibir completamente a la

enzima y alcanzar el 100% de polimerizacion.

Estos resultados nos permitieron concluir que los VHHs seleccionados inhiben
especificamente a SpvB, pero se necesita de cada uno de ellos una determinada
cantidad para bloquear completamente a la enzima. Es decir, logramos obtener 4

VHHs con capacidad inhibitoria diferente por SpvB.

A partir de las curvas de fluorometria se evalud el porcentaje de inhibiciéon de
cada uno de los VHHSs analizados. Para tal fin se fijo un tiempo (800 segundos) y se
tomo como referencia el 100% y el 0% de polimerizacion de actina y se calculo el
porcentaje de inhibiciéon para cada curva analizada, es decir para cada relacion
molar. Se puede apreciar en la Figura 19 el porcentaje de inhibicién en funcién de la

relacién molar VHH:SpvB.
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Figura 19. Perfil del porcentaje de inhibicion de SpvB en funcion de la relacion molar
VHH:SpvB. Se muestran las curvas obtenidas para cada VHHSs analizado. Se utilizaron los
valores de fluorescencia obtenidos a los 800 segundos para calcular el porcentaje de
inhibicion tomando como referencia los valores a 100% y 0% de polimerizacion
correspondiente a cada VHHs.

El andlisis conjunto de todos los VHHs nos permitié concluir que VHH5 y
VHH6, con CDR3 mas largos y de secuencias muy similares entre si, lograron
alcanzar una inhibicién de la actividad enzimadtica de SpvB del 100% a una relacion
molar 1:1 SpvB:VHH, indicando que ambos fragmentos son muy buenos
inhibidores. Notablemente nuestros resultados sugieren que hay una correlacion

entre la longitud del CDR3, la similitud de secuencia y el porcentaje de inhibicion.

Por lo tanto, mediante estos analisis in vitro pudimos seleccionar dos VHHs con
la capacidad de inhibir a SpvB en relacion equimolar. Esto nos condujo a elegir uno
de ellos para, en una primera etapa, intentar su expresién en el citoplasma de células

eucariotas y en una segunda etapa, realizar ensayos de inhibicién intracelular.
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5. Expresion de VHHs en el interior de células eucariotas

Los ensayos in vitro nos permitieron demostrar que a partir de las técnicas
aplicadas pudimos hallar VHHs que inhiben la actividad enzimatica de SpvB. Estos
resultados nos condujeron a evaluar la capacidad inhibitoria de estos VHHSs en el
interior de células eucariotas, y para esto, expresar a los VHHs como intrabodies
(93). Segun la bibliografia, estos fragmentos pueden ser expresados en diferentes
compartimentos de células eucariotas (108-112). Por lo tanto, elegimos a VHH5 y a
un VHHNR utilizado como control y se evalu6 su expresion en el citoplasma de
distintas lineas celulares eucariotas. Ambos VHHs fueron fusionados a MBP (MBP-
VHH5 y MBP-VHHNR) y luego clonados en el vector pcDNAs de expresion
eucariota. El clonado de ambos MBP-VHHSs en el vector de expresiéon eucariota
pcDNAGs fue corroborado por digestion con enzimas especificas y por secuenciacion
(no mostrado). Dos motivos nos condujeron a clonar ambos VHHs junto a MBP. El
primero fue poder otorgarle mejor estabilidad al VHH, ya que se ha demostrado que
MBP actia como chaperona aumentando la solubilidad y estabilidad de los
intrabodies tanto en el citoplasma de bacterias como en el de células eucariotas (103;
104). El segundo fue poder utilizar a MBP como “tag” y de esta manera poder
evaluar y visualizar la expresion de los intrabodies. Todas las transfecciones se
realizaron en forma transiente. En una primera etapa, y para asegurarnos que MBP-
VHHS5 y MBP-VHHNR se podian expresar en el citoplasma de las células, elegimos
dos lineas celulares que segtin el reactivo utilizado (jetPei™, Polyplus transfection)
son las mas accesibles para la transfeccion. Por tal motivo utilizamos las lineas
celulares HEK y Hela para evaluar la expresion de los VHHs, y la misma fue
analizada en un principio por Western blot. Para asegurarnos de trabajar en cada
ensayo con la misma cantidad de células y asi poder comparar la expresién en los
distintos tipos celulares, las mismas fueron cultivadas hasta un 50% de confluencia,

transfectadas, contadas y luego lisadas. Se puede apreciar en la Figura 20 la
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presencia de una banda de 63 KDa correspondiente a MBP-VHH5 (A) y MBP-
VHHNR (B).

A HEK Hela
NT T M

¥ MBP-VHH5

B
HEK

MBP T5 TNR

» MBP-VHHNR

T5: Transfectadas con MBP-VHH5
TNR: transfectadas con MBP-VHHNR

Figura 20. Expresion de los VHHs en células eucariotas. A: Las células que fueron
transfectadas con MBP-VHHS (T) y el control de células sin transfectar (NT) se lisaron y
alicuotas de dicho lisado fueron sometidas primero a una corrida electroforética y luego a
un Western blot utilizando un anticuerpo anti-MBP. M: marcadores de peso molecular. B: El
mismo protocolo se sigui6 para visualizar y corroborar la expresion del MBP-VHHNR. Se
incluyeron alicuotas del MBP-VHHS5 y de MBP sola. Nétese que la migracion electroforética
origin6 un PM cercano a los 63 KDa para ambos MBP-VHHs.
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Este resultado claramente mostré que ambos VHHSs lograron expresarse en el
citoplasma de células eucariotas luego de 24 hs de transfeccion. Se puede observar

que la expresion fue mas elevada para MBP-VHHS5 en células Hela.

Por otro lado, también evaluamos si ambos VHHSs podian expresarse sin MBP
en el citoplasma de células eucariotas. Para este caso, se clonaron directamente
ambos fragmentos en un vector de expresion eucariota pcDNAs y se utilizd6 como

“tag” 6xHis. En la Figura 21 se muestra un Western blot de ambos VHHs.

