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No basta abrir la ventana

para ver fos campos y el rio

No es bastante no ser ciego

para ver los arboles y tas flores.

Tambien es necesario no wener filosofia.

Con filosofia no hay drboles: hay solo ideas.

Hay $6lo una ventana cerrada, y todo el mundo afuera;

v un suetio de Jo que se podria ver si iz ventana se abriera,
que nunca cs lo que se ve cuando se abre la ventana.

- Fernando Pessoa

Esté lo que esté ¢n ¢l centro det Mundo,

me dio ¢l munde exterior como ejempio de Realidad.

y cuando digo “esto es real”, ain dc un sentimiento,

lo veo sin qucrer en un espacio cualquiera del extenor,

lo veo con una vision cualqutera fuera y ajeno a mi.

Ser real quiere decir no estar dentro de mi.

De mi persona de dentro no tengo nocion de realidad.

S¢€ que el mundo existe, pero 0o s€ si existo.

Estoy mas seguro de la existencia de mi casa blanca

que de la existencia interior del duetio de la casa blanca.

Creo mas en i cuerpo que en mi alma,

porque mi cuerpo se presenta en medio de la realidad.

Y puede ser visto por olros,

puede ocar a Qros.

puede sentarse vy estar de pic:

pero mi alma s6lo puede ser definida en términos de fuera.

Existe para mi - ¢n los momentos €n que creo que cfectivamente xiste -
por un préstamo de la realidad exterior del Mundo.

Si el alma es mas real

que ¢l mundo exterior, conw 4, filésoto. dices.

.para qué el munda exterior me fue dado como modelo de la realidad?
Si es mas ciero que yo sienty

que el existir las cosas que siento.

(pam qué s1ento

y para qué surge esc algo independiente de mi

sin necesitar de mi para existr,

siempre unido yo a mi mismo, siempre personal ¢ intransferible?
(Para qué me muevo con los demas

en un mundo en que nos entendemos y donde coincidimos

si acaso ese mundo es el error y yo el que esta en lo cierto”?

Si ¢l Mundo es un error, ¢s un crror de todo ¢l mundo.

Y cada uno de nosotros es el error de cada uno de nosotros solamente.
Cosa por cosa, el Mundo es mas cierto.

¢ Pero por qué me interrogo sino porque cstoy enfernio”

En los dias ciertos, en los dias extenores de mi vida.

«n mis dias de prefecta lucidez natural.

siento sin sentir que siento.

veo sin saber que veo,

v nunca el Universo es tan real como entonces.

nunca el Universo esta (no es cerca o lejos de mi, sino)

tan sublimemente no-mio.

Cuando digo "es evidente" jquiero acaso decir “soy yo el que lo veo"?
Cuando digo "es verdad", ;quicro acaso decir “es mi opinion™?
Cuando digo "alli estd™ ;quiero acaso decir “no esta alli™?

Y si esto es asi en la vida, jpor qué sera diferente en la filosotia?
Vivimos antes de filosofar, existimos antes de sabcerlo.

Y el primer hecho merece al menes la primacia y el culo.

Si. anles de ser interior soMos exIerior.

Por eso somos exicrior esencialmente.

Dices, filosofo enfermo. tilosofo al fin, que esto ¢s matenatismo.
Pero (como puede esto ser materialismo, si materialismo cs una fHlosotia.
y. si es una filosofia senia, siendo al menos mia. una filosofia mia.
y esto ni siquiera ¢s mio, 1 siquiera soy vo?

- fFernando Pesso
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0. RESUMEN

Las Inmunoglobulinas (Igs) junto con el Receptor de Células T (TCR) y el Complejo Mayor de
Histocompatilbilidad (MHC) constituyen sub-familias dc proteinas que han sido asociadas con altas
velocidades evolutivas. Adicionalmente, la eficacia del fendomeno de reconocimiento molecular inmune ha
sido asociado con esta alta tasa de diversificacion germinal y/o somatica de sus genes. En las Igs la capacidad
de reconocimiento es principalmente el producto de variaciones que modifican las caracteristicas de su sitio
de union al antigeno y de las regiones que tienen influencia sobre éste; es decir, por variacién en la forma
general de dicho sitio y de la composicion de aminoacidos en las asas hipervanables que lo conforman. Desde
esta perspectiva, si las [gs tuvieran la alta proporcion de mutaciones respecto al tiempo que se postula, el
nimero de posibles sitios de union al antigeno seria casi ilimitado. Sin embargo, a pesar de que la vision de la
evolucion rapida en las Igs es ampliamente aceptada, diversos estudios han mostrado que en la evolucién de
estos receptores convergen diversas y contradictorias fuerzas que ain no son plenamente entendidas. Mas
aun, las Igs no presentan una hipervariabilidad tan elevada y aleatoria como se habia postulado, lo antertor
debido a que operan restricciones tanto a nivel funcional como estructural. Por lo antertor es que en este
trabajo exploramos las fuerzas que actiian en los procesos de diversificacion de las Igs a través de estudiar
algunos aspectos de la evoluciéon molecular por variacion alélica de los genes IgV y las consecuencias de estas

alteraciones sobre las propiedades estructurales del sitio de unién al antigeno.