'T5 TNR NT

gt

B -

o

VHHs-His 41 ~

T5: transfectadas con VHH5-His
TNR: transfectadas con VHHNR-His
NT: no transfectadas

Figura 21. Expresion de VHH5-His y VHHNR-His en células eucariotas. A partir de un
lisado de células HEK se pudo visualizar y confirmar por Western blot la expresion de
ambos VHHs (VHHS5 y VHHNR) en el citoplasma de células eucariotas revelando con un
anticuerpo anti-His. Se muestra como control un lisado de células sin transfectar (NT). El
PM corresponde a aproximadamente 20 KDa.
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Independientemente de la presencia o ausencia de MBP, fue claro que ambos
VHHs pudieron expresarse en el citoplasma de células eucariotas, sugiriendo que
estos fragmentos toleran correctamente el medio ambiente reductor del citoplasma y

corroborando su muy buena estabilidad en este ambiente.

En una segunda etapa, la expresion de MBP-VHH5 y de MBP-VHHNR
también fue corroborada y evaluada por inmunofluorescencia en lineas celulares
como Hela, macrofagos RAW y células Vero. Para tal fin aquellas células que fueron
transfectadas y que expresaron MBP-VHHS5 pudieron ser identificadas por medio de
un anticuerpo secundario acoplado a Cy™3 coloreando el citoplasma de las células
de rojo. En la Figura 22 se muestran inmunofluorescencias de las tres lineas celulares
donde se puede apreciar claramente la expresion de MBP-VHHS5. También se logrd
expresar MBP-VHHNR en dichas lineas celulares (no mostrado) y ambos intrabodies
fueron expresados en macrdfagos J774 (no mostrado) con resultados similares a los

mostrados para macrofagos RAW.

Hela Vero Macrofagos

MBP-VHH5 MBP-VHH5

Figura 22. Expresion de MBP-VHHS5 en tres lineas celulares. Se observa el citoplasma de
las células coloreado de rojo, indicando que MBP-VHHS5 se expres6 en todas las lineas
celulares.
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En todas las lineas celulares probadas MBP-VHH5 y MBP-VHHNR se
expresaron como intrabodies en el citoplasma de las células. La eficiencia de
transfeccion fue variable de una linea celular a otra. Por ejemplo, en células Hela la
eficiencia fue de un 25 a 30%, mientras que en macrofagos y células Vero fue de un
10 a 15%, inclusive en macrofagos ese porcentaje en algunas ocasiones se vio
disminuido. Si bien las construcciones VHHs-His pudieron ser expresadas en células
HEK, como observamos mediante Western blot, las mismas no resultaron adecuadas
para realizar los ensayos de inmunofluorescencia. Probablemente esto se deba a
inconvenientes con esta técnica utilizando el anticuerpo anti-His. Por lo tanto, en
adelante todos los ensayos de expresion intracelular de VHHs se realizaron con las

construcciones MBP-VHHs.

Los ensayos de inhibicion intracelular fueron llevados a cabo en las lineas
celulares RAW, J774 y Vero. A pesar de los reiterados intentos y grandes esfuerzos
por mejorar la eficiencia de transfeccién, no logramos obtener mejorias al respecto.
En una primera etapa se realizaron ensayos de transfecciéon con ambos MBP-VHHs e
infeccion con el patoégeno Salmonella typhimurium y en una segunda instancia se
realizaron ensayos de transfeccion con ambos MBP-VHHs y translocacion de SpvB al
interior de células Vero. Para ambos casos se analizd proteccion celular por medio de

MBP-VHHS5.

6. Ensayos de infeccion con Salmonella typhimurium y Salmonella mutante

Para evaluar la capacidad inhibitoria de VHH5 como intrabody en el
citoplasma de macrofagos, se llevaron a cabo ensayos de infeccion con el patdgeno
Salmonella typhimurium (Salmonella wt). La infeccion en cultivos de macroéfagos con

Salmonella wt induce cambios morfoldgicos caracterizados por redondeamiento,
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desprendimiento y apoptosis luego de 24 hs de infecciéon (114; 170; 181). Sin
embargo, se reportaron ensayos de infeccion con Salmonella typhimurium mutante, la
cual posee mutaciones puntuales en el gen spvB (originando SpvB mutada en su sito
activo) que no mostraron modificaciones en el citoesqueleto, es decir que no se
presentaron los cambios morfoldgicos mencionados anteriormente (172). Para los
ensayos de infeccion se transfectaron de manera transiente macréfagos RAW, los
mismos fueron infectados con Salmonella wt y los resultados fueron visualizados
por inmunofluorescencia. Incluimos los siguientes controles: por un lado, Salmonella
typhimurium mutante (Salmonella mut), la cual tiene delecionado el gen spvB en el
plasmido de virulencia y por lo tanto la enzima no se expresa en el citoplasma de la
célula hospedadora; por otro lado, las células fueron transfectadas con MBP-
VHHNR e infectadas. Para el andlisis de los resultados, consideramos que las células
estaban protegidas cuando se las infecté y mostraron su citoesqueleto polimerizado.
En la Figura 23 se puede apreciar una inmunofluorescencia del ensayo de infeccion

con sus correspondientes controles.

Salmonella

Actin

MBP
Salmonella wt - - - + +
Salmonella mt = - + - -
VHH5 = = = s =
VHHatr - - - = 4
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Figura 23. Infeccion de macrofagos RAW. Inmunofluorescencia de macréfagos RAW
transfectados con MBP-VHH5 (VHH5), MBP-VHHNR (VHHatr) o sin transfectar, e
infectados con Salmonella wt o con la cepa que no expresa SpvB (Salmonella mut). Se observa
en la fila superior la presencia de las bacterias (anticuerpo anti-Salmonella, azul). En la fila
central se muestran las células marcadas con faloidina-FITC (verde). En la fila inferior se
muestran las células marcadas con anti-MBP (rojo). Se muestran los controles
correspondientes.

En los macréfagos RAW transfectados con los vectores que codifican para
MBP-VHHS5 y para MBP-VHHNR se confirmd por microscopia de fluorescencia que
ambos fueron igualmente expresados en el citoplasma (Figura 23; L, O). Luego, estos
cultivos fueron infectados con Salmonella wt (Figura 23; J, M) y la morfologia del
citoesqueleto (Figura 23; K, N) fue observada, analizada y comparada con los
controles incluidos en el ensayo. Las células que expresaron MBP-VHHNR y que
fueron infectadas mostraron su citoesqueleto redondeado. Al observar las células en
cultivo, se pudieron visualizar células parcialmente despegadas y también se
observd apoptosis celular. Esta morfologia (citoesqueleto redondeado) fue similar a
la presentada por las células que solo fueron infectadas con Salmonella wt (Figura
23D, E vs N). Este efecto fue atribuido en gran parte a SpvB, debido a que las células
que fueron infectadas con Salmonella mut (Figura 23G) no mostraron su
citoesqueleto modificado (Figura 23H). Las células que expresaron MBP-VHHS5 y
fueron infectadas con Salmonella wt, si bien presentaron un cambio parcial en su
morfologia, presentaron el citoesqueleto protegido, sugiriendo que el mismo podria
ser comparado al citoesqueleto que se visualizé en las células infectadas con

Salmonella mut (Figura 23H vs K).

Estos resultados, efectivamente nos indicaron que MBP-VHH5 protege a las
células del efecto toxico causado por el factor de virulencia SpvB, es decir, VHH5
neutraliza a la toxina en el citoplasma de las células. Esta proteccién resultd
especifica debido a que, como se mostrd anteriormente, las células que expresaron
MBP-VHHNR vy fueron infectadas con Salmonella wt se redondearon. Claramente,

MBP-VHHNR no protegio a las células del efecto toxico causado por SpvB.

91



Para cuantificar la cantidad de células protegidas por MBP-VHHS5, se contaron
en cada pocillo las células que expresaron el intrabody y que habian sido infectadas.
Observamos que en el 94% de las células que fueron transfectadas con MBP-VHHS5 e
infectadas, el citoesqueleto se encontraba protegido. Consideramos que el porcentaje

de células que mostrd su citoesqueleto protegido es significativo.

Para discriminar los efectos citotdxicos generados por SpvB de otros factores de
virulencia presentes en el patdgeno, encaramos nuevos ensayos en los cuales SpvB

fue translocada al interior celular.

7. Ensayos de translocacion con la toxina de fusion C2IN/C-SpvB al interior

celular

Para evaluar de forma univoca la capacidad inhibitoria del VHHS5 sobre SpvB,
analizamos el efecto protectivo del intrabody expresado en el interior de células
Vero las cuales fueron tratadas con SpvB agregada ex6genamente.

En los ensayos de translocacion, trabajamos con la toxina de fusion C2IN/C-
SpvB para que SpvB pudiera translocarse al interior de las células, utilizando la
estrategia descripta por Pust et al (188). A continuacion se detalla brevemente la
estrategia utilizada por los autores mencionados. Clostridium botulinum posee una
toxina denominada C2 que, al igual que SpvB, ADP-ribosila la actina,
depolimerizando los filamentos y causando pérdida de la morfologia celular
evidenciada por el redondeamiento y generando apoptosis celular. El patdégeno
reside en endosomas cuando se encuentra en el interior de las células hospedadoras.

Clostridium secreta la toxina C2, la cual interacciona con otro componente proteico
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denominado C2IIa, el cual se une a receptores de la membrana de los endosomas. La
interaccion de ambos componentes y la union de C2Ila a receptores de la membrana
de los endosomas permiten que la toxina C2 sea translocada al citoplasma de las
células hospedadoras. El componente enzimatico de C2, llamado C2I es una ADP-
ribosiltransferasa. La interaccion de C2 con C2Ila es mediada por el N-terminal de
C2 (C2IN). C2IN es enzimaticamente inactivo. Por lo tanto, C2IN y C2Ila pueden ser
utilizados como adaptador y translocador, respectivamente, para el ingreso de
proteinas al interior de células eucariotas. SpvB no puede ingresar al interior de
células eucariotas, por tal motivo se disefié6 una quimera utilizando el componente
enzimaticamente inactivo de Clostridium spp, C2IN. Estos autores fusionaron el
dominio C-terminal de SpvB (C-SpvB) junto a C2IN, construyendo asi una quimera
denominada C2IN/C-SpvB. Ensayos realizados con la quimera mostraron cambios
morfoldgicos detectados en las células los cuales son atribuidos al efecto toxico
causado por SpvB.

En una primera etapa y para calcular qué cantidad de toxinas fueron necesarias
para que el 100% de las células se redondearan, se incubaron diferentes cantidades
de C2I + C2Ila por un lado y por otro C2IN/C-SpvB + C2Ila y las mismas fueron
agregadas a un cultivo de células Vero durante 3 hs. En los ensayos de infeccion
pudimos identificar a las células infectadas mediante tincion o anticuerpos
especificos; en este ensayo no resulto posible realizar la identificacion de las toxinas.
Por esto, fue de gran importancia conocer la cantidad de toxinas necesaria (ver
Materiales y métodos) para asegurar que la totalidad de las células estuviera
afectada para, en una etapa posterior, analizar el efecto inhibitorio de VHHS. En la
Figura 24 se muestra la morfologia de las células sin tratar y las tratadas con las

toxinas, mediante microscopia de contraste de fase.
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Figura 24. Morfologia de células Vero incubadas con la toxina de fusiéon C2IN/C-SpvB. Se
incubaron células Vero con las toxinas C2I + C2IIa o C2IN/C-SpvB + C2Ila durante 3 hs y
luego la morfologia celular fue analizada por microscopia de contraste de fase.

Claramente se puede observar que la toxina de fusiéon C2IN/C-SpvB indujo el
redondeamiento de las células, de la misma manera que el control positivo con la
toxina de Clostridium spp. Posteriormente, analizamos la capacidad de VHHS de
inhibir a C2IN/C-SpvB. Para tal fin, las toxinas C2I y C2IN/C-SpvB fueron incubadas
previamente en presencia o ausencia de VHH5 y luego fueron agregados al cultivo
de células Vero durante 3 hs. Nuevamente, la citotoxicidad fue monitoreada por

microscopia de contraste de fase (Figura 25).