Encontramos que dentro de los procesos de variacion evolutiva de las Igs, las fuerzas que operan en
la evolucion de estos genes son complejas. La informacion genética y estructural no estd uniformemente
distribuida, sino que existen preferencias para mutar sélo ciertos genes, sub-regiones y posiciones. Por lo que,
los procesos de diversificacion no sélo reflejan las diversas presiones selectivas y procesos de dinamica del
ADN operando sobre los Joci, los genes, las sub-régiones y las posiciones sino, que plantea la presencia de
una cierta estrategia evolutiva para la diversificacion de los genes de Ig. Mas aun estas preponderancias a
sustituir s6lo ciertos atributos sobre los genes IgV pareciera ir de acuerdo a la funcion que estos desarroflan.
No obstante, es importante considerar que la evolucion de las Igs no ocurre por seleccion directa de genes
individuales sino sobre el repertorio completo de genes, en los cuales la continua evolucién direccional es
producto de eventos de mutaciones que son regulados por retroalimentacion dentro de una red genémica. Por
lo que es mas apropiado hablar de que las funciones son generadas y reguladas epigenéticamente. Dado lo
antenor en el trabajo se plantea que los patrones y formas de organizacion de la informacion genética de las
Igs observadas, no explican ni dan solucion al problema de la diversidad de los Acs, ya que el fenomeno de
reconocimiento se da cuando el Ag y el Ac se encuentra en un momento y coatexto dado. Es decir, es
importante distinguir entre el genos y el fenon que aunque son inseparables no son una consecuencia lineal

sino que estan mutuamente co-determinados dentro de una unidad dual geno-fenoménica.



0. ABSTRACT

Together with the TCR and the MHC, the Igs constitute sub-families of proteins that have been associated
with high evolutionary rates. In addition, the efficacy of the molecular immune recognition phenomenon has
been associated with this high rate of germinal and/or somatic diversification of their genes. The capacity of
recognition in Igs is mainly the product of variations that modify the characteristics of the antigen-binding site
and of the regions influencing it, that is, through variation in the general form of that site and in the
composition and amino acids in the hypervariable loops composing it. From this perspective, if the Igs
possessed the high mutational rate in regard to the time postulated for them, the number of possible antigen-
binding sites would be almost unlimited. However, even though the vision of rapid Ig evolutionary rate is
widely accepted, various studies have demonstrated the convergence of diverse and contradictory forces, not
yet entirely understood, in the evolution of these receptors. Moreover, owing to restrictions operating at both
functional and structural levels, the hypervariability of Igs was found to be lower and less random than that
postulated. In this work, therefore, we explored the forces acting on the diversification processes of Igs by
studying some aspects of molecular evolution by allelic variation of gV genes, as well as the consequences of

these alterations on the structural properties of the antigen-binding site.

We found complex forces operating in the evolutionary variation processes of Ig genes. The genetic
and structural information i1s not uniformly distributed; instead, there exist preferences for mutating only
certain genes, sub-region and positions. Consequently, the diversification processes not only reflect the
diverse selective pressures and DNA dynamics acting on loci, genes, sub-regtons and positions, but also
suggest the presence of a certain evolutionary strategy for the diversification of Ig genes. Besides, this
preponderant tendency to substitute only certain attributes in IgV genes would seem to be in accord with the
function that these perform. Nonetheless, it is important to consider that Ig evolution does not take place
through the direct selection of individual genes, but rather from the complete repertoire of genes, the
continuous directional evolution of these being the product of mutational events regulated by feedback within
a genomic network. Thus, it is more appropriate to say that functions are generated and regulated
epigenetically. In view of the foregoing, this work postulates that the patterns and forms for organizing
genetic information from the Igs observed neither explain nor solve the problem of Ab diversification; the
recognition phenomenon occurs when the Ag and the Ab meet at a given moment and in a given context. In
other words, it is important to distinguish between “the geno” and “the phenon”, which, although inseparable,

are not a lineal consequence but are mutually co-determined within a dual geno-phenomenological unity.



1. INTRODUCCION

Se ha propuesto que la funcién primordial del sistema inmune de los vertebrados es la de
interaccionar con el mismo, otros sistemas y el entorno (Varela y Coutinho 1991;
Mazumdar 1995; Cohn y Langman 1996). Puesto que la variedad del mundo antigénico
propio y ajeno es enorme, una maquinaria inmunologica eficaz deberia estar provista con
repertorios de receptores de gran diversidad capaces de contribuir eficientemente a su
reconocimiento y procesamiento. De forma general se ha planteado que la diversidad en los
organismos esta determinada por sus genes (Behe 1996; Tauber y Podolsky 1997).
Siguiendo esta misma linea, en particular dentro del sistema inmune la diversidad en el
repertorio de anticuerpos (Acs) se ha propuesto es generada por procesos genéticos y
somaticos (Max 1998). Es decir, en general los organismos mantienen grandes familias
multigénicas con miembros muy diversos que codifican para numerosos dominios V. Esta
diversidad es aumentada por mecanismos somaticos como la recombinacion, unién
imprecisa de segmentos génicos, hipermutacion (Tonegawa 1983) y conversion génica
(Becker y Knight 1990; McCormack y col. 1991); mecanismos que se describen a detalle
en la siguiente seccion. Mientras que los mecanismos que operan para diversificar el
repertorio de Acs a nivel somatico se han estudiado con gran detalle, poco se sabe de la
diversificacion del repertorio de Acs a nivei germinal. A lo mas existen algunos estudios en
los que a través de comparar los procesos de diversificacion somatica y germinal, han
observado que es la diversidad de origen germinal la que a través de la evolucion de sus
genes ha moldeado la diversidad apropiada de sitios de union al antigeno, siendo que la
hipermutacion somatica se centra en mejorar el ajuste fino de la unién con sus ligandos