- - VHH5 - VHHS5

Untreated C2I Toxin C2IN-C/SpvB

Figura 25. Incubacion de VHH5 con la toxina de fusion C2IN/C-SpvB. Se muestran
fotografias de microscopia de contraste de fase de células Vero incubadas con C2I en
presencia o ausencia de VHHS5 o con C2IN/C-SpvB en presencia o ausencia de VHHS5. Se
muestra el control de células Vero sin tratar.
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Como se observd en el ensayo anterior, las células tratadas con la toxina
C2IN/C-SpvB se redondearon, al igual que el control de células tratadas con la
toxina de Clostridium (Figura 25Dy B). Se observa claramente que las células tratadas
con la mezcla VHHS5 + C2IN/C-SpvB conservan su morfologia intacta, similar a la
morfologia de las células sin tratar (Figura 25A y E). VHH5 no tuvo un efecto
inhibitorio en la toxicidad de C2I, evidenciando su especificidad por SpvB (Figura
25C). E1100% de las células tratadas con VHHS conservo su morfologia intacta.

En este caso el efecto protector de VHHS5 cuando es incubado con la quimera se
puede deber a la inhibicion de la actividad tdxica o alternativamente, a la inhibicion
de la translocacion de SpvB al interior de las células. Para estudiar la capacidad
inhibitoria de VHHD5 sobre la actividad enzimatica de la toxina de fusion, realizamos

un ensayo similar utilizando a VHH5 como intrabody.

Evaluamos si VHH5 como intrabody es capaz de inhibir a la toxina de fusiéon
C2IN/C-SpvB en el interior de células eucariotas. Para observar este efecto, células
Vero creciendo en subconfluencia se transfectaron con la construccion MBP-VHHS5 y
los cultivos fueron incubados con la toxina de fusion C2IN/C-SpvB. Las células

fueron observadas por microscopia de fluorescencia (Figura 26).
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Untreated C2I Toxin C2IN-C/SpvB

Figura 26. Translocacion de C2IN/C-SpvB al interior de células transfectadas con VHHS5.
Inmunofluorescencia de células Vero transfectadas con MBP-VHH5, con MBP-VHHNR
(VHHatr) o sin transfectar (-) y tratadas con la toxina C2I o con C2IN/C-SpvB o sin tratar. En
la fila superior se muestran las células marcadas con faloidina-FITC (verde). En la fila
inferior se muestran las células marcadas con anti-MBP (rojo).

Las células transfectadas con MBP-VHHS e incubadas con C2IN/C-SpvB no
presentaron redondeamiento celular (Figura 26K y L). Tanto las células tratadas con
C2IN/C-SpvB y no transfectadas (Figura 261 y J) como las transfectadas con MBP-
VHHNR e incubadas con C2IN/C-SpvB presentaron redondeamiento (Figura 26M y
N). Estos resultados muestran que MBP-VHH5 inhibe los efectos citopaticos
causados por C2IN/C-SpvB.

MBP-VHHS5 no tiene ningun efecto sobre la toxicidad de C2I, evidenciando la
especificidad de VHH5 por la toxina SpvB (Figura 26G y H). Las células
transfectadas con MBP-VHHS5 e incubadas con C2IN/C-SpvB (Figura 26K y L) tienen
una morfologia levemente modificada con respecto a las células no tratadas (Figura
26A y B), pero similar a las que fueron solamente transfectadas (Figura 26C y D), lo
que sugiere que la transfeccidon por si misma modifica a las células.

Pudimos estimar que el 98% de las células transfectadas con MBP-VHHS e
incubadas con C2IN/C-SpvB conservd su citoesqueleto intacto y el 2% restante

presentd su morfologia algo modificada.
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El conjunto de estos resultados nos permite concluir que VHH5 bloquea la

actividad de SpvB cuando la misma es translocada al interior de células eucariotas.

En resumen, pudimos probar que VHH5 inhibe a SpvB en células
eucariotas por tres ensayos diferentes. Como estos ensayos difieren en la fuente de la
toxina y del anticuerpo, podemos concluir que el fragmento VHHS5 de llamas es
especifico para SpvB y funcionalmente activo en un ambiente reductor como es el

citoplasma de células eucariotas.
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Conclusiones generales

» La enzima SpvB fue purificada y su actividad enzimatica fue medida por
radioactividad y fluorometria. El dominio C-terminal de SpvB que obtuvimos,

ADP-ribosila a la actina, depolimerizando los filamentos de la misma.

>  Se disenid un plan de inmunizacion en llamas y las mismas fueron inmunizadas
con el dominio catalitico C-terminal de SpvB. Se produjo una respuesta
humoral significativa contra SpvB, lo que permitié generar una biblioteca de
expresion en fagos (de tamano 4x107 clones) de los fragmentos variables de
hcIlgG denominados VHH. La biblioteca obtenida fue de buena calidad y

variable.

> A partir de tres rondas de selecciéon en solucién con 50 nM de SpvB, se
obtuvieron fagos que reconocieron a SpvB. Mediante un ELISA de fagos a
partir de clones unicos, se identifico la presencia de un gran porcentaje de

clones especificos contra SpvB.

>  El andlisis de las secuencias de los VHHs especificos contra SpvB revel6 que el

grupo mayoritario tiene un CDR3 de 18 aminodacidos de largo.

> Se pudieron expresar y purificar como proteina soluble cinco VHHs
representativos. Mediante un ensayo de radioactividad pudimos observar que

todos los VHHs seleccionados inhibieron la actividad enzimatica de SpvB.
>  El ensayo de fluorometria permitio cuantificar la capacidad de cada VHH de

inhibir a SpvB. Los anticuerpos VHH5 y VHH6 lograron un 100% de inhibicion

en relacion equimolar en las condiciones ensayadas.
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»  Fue posible expresar VHHs como intrabodies en el citoplasma de diferentes

lineas celulares y su expresion no afecto la integridad celular.

> La expresion de VHH5 en macrofagos que luego fueron infectados con
Salmonella, logré neutralizar la toxina y, si bien las células presentaron un

cambio parcial en su morfologia, mostraron el citoesqueleto protegido.

>  La translocacion de SpvB al interior de células Vero no indujo citotoxicidad en
las células que expresaron VHH5 como intrabody. A diferencia de los ensayos
de infeccidn, no se observaron alteraciones en la arquitectura celular, debido a

la ausencia de otros factores de virulencia de Salmonella.

>  Los controles realizados en los ensayos de infeccidon y de translocacién nos
permitieron concluir claramente que la actividad de SpvB es inhibida
especificamente por VHH5 (y no por VHH NR) y ademas, que VHH5 reconoce
especificamente a SpvB, debido a que no tuvo un efecto inhibitorio sobre la

toxicidad de la toxina C2I de Clostridium spp.

Estos resultados constituyen una prueba de concepto sobre el uso de anticuerpos

de dominio tnico de llama para la inhibicidon de enzimas intracelulares.
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DISCUSION
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Una estrategia atractiva para impedir el proceso infectivo de bacterias y virus
es el bloqueo de factores de virulencia mediante anticuerpos especificos. Sin
embargo, esta estrategia presenta dificultades en el caso de patdgenos intracelulares,
dado que el medio intracelular es un ambiente reductor en el cual los anticuerpos
convencionales no presentan estabilidad estructural (176,184). En este trabajo de
tesis evaluamos la obtencién y el uso de anticuerpos de dominio unico, estables en
un ambiente reductor, para inhibir a la toxina SpvB de Salmonella spp. Las enzimas
que ADP-ribosilan, como la toxina del cdlera y la toxina diftérica, son factores de
virulencia esenciales en una gran variedad de patdgenos bacterianos, incluyendo
ciertas bacterias intracelulares (181-183). La virulencia de Salmonella spp esta
determinada en parte por la toxina SpvB, una ADP-ribosiltransferasa secretada al
citoplasma de las células hospedadoras que interfiere en la polimerizacion de la

actina, causando apoptosis y muerte celular.

Los camélidos poseen, ademds de anticuerpos convencionales, anticuerpos
desprovistos de cadena liviana y del dominio CH1, denominados hclgG. El sitio de
union al antigeno en los hclgG esta formado por un tnico dominio, llamado VHH
(46,48). El hecho de que este dominio sea de pequeno tamafio, y esté formado por
una unica cadena polipeptidica, facilita su obtencion y posibles aplicaciones. En este
trabajo estudiamos las caracteristicas de VHHs obtenidos a partir de una llama
inmunizada con el dominio catalitico de la enzima SpvB de Salmonella typhimurium y
demostramos que estos anticuerpos pueden bloquear intracelularmente la actividad

enzimatica y citotoxica de esta toxina bacteriana.

Una parte de este trabajo se centrd en la generacion de una biblioteca inmune
de expresion en bacteriofagos de la region variable (VHH) de las hclgG. A partir de
la biblioteca obtenida, de tamaro de 4x107 clones, se expresaron los bacteridfagos y
se seleccionaron en solucion aquéllos que reconocieron a SpvB. Previamente a la

seleccion de VHHs especificos contra SpvB, secuenciamos 10 clones elegidos al azar
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y no se encontraron clones sin inserto ni secuencias no correspondientes a VHHs.
Ninguno de estos clones coincidid con los clones secuenciados luego de la seleccion.
La biblioteca resulté de alta calidad y variabilidad y su tamafo resulto adecuado,
resultando similar al obtenido para otras bibliotecas construidas en el laboratorio
(189,190-191). A pesar de que en los clones secuenciados de la biblioteca el 50 %
presentd cisteinas adicionales, éstas no fueron encontradas en ninguno de los clones
secuenciados luego de la seleccion. Pensamos que esto podria deberse a que la
conformacion adquirida en los VHHs que poseen dichas cisteinas no resulte
adecuada para unirse a SpvB.

En bibliotecas obtenidas previamente, la seleccion se realizé a partir de un
ELISA inmovilizando el antigeno en fase sélida, seguida por una elucion clasica o
por una elucion especifica (189-190, 192), o mediante selecciéon sobre células
expresando el antigeno en su membrana (191). Nosotros, en cambio, elegimos el
método de seleccidon por afinidad en solucion (193). Al utilizar el inmundgeno en
solucion se conserva su estructura nativa, no produciéndose la desnaturalizacion
que ocurre al adsorberlo a una superficie solida. De esta manera se seleccionan
mayoritariamente anticuerpos que reconozcan al antigeno en su estado nativo. Otra
ventaja de esta técnica es que posibilita trabajar con bajas concentraciones de
antigeno y asi permite seleccionar a los anticuerpos con mayor afinidad. Cabe
destacar que el método de seleccion en solucion permite discriminar a los
anticuerpos por su afinidad intrinseca a diferencia de la seleccion en fase sdlida, en
la cual también juega un rol la avidez.

La seleccion fue hecha con dos concentraciones de antigeno, 10 nM y 50 nM.
Observamos que con 10 nM de SpvB no hubo un enriquecimiento significativo de
fagos especificos mientras que con 50 nM de SpvB si lo hubo. Esto sugiere que en
nuestro sistema, se estarian seleccionando anticuerpos con una afinidad en el orden
submicromolar. Para confirmar esto se deberd realizar un andlisis por biosensor.
Estos resultados fueron similares a los obtenidos para otros VHHs generados en

nuestro laboratorio (189, 191-192) y a otros VHHs mencionados en la bibliografia.
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Por ejemplo, en el trabajo de Koch-Nolte y col., las afinidades de los dominios VHHSs
analizados estuvieron en un rango de 36 a 55 nM (191) y en el de Ratier y col,,
estuvieron en el rango de 22 a 86 nM (192). A pesar de haber maximizado las
condiciones para obtener anticuerpos de mayor afinidad que los obtenidos por otros
métodos en nuestro laboratorio, no logramos obtener anticuerpos con mayor
afinidad. Para obtener anticuerpos de mayor afinidad, se deberia haber aumentado
el nimero de inmunizaciones, la frecuencia de la toma de muestras o el tamafio de la
biblioteca. Sin embargo, consideramos importante evaluar los costos, los tiempos y
el bienestar de los animales. Pudimos obtener con el plan de inmunizacion disefiado
y el método de seleccion elegido, anticuerpos capaces de inhibir la actividad

enzimatica de SpvB, objetivo principal de nuestro trabajo.