(Tomlinson y col. 1996; Ramirez-Benitez y Almagro 2001). Este escasc entendimiento en



la diversificacion germinal es debido en parte a que la configuracion, composicion y
evolucion de los segmentos génicos codificadores es muy compleja (Li y col. 2002). Sin
embargo, la complejidad de los genomas no ha sido la unica limitacion para el estudio y el
entendimiento de los mecanismos por diversificacion germinal, sino también la aceptacion
y utilizaciéon de conceptos y/o modelos poco entendidos. Por ejemplo, dentro de las
proteinas el MHC y las inmunoglobulinas (Igs), son los prototipos para estudiar la
evolucion rapida (Wilson y col. 1977; Kataoka y col. 1982; Perlmutter y col. 1985; Klein
1986; Klein y col. 1993), ya que se asumen altamente polimdrficos. Esto Gltimo es
producto principalmente de las observaciones generalizadas de que en ciertos genes se han
encontrado numerosos alelos (2-70 con 11 alelos, 4-34 con 12 alelos y 3-30 con 18 alelos
entre otros) (Olee y col. 1991; Campbell y col. 1992; Tomlinson y col. 1992; Weng y col.
1992; van Es y col. 1992). No obstante, algunos estudios presentan resultados que van en
contradiccion con esta logica. Booker y Haughton (1994), encontraron que algunos genes
de Igs presentan una velocidad evolutiva extremadamente baja. Asi también los estudios
filogenéticos en varias especies han mostrado que las familias de lg se han mantenido
bastante estables en el tiempo, siendo que es posible observar un moderado grado de
similitud entre las secuencias de distintas especies (Andersson y Matsunaga 1995; Ota y
col. 2000). Esto mismo es también valido para todas las familias multigénicas que unen
antigenos (Litman y col. 1999). Considerando las evidencias que indican que en la
evolucion de las Igs convergen diversas y en ocasiones contradictorias fuerzas, resulta
importante explorar mas a fondo la naturaleza de los procesos de diversificacion en estas
proteinas. Esto ya que el conocer y entender el repertorio germinal, asi como sus procesos
de diversificacion evolutiva, puede contribuir a comprender la presencia o ausencia de

ciertos alelos o haplotipos, asi como la expresion diferencial de genes V y su relacion con
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ciertas patologias (Milner y col. 1995). Como ya se menciond anteriormente, mucho se
habla de cuan polimoérficos son los genes de Ig, sin embargo, son muy pocos los estudios en
los que se evalia el contenido de informacidn genética y estructural de las secuencias en el
marco de los procesos de evolucion molecular. Es decir, en la mayoria de los estudios que
analizan y comparan secuencias de Igs, la distancia evolutiva es considerada como una
medida de la separacion temporal y suponen ticitamente que las probabilidades de
sustitucion son uniformes ¢ invariantes en todas las posiciones, tal como ha sido observado
en los genes de proteinas invanantes o poco variables (Eigen y col. 1988). No obstante, es
bien sabido que la diversificacion en las regiones variables de las Igs no se distribuye de
forma homogénea en todas las regiones y posiciones (Wu y Kabat 1970; Kirkham y
Schroeder 1994). Desde este punto de vista, la variabilidad puede ir desde la total
conservacion en algunas posiciones hasta la hipervariablidad en otras (Eigen y col. 1988).
Mas aln, visiones mas cercanas a la complejidad bioldgica de las macromoléculas nos
dicen que no todas las sustituciones de aminoacido en una proteina dada tienen el mismo
impacto para la evolucion (Zuckerkandl 1976). Algunos autores han propuesto que para
poder medir la significancia de una mutacion para la evolucion y poder usar la informacion
posicional, es necesario analizar las secuencias de forma vertical en adicidon al analisis
horizontal (Schneider y col. 1986; Berg y von Hippel 1988; Eigen y col. 1988; Lopez-
Bueno y Moya 1992; Kuznetsov y Morozov 1996; Nieselt-Struwe 1997), y considerar
diferentes categorias para las posiciones de acuerdo a la funcion que estas desarrollan
(Zuckerkandl 1976). Es decir, el estudio de los procesos de diversificacion genética no sélo
incluye la variacion en las frecuencias alélicas o en la distancia entre los alelos, sino
también el analisis de patrones en las sustituciones y de sus implicaciones a nivel

estructural.



Hasta ahora, dentro de las mutaciones observadas en los genes de linea germinal de
las lgs, se ha visto que los procesos de diversificacion y seleccion promueven la
variabilidad de los aminodacidos en el sitio de union al antigeno y conserva los aminoacidos
de las regiones de andamiaje o “frameworks” (FRs). Esta marcada conservacion del FR esta
relacionada con su funcion de mantener el plegamiento del dominio, y consecuentemente
conservar la estructura general del sitio de union al antigeno (Tanaka y Ne1 1989; Kirkham
y Schroeder 1994; Vargas-Madrazo y col. 1994; Tomlinson y col. 1996). No obstante, se ha
visto que la variabilidad en los dominios V de las Igs no solo se promueve en los CDRs
(Regiones que Determinan la Complementariedad), siendo que algunos FRs son mas
susceptibles a procesos de diversificacion y otros son altamente conservados (Kirkham y
col. 1992). Existen evidencias que indican que estas diferencias de conservacion pueden
atribuirse a las distintas funciones que juegan estos sub-segmentos en el Ac (Kirkham y col.
1992, 1994). Mas aun, a pesar de que en los Acs existe una marcada diferencia en los
patrones evolutivos entre FRs y CDRs (Kabat 1978; Lara-Ochoa y col. 1995), dentro de
cada region existen patrones de vanacion muy diversos por posicion (Vargas-Madrazo y
col. 1994), lo cual se correlaciona con el tipo de funcion de cada residuo (en contacto,
moduladores o compensadores) (Edelman y Gall 1969). Por ejemplo, en los CDRs se
presentan posiciones hipervariables con elevada frecuencia de contacto con el antigeno
(Padlan y col. 1995; MacCallum y col. 1996; Ramirez-Benitez y Almagro 2001), mientras
otras posiciones altamente conservadas preservan la estructura del sitio de unidn al antigeno
(Chothia y Lesk 1987; Padlan 1990; Foote y Winter 1992; Vargas-Madrazo y col. 1994).