Los 20 clones elegidos al azar, secuenciados y seleccionados presentaron un
FR2 tipico de camélidos y ausencia completa del dominio CH1. Ninguno presento
mutaciones en la leucinall y tampoco se observaron puentes disulfuro adicionales.
Si bien se ha postulado que la presencia de puentes disulfuro adicionales confiere
una mayor estabilidad a los dominios VHHSs, la ausencia de los mismos en los clones
de VHHSs obtenidos no impidié su expresion y purificacion, e incluso fue posible
conservarlos durante varias semanas a 4°C y a altas concentraciones de imidazol sin
que su estabilidad y capacidad de unién por el antigeno se vieran comprometidas.
Clasificamos a los 20 clones seleccionados de acuerdo al largo y a la similitud del
CDR3. En VHHs, el CDR3 se caracteriza por el largo y elevada variabilidad y
ademds provee una gran superficie de union al antigeno capaz de penetrar en el sitio
activo de enzimas inhibiendo su actividad (64, 84-85). Notablemente, la mayoria de
los clones presenté un CDR3 de 18 aminodcidos de largo. Consideramos que los
clones con CDR3 mas largos eran los mejores candidatos para inhibir la actividad

ADP-ribosiltransferasa de SpvB.
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Para realizar un andlisis detallado sobre la capacidad inhibitoria de estos
fragmentos, elegimos 5 VHHSs representativos de la poblacion analizada, de acuerdo
a la longitud de su CDR3. Para medir la actividad enzimatica de SpvB desarrollamos
dos técnicas muy diferentes entre si, mediante el uso de radioactividad y de
fluorescencia. Mediante el ensayo de radioactividad, observamos que todos los
VHHSs analizados bloquean la capacidad de SpvB de ADP-ribosilar la actina,
mientras que el VHH no relacionado es incapaz de inhibir a SpvB, demostrando la
especificidad de los VHHSs seleccionados. Todos los VHHs especificos ensayados
inhibieron a SpvB en una relacion molar SpvB:VHH de 1:1000, no lograndose
observar claramente mediante esta técnica la inhibicion de la actividad enzimatica a
menores concentraciones de VHH, como se explico en Resultados y Conclusiones.
En trabajos previos, empleando esta misma técnica logramos obtener una curva de
dosis-respuesta con 3 VHHSs que inhiben la actividad ADP-ribosiltransferasa de ecto-
enzimas de la superficie de linfocitos (191). Es posible que en este trabajo se haya
logrado realizar la curva de dosis respuesta debido a que realizaron los ensayos con
un sustrato de SpvB cuantificado (en este caso agmatina) en lugar del lisado de
células (como fuente de actina) que nosotros utilizamos. Teniendo en cuenta los
resultados de esta Tesis en los ensayos de fluorometria, podemos decir que los
VHHs evaluados si son capaces de inhibir la actividad de SpvB en menores
concentraciones de anticuerpo. Probablemente podriamos haberlo mostrado por
radioactividad modificando algunos procedimientos del ensayo, sin embargo
decidimos aplicar la técnica de fluorometria. El andlisis de fluorometria nos permitio
determinar cuantitativamente la capacidad inhibitoria de cada uno de los VHHs
seleccionados. Cada VHH bloqued6 de manera dosis-dependiente la actividad ADP-
ribosiltransferasa de SpvB y dos VHHs, VHH5 y VHHS6, inhibieron a SpvB en
relacion 1:1 en concentraciones nanomolares. Resulta interesante notar que VHHS y
VHHS6, con CDR3 de 18 aminoacidos y secuencias muy similares, fueron capaces de
producir un 100% de inhibicién a una relacién SpvB:VHH equimolar. Esta inhibicion

se produjo utilizando una concentracion de 66 nM de enzima y de VHH, por lo tanto
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se puede estimar que el valor de la afinidad de estos VHHs seria cercano a 66 nM.
Esta estimacion concuerda con la realizada en las rondas de seleccion de fagos. Para
medir la afinidad de estos VHHs por SpvB, queda pendiente realizar el analisis en
biosensor. Por otro lado, aquellos VHHs con un CDR3 mds corto y distinto,
necesitaron un exceso molar de 3 a 5 veces mas de VHH para alcanzar el 100% de
inhibicion. Estos resultados nos sugieren que los anticuerpos VHH5 y VHHG6 se unen
al sitio activo o a un sitio solapado con el sitio activo de SpvB, inhibiendo la
actividad ADP-ribosiltransferasa de la enzima. En cambio, los otros VHHSs, quizas se
unan mas débilmente a la enzima (menor afinidad), o alternativamente, interactien
con un sitio parcialmente solapado con el sitio activo de SpvB. Mediante la
utilizacion de biosensor con mutantes de SpvB en su sitio activo se podrian analizar
las hipdtesis mencionadas. A partir de la cristalizacion de estos VHHs unidos a la
enzima se podrdn confirmar estas hipdtesis. Segun nuestros resultados, y lo
establecido anteriormente, es posible que exista una correlacién entre el tamafio del
CDR3 Yy el porcentaje de inhibicion. Para corroborarlo, tendremos que analizar mas

VHHs especificos contra SpvB por la técnica de fluorometria.

Se ha demostrado que los VHHs pueden ser expresados en el citoplasma de
células eucariotas y en otros compartimentos celulares, siendo funcionalmente
activos (118,119, 121). Los trabajos reportados hasta el momento sobre intrabodies,
en general estdn basados en la inhibicion de proteinas y virus, pero no se obtuvieron
inhibidores intracelulares de toxinas bacterianas. Por este motivo, y porque tanto
VHHS5 como VHH6 con CDR3 de mayor longitud inhiben la actividad enzimatica de
SpvB en relacion equimolar, consideramos que ambos fragmentos eran buenos
candidatos para inhibir a SpvB en el interior de células eucariotas, es decir, que
podian ser wutilizados como intrabodies. La eficacia de un intrabody esta
determinada por su afinidad, estabilidad y nivel de expresion dentro de las células.
Se ha descripto que, aun con afinidades muy bajas, ciertos VHHSs tienen la capacidad

de inhibir la accién de proteinas intracelulares (121). Como indican Gueorguieva y
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col., VHHSs con afinidades micromolares pueden inhibir eficientemente funciones
celulares si el intrabody es lo suficientemente estable y tiene elevados niveles de
expresion. En dicho trabajo se muestra la capacidad de VHHs expresados como
intrabodies y con afinidades en el rango micromolar, de inhibir una proteina
citoplasmatica involucrada en enfermedades neurodegenerativas. Los resultados
obtenidos en este trabajo de Tesis sugieren que las afinidades de VHH5 y VHH6 por
SpvB se encuentran en el rango nanomolar. Teniendo en cuenta esto y la ya conocida
estabilidad de los VHHs en ambientes reductores, elegimos a VHH5 como posible
candidato a inhibir a SpvB en el interior de células eucariotas. Los VHHs pudieron
ser expresados en 5 lineas celulares. En una primera etapa y para asegurarnos que
los VHHs se podian expresar en el citoplasma de las células, utilizamos lineas
celulares como HEK y Hela, usualmente usadas para transfeccién. Como los
resultados fueron satisfactorios, luego se intentd y se corroboro la expresion en las
lineas de macrofagos (RAW y J774) y en células Vero. Fue de gran importancia e
interés expresar los intrabodies en estas lineas ya que estos son los tipos celulares
utilizados como modelos en la infeccion por Salmonella. La presencia del intrabody
(VHH5 y VHHNR) en ningtn caso inhibi6 el crecimiento celular ni tampoco se
observo una modificacion de la morfologia celular, sugiriendo que los VHHSs son
bien tolerados por las células y no interfieren en ningtin otro proceso celular. Dado
que en una transfeccidn transiente el nimero de células transfectadas puede ser bajo
o heterogéneo, intentamos en un principio obtener lineas de transfeccidn estables en
células Hela y macrofagos en J774. A pesar de que ambas lineas sobrevivieron al
proceso de seleccidn por antibioticos, (es decir, que contenian el plasmido con el gen
del VHH y la resistencia a Geneticina), luego de unas semanas ambas lineas dejaron
de replicarse. A pesar de que con células Hela se avanzo un poco mas, hasta el
momento no ha sido posible obtener una linea estable de células que expresen un
VHH. Si bien se ha reportado la obtencion de una linea celular de expresion estable

de un VHH (183), este trabajo se ha realizado en células CHO, las cuales no son
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utiles para nuestros ensayos. Por lo tanto, debimos trabajar con un sistema de
transfeccion transiente.

Por medio de dos experimentos independientes entre si, uno infectando con
la bacteria Salmonella wt y el otro translocando la toxina SpvB al interior de las
células, demostramos que VHHS5 es capaz de bloquear la actividad ADP-
ribosiltransferasa de SpvB en el citoplasma de células eucariotas. En los ensayos de
infeccion, VHHS5 protegio a las células de la citotoxicidad causada por SpvB en los
tiempos evaluados. Pudimos observar que las células que expresaron VHHS5 y que
fueron infectadas mostraron su citoesqueleto protegido, indicando que el intrabody
neutraliza a la toxina en el citoplasma de la célula. Las diferencias observadas entre
la morfologia celular de las células sin infectar y la de las infectadas con Salmonella
mut evidencian que la presencia de otros factores de virulencia diferentes a SpvB en
Salmonella  wt producen leves modificaciones en la arquitectura celular.
Consideramos que en aquellas células en las que el intrabody se expreso
correctamente y que luego fueron infectadas, el citoesqueleto fue totalmente
protegido de la actividad de SpvB, y que las leves alteraciones en la arquitectura
celular fueron producto de otros factores de virulencia y posiblemente de la
transfeccion, como se muestra en el ensayo de translocacion. De esta manera, en las
células transfectadas con VHHS e infectadas, no se observa el mismo fenotipo que en
las células sin infectar, pero si resulta similar al observado en las células infectadas
con la bacteria mutante para SpvB. A pesar de los cambios morfoldgicos en el
citoesqueleto de las células transfectadas con VHHS e infectadas con Salmonella spp,
el intrabody es capaz de proteger a las células de la ADP-ribosilacion causada por
SpvB disminuyendo notablemente la mortalidad de las mismas, al menos en los
tiempos empleados en el ensayo. Una linea de expresion estable de VHHS5 nos
hubiese permitido evaluar la supervivencia celular a tiempos mayores. Como se
menciond previamente, la baja eficiencia de transfeccion y en algunos casos la
ausencia de expresion del intrabody fue una limitante que se presentd en estos

ensayos, y por tal motivo los mismos fueron repetidos varias veces. Con una linea
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estable se hubiese logrado una homogénea expresion de VHH y descartado la
alteracion que induce el proceso de transfeccion en las células, restandole asi
variables al sistema.

Pudimos estimar que un 94 % de células transfectadas e infectadas presentd el
citoesqueleto protegido, es decir, que la mayoria de las células no mostro6 signos de
mortalidad luego de 24 hs de infeccion. En el 6 % restante de las células que
expresaron VHH5 y que fueron infectadas, el citoesqueleto no fue protegido.
Consideramos que esto pudo deberse a un defecto en la expresion o el plegamiento

de VHHS.