Dentro de las regiones codificadoras la sustitucion de aminoacidos permite crear
alelos que implican variantes estructurales respecto al alelo principal. Este proceso permite

explorar ¢l espacio de sitios de union al antigeno hacia una mejor adaptacion respecto al
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universo antigénico propio y extrafio existente en un periodo evolutivo (Ota y col. 2000).
Con todo, no existe una caracterizacion detallada de las implicaciones para el mecanismo
de reconocimiento molecular inmune que genera el polimorfismo de sustitucién. La
mayoria de los estudios que evalian el polimorfismo de sustitucidn, se centran en el célculo
de las frecuencias alélicas en una poblacidn (Sasso y col. 1990; van Dijk y col. 1991; Sasso
y col. 1993; Cui y Lt 1998). Sin embargo, como hemos comentado anteriormente, esta no
es la unica forma de caracterizar el complejo proceso que implica la evolucidn por
poltmorfismo. El polimorfismo de un locus puede también ser caracterizado por el nimero
de mutaciones por alelo (Li 1997), asi como por la distribucion y tipo de sustituciones 2 lo
largo del gen (Ergen y col. 1988).

Dado lo anterior resulta de interés profundizar en la comprensién de las estrategias
de evolucion molecular en el repertorio de Acs, a través de una caracterizacién integral y
detallada de los patrones de sustitucion en alelos de genes V de [gs que considere sus
particularidades funcionales. En este trabajo, nos planteamos estidiar algunos aspectos de
la evolucion molecular por variacion alélica de los genes IgV y las consecuencias de estas
alteraciones sobre las propiedades estructurales del sitio de union al antigeno. Esto
permitird entender con mas detalle las estrategias que utiliza el sistema inmune para crear
repertorios diversos de Acs capaces de reconocer lo propio y lo ajeno con afinidad y

especificidad adecuadas.

2. ANTECEDENTES

2.1. Estructura de las inmunoglobulinas

Las Igs son complejos proteicos antigeno-especificos sintetizados por los vertebrados a
través de las células B como Acs que reconocen y captan a los antigepos. Las Igs son
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proteinas multiméricas que consisten de sub-unidades globulares arregladas en pares. La
estructura basica de una !g esta formada por cuatro cadenas polipeptidicas; dos de ellas son
cadenas pesadas (H), y las otras dos cadenas son ligeras (L) (Figura 1), designadas pesadas
y ligeras debido a la longitud de sus cadenas (Day 1990). Ambas cadenas (L y H), estan
formadas por segmentos repetidos que se pliegan para formar una unidad compacta
globular denominada dominio (Edelman y Gall 1969). Las cadenas L, constan de un
dominio vanable (VL) y uno constante (CL). Las cadenas H constan de un domiinio
variable (VH) y de tres a cuatro dominios constantes (CH1, CH2, CH3, CH4) (Figura 1).
Todos los domumios son unidos por enlaces disulfuro intracadena. A la region que une CHI
y CH2 a través de un enlace disulfuro se le denormina region bisagra (Amzel y Poljak
1979). Cada uno de los dominios de la Ig tiene estructuras homélogas. Es decir, cada
dominio esta formado por dos hojas B plegadas que se empaquetan cara a cara a través de
un enlace disulfuro conservado. Para los dominios V, una de las hojas estd formada por
cuatro hebras B y la otra hoja ¢sta formada por 5 hebras B, todas las hebras corren anti-

paralelamente a lo largo de cada hoja (Amzel y Poljak 1979).

Figura 1. Estructura basica de una inmunoglobulina

En la figura s¢ sooesua L2 estructurna cristzbografica de ana inmimogiobolima conmplera. En azul y amarillo se encucotran npresentadas las
cadanas pesadas (H) (cousiantes y vanables) v en rojo las cadenas ligaras (L) (constantes y variabkes).




Los dominios constantes de la cadena pesada le proporcionan el 15otipo a la Ig y son
los responsables de las funciones inmunoldgicas efectoras. Los dominios variables pesados
(VH) y ligeros (VL) se encuentran en el extremo amino terminal de cada cadena e
interactian para fonnar el superdominio variable. Este superdominio esta mvolucrado en la
interaccidn antigeno-anticuerpo y su extremo N-terminal varia de un anticuerpo a otro.
Dentro del superdominio variable se encuentra el sitio de union al antigeno, el cual esta
constituido por regiones hipervariables con una estructura de asa denominadas CDRs»y
FRs, que son zonas altamente conservadas (Wu y Kabat [970). El sitio de urién al antigeno
estd compuesto por 6 asas hipervariables; 3 de VH y 3 de VL denominadas H}, H2, H3 y
L1, L2, L3 respectivamente; y 8 FRs, 4 de cada dominio denominados FR1, FR2, FR3 y
FR4 (Poljak y col. 1973). H1, H2 y H3 se localizan entre las posiciones 26 al 32, 52 al 56 y
96 al 101 y L1, L2 y L3 entre las posiciones 26 at 32, 50 al 52 y 91 al 96 (Figura 2). La
variedad y el nimero de aminoacidos que forman las asas de una Ig es diferente entre upa
asa y otra. Asi por ejemplo dentro de VH se pueden dar inserciones en 31a, 31b, 52a, 52b,
52c y 82a, 82b, 82c, mientras que en VL las inserciones se pueden localizar en 31a, 31b,
3lc, 314, 31e, 31f y 95a, 95b, 95¢, 95d, 9Se, 95f (Chothia y Lesk 1987). También como
veremos mas adelante la conformacion que adquiere cada una de las asas puede variar de
una lg a otra en dependencia del numero y la secuencia de aminodcidos (Chothia y Lesk

1987).