En el ensayo de translocacion de SpvB al interior de células eucariotas, VHH5
expresado en el citoplasma de células Vero neutralizé completamente a la toxina
logrando una proteccion total. El 98 % de las células transfectadas con VHH5
presento el citoesqueleto intacto, no manifestando signos de muerte celular, como
redondeamiento y desprendimiento celular. Las diferencias observadas entre las
células transfectadas y las células sin transfectar evidencian, como se comentd
previamente, que la transfeccién en si modifica levemente la morfologia celular,
caracteristica observada en esta linea celular, como también en la mayoria de las
lineas celulares utilizadas en este trabajo. Los controles realizados tanto con la toxina
C2I de Clostridium botulinum como con el VHH no relacionado, proporcionaron
resultados contundentes. El 100 % de las células tratadas con estos controles
presentaron redondeamiento y desprendimiento celular. Este sistema brindd
importantes ventajas en comparacion con el ensayo de infeccion con Salmonella; una
de ellas es la ausencia de otros factores de virulencia bacterianos, permitiendo
atribuir las modificaciones en la morfologia celular Unicamente a los efectos
citotoxicos causados por SpvB.

Por otro lado, adoptando un sistema similar al mencionado anteriormente,
pero preincubando la toxina SpvB con VHH5, pudimos demostrar que el VHH5

inhibe la toxicidad de SpvB, reflejado en la morfologia intacta de las células, la cual
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claramente fue comparable con la morfologia de las células sin tratar. No
descartamos la posibilidad de que VHHS5 pueda ejercer un efecto protectivo

inhibiendo la translocacion de la toxina al interior de las células.

A partir de ensayos que difieren en la fuente de la toxina y en la del anticuerpo,
pudimos demostrar que VHHS inhibe la ADP-ribosilaciéon de la toxina SpvB en el
interior de células eucariotas. Nosotros hipotetizamos que el CDR3 de este VHH, se
introduce en el sitio activo de SpvB. De todas maneras, a partir de estudios
estructurales sobre los contactos que efectivamente se establecen en la interaccion
entre VHH5 y SpvB podremos confirmar esta hipdtesis. Para ello, intentaremos

cristalizar el complejo entre VHHS5 y SpvB.

En este trabajo de Tesis se demuestra que a partir de una biblioteca de una
llama inmunizada con el dominio catalitico de SpvB se obtuvieron VHHs que
bloquean especificamente la actividad ADP-ribosiltransferasa de SpvB en el interior
de células eucariotas. VHHSs que bloquean la actividad de SpvB no solo constituyen
herramientas utiles para investigacion, también proveen la base para el desarrollo de
nuevos agentes terapéuticos, por ejemplo a través de la transfeccion o la expresion
transgénica de intrabodies, a través de la fusion a dominios translocadores o bien a
través de péptidos sintetizados en base al CDR3. En algunos animales domésticos ya
se han establecido tanto la introduccidon transgénica como la expresion tejido-
especifica de genes foraneos. Para aumentar la resistencia en animales domésticos
hacia cepas patdgenas de Salmonella, una estrategia experimental podria ser la
expresion transgénica de VHHs como intrabodies neutralizando a SpvB en el
citoplasma de las células blanco de este patdogeno. En este contexto, es interesante
sefialar que la expresion transgénica de anticuerpos de llama de domino tnico ya ha
sido utilizada con éxito en Drosophila para bloquear la agregacion nuclear de una
proteina (194) y en plantas (papas) para bloquear la actividad de una enzima

cloroplastica que procesa el almidon (195). Por otro lado, la fusién genética a
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dominios de translocacion puede servir como un mecanismo para translocar
proteinas a través de la membrana hacia el citoplasma de las células (102-103); de
hecho, recientemente se ha utilizado para introducir anticuerpos convencionales
scFv contra el oncogen c-myc en el citoplasma de una linea celular humana (103). Del
mismo modo, la fusién de un VHH a una proteina o péptido adecuados podria ser
utilizada para neutralizar a SpvB en el citoplasma de células epiteliales. Debido a su
alta solubilidad y capacidad de re-plegado y menor tamano, los anticuerpos de
dominio tinico de camélidos podrian ser incluso mas aptos para tales estrategias de
translocacion que los anticuerpos convencionales.

Con respecto al CDR3, debido al largo y a su interaccion con el antigeno, puede
ser utilizado para la sintesis y el disefio de péptidos, manteniendo la especificidad y
funcionalidad del anticuerpo de dominio tinico. Este principio ha sido recientemente
demostrado a partir de un VHH que bloquea a la lisozima (196). Los péptidos son
faciles de producir en grandes cantidades y pueden ser mas féciles de translocar a
través de la membrana plasmatica que las proteinas para el disenio de drogas de
péptidos miméticos.

Nuestro trabajo proporciona una prueba de concepto para el desarrollo de
VHHs para neutralizar a toxinas que ADP-ribosilan. En trabajos previos mostramos
la capacidad de VHHs de inhibir in vivo a la ectoenzima ART2.2, una ADP-
ribosiltransferasa que se expresa en la superficie de los linfocitos que tiene una
estrecha relacion con toxinas bacterianas que ADP-ribosilan (191). Como SpvB, la
exoenzima S de Pseudomonas aeruginosa y HopU1 de Pseudomonas syringae son
citotoxinas que ADP-ribosilan y que son translocadas al citoplasma de células de
animales y de plantas, respectivamente, a través del sistema de secrecion de tipo III
(197-198). Teniendo en cuenta que los VHHs son muy estables en distintos
ambientes y que se pueden adaptar a formatos multivalentes, son particularmente
adecuados para ser utilizados como herramientas en un numero variado de

estrategias.
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Nuestros resultados subrayan la potencialidad de VHHs de camélidos para
bloquear enzimas de interés bioldgico en compartimentos extra e intracelulares. El
presente trabajo es un aporte original sobre la utilizacién de anticuerpos de llama de
dominio tinico para inhibir toxinas bacterianas en el interior de células eucariotas.
Los VHHs que bloquen a SpvB, ademdas de constituir una herramienta en
investigacion, pueden proporcionar una importante base para el desarrollo de

nuevos reactivos terapéuticos.
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