Figura 2. Sitio de unién al antigeno compuesto dc 6 asas hipervariables (H1, H2, H3, L1, L2y L3)
Estrucira cristalogrifica del sito dc umiéo at anngeno de uma inmunoglobulina visto por asmba, ca la que sc distinguen las 6 asas
hipervariables que lo integean H3 y L3 al centro y las demas en la peniferia.

2.2. Mecanismo de reconocimiento molecular inmune

2.2.1. Complementariedad quimica y geométrica (modelo llave-cerradura)

El sitio de unién al antigeno es capaz de interactuar y reconocer antigenos con una gran
especificidad. De forma general, bajo el modelo de la Llave-Cerradura, la especificidad
entre un ligando y un receptor se encuentra determinada fundamentalmente por la
complementariedad. La complementariedad del antigeno (Ag) y el Ac esta dada por dos

componentes: uno geométrico y otro quimico (Figura 3) (Branden y Poljak 1995).

\\\\w °H

Figura 3. Complementariedad quimica y geométnca

Unén complemenania entre ¢l par Ag-Ac. Ja regidn del anticucrpo ¢n contacto con <3 Ag se encurnir submayada.



Es decir, la unién entre el Ag y el Ac es el resultado de la interaccién quimico-
molecular (composicion quimica) de ambas partes. Dicha union se da a través de
interacciones de tipo débil tales como puentes de hidrégeno, interacciones de van der
Walls, puentes salinos e interacciones hidrofobicas. A pesar de que la composicién quimica
complementaria es esencial para que se de la interaccién del par Ag-Ac, esta
complementariedad quimica es fuertemente dependiente de la distancia interatomica. Por lo
que aunado a la complementacién de las interacciones débiles la union necesitara de una
geometria complementaria que permita el acercamiento 6ptimo. Como resultado de este
acercamuento 6ptimo se posibilita la interaccion quimica significativa (Pauling 1945).

Estudios estructurales en Acs, han reportado que dentro de los factores que
repercuten en la complementaridad quimica y geométrica (propiedades intrinsecas) de estas
proteinas se encuentran: 1) las longitudes y conformaciones de 5 de las 6 asas
hipervariables (H3 es un caso particular), 2) la fongitud y conformacién de H3, 3) las
posiciones en contacto con el Ag, 4) la disposicion VH:VL y 5) los reacomodos
conformacionales del Ac en respuesta al Ag 6 ajuste inducido; factores que seran descritos
a continuacién. Cabe destacar que a todos estos factores intrinsecos de la estructura del Ac
debemos asiadirle las particularidades del Ag reconocido (como la valencia) (Celis y col.
1977; Celis y Larralde 1978) y las circunstancias contextuales en las que ocurre la

interaccion (Romo-Gonzalez y col. 2004 — A4).

2.2.2. Restricciones estructurales de la diversificacion
2.2.2.1. Estructuras y clases de estructura candnica
Dentro de las propiedades intrinsecas del Ac, el punto clave que determina la

complementariedad y por lo tanto ia especificidad es la topologia y la composicién y
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distribucion quimica. El principio central del plegamiento de proteinas indica que la
conformacion estd determinada por la secuencia de aminoacidos (Anfinsen 1973). De
acuerdo con esto, es posible relacionar la variacién de secuencias en el extremo amino
terminal con la diversidad de especificidades y afinidades en el suero (Kabat 1978). Esto
debido a que la interaccion Ag-Ac es resultado de la suma de un pequefio nimero de
contactos, los cuales son producto: 1) de la conformacidn del sitio de unién generada por
la longitud de los CDRs y 2) por la estructura fina generada por el tipo de cadena lateral en
los residuos de los CDRs. Por lo que la variacién en Ja secuencia de aminoacidos y la
longitud en las seis asas hipervanables que contribuyen a la formacion del sitio de union al
antigeno, son determinantes en la espectficidad y afinidad (Martin y Rees 1989).

Sibanda y Thomton (1985) y Efimov (1984) analizando diversas proteinas
describieron como Jas conformaciones de las asas de longitud corta y mediana dependian
primariamente de [a longitud y la presencia de determinados residuos. De acuerdo con esto
Chothia y Lesk en 1987 estudiaron las conformaciones de las 6 asas hipervariables que
integran el sitio de unién al antigeno, encontrando que el nimero de conformaciones
determinada por las secuencias y 1a longitud de las asas hipervarables esta limitada a tan
s6lo unas cuantas (Chothia y Lesk 1987). En la actualidad se han descnto diversos tipos de
conformaciones para cinco de las seis asas hipervariables (5 de 6 asas debido a que el asa
H3 es un caso particular), 3 tipos para H1, 4 tipos para H2, 5 tipos para L1, ] tipo para L2 y
5 Tipos para L3, a estas conformaciones se les ha denominado estructuras canénicas (SC)
(Figura 4) (Chothia y Lesk 1987). Un tipo de SC esta determinado por el tamafio del asa y
por la presencia de ctertos residuos en posiciones clave, tanto en las regiones del asa como

en el FR (Chothia y Lesk 1987).



Figura 4. Tipos de estructuras canonicas (SC)

Dcl Izdo izquicrdo en rojo se encueniran representados las asas del dominio VH y del lado derecho en naranja las de VL. Las variaciones

conformacionales o lipas de SC dc las asas tanto H como de L se designan en el apice del asa con oiro color.

El que en la actualidad se conozcan varios tipos de SC para cada una de las 5 asas
hipervaniables, hace posible la estimacion del niimero total de clases de SC (CSC),
entendiendo CSC como el producto de la combinacion de las diversas conformaciones de
las asas hipervanables (Vargas-Madrazo y col. 1995). La estimacién del nimero de
combinaciones de las diversas conformaciones de las 5 asas hipervariables tomaondo en
cuenta el nimero de tipos descritos para cada asa genera un total de 300 posibles CSC
(Vargas-Madrazo y col. 1995). Sin embargo, de las 300 posibles CSC sélo 29 han sido
encontradas en los Ac; mas ain, de estas 29 Jas mas frecuentemente encontradas son 10
(Vargas-Madrazo y col 1995). Esto sugiere, que el repertorio estructural de las Igs estd
restringido al uso preferencial de un pequefio numero de combinaciones de SC en 5 de las 6
asas hipervariables que forman el sitio de unién al antigeno. Ya que las SC estdn presentes
en la mayoria de las secuencias de lg, se ha podido correlacionar ciertas combinaciones de
SC con el tipo de Ag reconocido, esto puede observarse en el hecho de que 6 de las 10 CSC
frecuentemente encontradas son preferencialmente especificas para un tipo de Ag
(proteinas y haptenos), mientras que las otras 4 son multi-especificas (polisacdridos, 4acidos

nucleicos, antigenos de superficie, etc.) (Vargas-Madrazo y col. 1995). De forma adicional
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se ha observado que no todas las asas hipervariables participan de igual forma para generar
diversidad en el repertorio estructural. Vargas-Madrazo y col. (1995) al estudiar el
repertorio estructural més frecuente de las 1gs, encontraron que son H2 y L1, variando su
longitud y estructura, las responsables de los cambios conformacionales que permiten
reconocer un Ag u a otro ya que HI, L2 y L3 generalmente aparecen en la misma

conformacidn (tipo 1) (Tabla 1).

Porcentajes de especificidad para cada clase

Clase de Purenaje de s
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Tabla 1. Distribucion de las CSC y su corrclacion con la especificidad (Vargas-Madrazo y col. 1995)

Sc reoona para cad2 asa lipervanable ¢l tipo de SC comrespondicnte. Adicionalmenle. se sehala ¢l porcenizje de cada CSC con respecto
al ndiero total de secucncias analizadas. Tan solo 10 clases mas frecuentes son reportadas en detlle, las otras 19 se cncuentan en la

calegona de otras. Las CSC se clasificaron como especificas (S) o multicspecificas (M).

2.2.2.2. Longitudes de H3

Aunque las observaciones previas postulan que la diversidad del repertorio estructural de
los Acs es fuertemente dependiente de la variacién de H2 y L1, en algunos otros estudios se
ha observado la importancia del papel que juega H3 en el reconocimiento. Esto es, se ha
observado que H3 es una importante fuente de diversidad en los Acs ya que al estar justo en
el centro del sitio de unidn al antigeno y al mostrar mayor variabilidad en longitud (puede

cambiar su longitud de 2 a >20 aminoacidos), secuencia y conformaciones que las otras 5
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asas que integran el sitio de unidn al antigeno (Morea y col. 1998), puede alterar las
propiedades quimicas y topolégicas del sitio de unién al antigeno y por tanto el tipo de
ligando a reconocer (Wu y col. 1993; Sanz 1991).

A pesar de esta gran variabilidad en H3. se ha observado mediante analisis
conformacionales, que H3 muestra algunas regularidades (aunque menos claras que las
observadas en las otras cinco asas) sobre todo en la zona proximal al FR (Martin y
Thomton 1996; Shirai y col. 1996; Morea y col. 1998; Shirai y col. 1998), regularidades
que son fuertemente dependientes del ambiente (Morea y col. 1998). Tales regularidades o
restricciones se han observado tanto en la topologia como en la composicién quimica de
esta asa en los diversos Acs. Por ejemplo, diversas evidencias han mostrado que Ja longitud
de H3 se correlaciona con el tipo de Ag reconocido. Asi los Acs que responden contra Ag
grandes (virus, proteinas y acidos nucleicos) tienen H3 mas largas que los Acs que
reconocen Ag pequefios (peptidos, carbohidratos y haptenos) (Vargas-Madrazo y col. 1995;
Johnson y Wu 1998; Collis y col. 2003). -De igual forma, la utilizacion de aminodcidos
dentro de esta asa no es al azar sino que se sesga hacia el uso de aminodcidos con
caracteristicas neutras e hidrofilicas como son la tirosina, glicina y serina. Ademas, se ha
visto que esta distribucién sesgada es de gran importancia para el mecanismo de
reconocimiento ya que le confiere estabilidad (con prolinas) o flexibilidad (con glicinas) al
sitio de union al antigeno lo cual influencia la especificidad y/o afinidad del Ac (Afonin y
col. 2001; Zemlin y col. 2003). Cabe destacar que estas mismas restricciones en el uso de
aminodcidos (como se vera en la siguiente seccion) también han sido observadas en las
otras cinco asas hipervariables (Vargas-Madrazo y col. 1994).

Estas caracteristicas permiten postular a H3 como ef facior clave en la modulacion

de la forma del sitio de unidn al antigeno (Vargas-Madrazo y col 1995) y por tanto en la
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determinacion de la afinidad y especificidad del Ac (Tonegawa 1983; Chothia y col. 1989;

Wilson y Stanfield 1993; Padlan 1994).

2.2.2.3. Uso diferencial de aminodcidos por posicion
Hasta ahora se ha analizado como [a topologia del sitio de union al antigeno esta limitada a
un numero pequeiio de conformaciones, sin embargo, este no es el unico factor que
determina la complementariedad con el Ag. Otro componente que hace posible la
interaccion Ag-Ac es la participacidn de las cadenas laterales; las cuales determinan la
superficie de contacto y la distribucién de grupos quimicos (Mian y col. 1991) que
posibilitara la unidén Ag-Ac. A este respecto, analisis de frecuencia de aminoacidos en los
CDRs han mostrado que algunas posiciones son ocupadas por aminoicidos altamente
conservados (Vargas-Madrazo y col. 1994), los cuales se presume participan en mantener
algunas caracteristicas importantes ya sean estructurales o funcionales en las regiopes de
reconocimiento de las Igs (Edelman y Gali 1969; Kabat y col. 1977). Otras posiciones no
son tan conservadas, en algunas de estas se observan sustituciones donde se intercambian
aminoacidos con propiedades similares (Mian y col. 1991; Lim y Sauer 1989), y en otros
casos se presenta hipervanabilidad restringida a 5-10 aminodcidos con propiedades
fisicoquimicas diferentes (Tabla 2) (Vargas-Madrazo y col. 1994).

Por otra parte se observd que algunos residuos, que se encuentran en las asas
interactuando frecuentemente con el epitope y que por lo tanto podrian estar determinando
la especificidad, son posiciones hipervariables (Padlan y col. 1995), aunque, como ya

hemos mencionado, esta hipervariabilidad es acotada.
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Tabla 2. Composicion de los CDRs de la cadena pesada (Vargas-Madrazo y col. 1994)
Se caleulo el porceniaje de composicién de¢ los aminoacidos mas frecuentemente usados en cada posicion de los CDRs. Los porcentaies
de ocurrenciz de los aminodcidos por posicién se cncuentra cn la columna de 1a dececha y de 1z izquicrda de acuerdo 3 si la posicion cs

hipervaniablc ¢ conservada de acuerdo al criterio de Kabat y cot. (1991) y Chothia y Lesk (1987).

2.2.2.4. Interfase VH-VL

De lo anterior, hemos podido observar que [a topologia y composicidn quimica de las
cadenas laterales que integran el sitio de unidn al antigeno pueden ser determinantes en la
especificidad. Sin embargo, aunque son fas porciones mas externas del sitio de unidn al
antigeno las que interactan directamente en la unidn, estas no son las unicas que influyen
en la modulacién de las propiedades de reconocimiento. Esto es, el plegamiento y por tanto
la funcidn que desarrolle dicha proteina es el resultado de sus propiedades como entidad

completa. A este respecto. diversos estudios han reportado que ia topolcgia y por tanto la
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distribucion espacial de las cadenas laterales del sitio de union al antigeno varia de acuerdo
con la asociacidon dominio-dominio VH-VL (Chothia y col. 1985). Esto debido a que los
cambios en la asociacion VH-VL pueden modificar las posiciones relativas de las asas
hipervariables. Lo anterior, yva que tales cambios pueden alterar a su vez la forma general
del sitio de unidn al antigeno, asi como también la disposicidn de las cadenas laterales que
interachian directamente con el epitope (Chang y col. 1985; Colman 1988; Stanfield y col.
1993). Las modificaciones de la asociacién VH-VL son ¢l producto de la sustitucion de los
residuos localizados en el interior de la interfase (Figura 5), ya que generan pequenos
reajustes en la disposicién relativa entre los dominios (Vargas-Madrazo y Paz-Garcia

2003).

Sitio de Union al Antigeno

Figura 5. Interfase VH:VL

En roio se encuentra representado en dominio VH y en azut el VL Las cadenas laterales de los residuos involucrados en la interfose s¢

encucntran desplegados. Los residuos de la zona proximal en blanco y aquelios que corresponden a la zona central ¢n amarillo.

Las pequenas varaciones en el empaquetado de los domintos VH: VL de diferentes
Igs se ha atribuido al hecho de que Jos aminoacidos en contacto entre las interfases

provienen también de los CDRs y no sélo de las regiones conservadas de los FRs (Davies y
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col. 1975). Puesto que alrededor de un cuarto de la superficie de Ja interfase es resultado de
la interaccidn de tos CDRs (Chothia y col. 1985) y que las secuencias de estos varian
considerablemente de un Ac a otro, hace que la interfase se pueda empaquetar de formas
diversas (Colman 1988). Es decir la parte de la interfase que proviene de los residuos de los
FRs invariantes que comprenden el 75% de la interfase se pueden acomodar de formas
distintas en dependencia de las secuencias de Jos CDRs, los cuales contribuyen con el 25%
restante (Colman 1988; Vargas-Madrazo y Paz-Garcia 2003). A través de este mecanismo
es posible generar variaciones en el sitio de union al antigeno dentro de motivos o formas
basicas las cuales contribuyan en las propiedades de reconocimiento de los Acs (Chang y
col. 1985, Banfield y col. 1997; Chatellier y col. 1996; Khalifa y col. 2000). Por ejemplo,
los reemplazos L"**A y L“**A tienen un efecto mucho més dréstico que aquellos en las
postciones homéblogas de Ja cadena pesada (VA y Q"°A); mientras que las sustituciones
de alanina en aquellas posiciones localizadas en el fondo del paritope (F*°A y W"'“A)
decrecen drasticamenle la energia de union ;:on el ligando (Chatellier y col. 1996).

Puesto que el acomodo de la interfase es fuertemente dependiente de la secuencia y
disposicion tanto de los £Rs como de los CDRs, algunos grupos de investigacién han
tratado de determinar si al igual que en las asas hipervanables existen restricciones
conformacionales. Es decir, si todos los acomodos son posibles o si existen preferencias
hacia alguna disposicion (Amit y col. 1986; Chothia y col. 1986; Sheriff y col. 1987). A
este respecto, se ha observado que de entre las diversas posiciones relativas o acomodos de
los CDRs de la cadena H y L dentro de Jas Igs s6lo existen algunos. A estas familias de

interfases VH-VL se les ha denominado interfases candnicas (Colman y col. 1988).
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2.2.2.5 Ajuste inducido

Hasta aqui se han descrito aquellos atributos estructurales del Ac (o propiedades
intrinsecas) que determinan el reconocimiento. Sin embargo, no podemos olvidar que la
especificidad y la afinidad se construyen durante la confrontacion del Ag con el Ac. Es
decir, se crean en el momento en que un receptor se une a un ligando y no a otro(s), por lo
que ambas partes son dependientes del grado de precision del encaje de una moiécula con

la otra (Figura 6) (Day 1990).

Confarmaclan sia Anueens unide Natesons unisda
aens unfda (Ovuliaday Glesplegiday
(a) (I w)

Figura 6. Ajuste inducido
Las variaciones conformucionales det Ac libre y producto del acomplejamicnto con un Ag sc mucsiran cn las cstructuras denominadas 4

by c. En (a) se muestra el Ac libre y en (b) y {c) acomplcjado, ¢} (c) se difcrencia por estar €) Ag expuesto.

A este respecto diversos estudios han reportado la existencia de cambios
conformacionales, en los cuales se dan pequeilos cambios en los dngulos de torsion de los
dominios rearreglados, producto del encuentro de un Ac con un Ag (Edmundson y col.
1974, 1984, 1987, Edmundson y Ely 1985; Colman 1988; Bhat y col. 1990; Herron y col.
1991: Rini y col. 1992). La contribucion de los cambios conformacionales en el Ac o el Ag
durante el acomplejamiente se han postulado como producto de: 1) las vanaciones

conformacionales en las asas que integran el sitio de unién al Ag (sobre todo en L3 y H3,
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localizadas hacia el centro del sitio de union al antigeno) (James y col. 2003), 2) de los
cambios en las posiciones espaciales u orientaciones (movimientos de cuerpo rigido) de las
mismas, las cuales son independientes de los cambios conformacionales que puedan
presentarse en el transcurso de la reaccion (Bajorath y col. 1995), 3) rotaciones de las
cadenas laterales y 4) alteracion en la disposicion entre los dominios variable ligero y
pesado (Vargas-Madrazo y Paz-Garcia 2003).

A pesar de que las influencias que ocurren durante el reconocimiento del par Ag-Ac
son fundamentales, su espectficidad no solo incluye al par Ag-Ac como lo define van
Regenmortel (1989), stno que la especificidad es producto del evento que conjuga al Ag-Ac
dentro de una circunstancia del entorno, en un cierto espacio-tiempo y conectada a algin

evento bloldgico discernible (Romo-Gonzilez y col. 2004 — A4).

De todo lo anterior se hace evidente que el sitio de unidn al antigeno de las igs,
presenta patrones estructurales y/o ﬁmck.)nales que determinardn de acuerdo a cierta
estrategia evolutiva la complementariedad quimuca y geométrica (Vargas-Madrazo y col.
1994, Lara-Ochoa y col. 1995). Esto es, el que el pequefio namero de formas existentes en
las regiones de reconocimiento sean capaces de contener la gran variedad de Ags propios y
ajenos, el que estas formas estén controladas por el tamaiio del asa y residuos clave y que
la complementaricdad quimica es controlada a través de la variabilidad e hipervariabilidad
sesgada de los aminodcidos en la superficie del sitio de reconocimiento, indican la
existencia de una importante fuerza evolutiva no sélo en términos de restricciones
estructurales, sino también en términos de propiedades de reconocimiento actuando sobre
los genes que codifican el repertorio de Ac. Lo anterior es consistente con el conjunto de

observaciones realizadas por nuestro grupo y que indican la existencia de una correlacion
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entre la evolucion del repertono estructural de Acs, la evolucidn de sus genes (Vargas-
Madrazo y col. 1995; Almagro y col. 1997; Vargas-Madrazo y col. 1997) y su uso
(Schroeder y col. 1995; Brezinschek y col. 1995; Davidkova y col. 1997); correlaciones que

se describen a continuacion.

2.2.3. Restricciones genéticas de la diversificacion

El locus de Jas Igs estda compuesto por multiples genes, los de region variable de cadena
pesada (Vu, D y Jy), los de region variable de cadena ligera (V-Jcy Vi-Ji) v los de la
region constante (Cpy y CL); los cuales han evolucionado para generar un repertorio de linea
germinal diverso (Pascual y Capra 1991). Analisis de homologia entre los segmentos
génicos V han revelado que estos pueden ser agrupados en familias discretas. Los
segmentos Vy que tienen una similitud del 80% o mas son considerados dentro de la misma
familia, mientras que aquellos con una similitud del 70% o menos entre ellos forman
diferentes familias (Kodaira y col. 1986, Lee y col. 1987: Shen y col. 1987; Berman y col.
1988). La nomenclatura de estos sub-grupos o familias se basa en el orden de su
descubrimiento (Pascual y Capra 1991: Matsuda y Honjo 1996). Asi por ejemplo los
segmentos Vy pueden ser clasificados en 7 familias, Vyl-Vy7, criterio que ha sido
corroborado por la construccién de un drbol filogenético que agrupa todos los genes
funcionales localizados en la region 3° 0.8-Mb del locus Vi (Haino y col. 1994). Lo mismo
ocurre con los segmentos V, y V; los cuales constan de 7 y 11 familias respectivamente. El
locus principal de humano Vy tiene una longitud de 1250 kb y contiene aproximadamente
95 segmentos, mientras que Vi y V, tienen una longitud de 1820 y 1050 kb y contienen

aproximadamente 76 y 74 segmentos, respectivamente. A pesar de que los miembros de las
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diferentes familias estan dispuestas a través de los loct, no todos los segmentos V son
funcionales o activos para el repertorio de Ac (Figura 7). Por ejemplo de los 95 segmentos
Vi solo 51 son considerados funcionales (Tomlinson y col. 1992). Dentro de estos genes
los que aportan mayor nimero para el repertorto de Ac son tos de la familia Vi3, seguido
por las familias V] y V4 ya que las familias Vg2, VyS, Vu6 y Vi7 solo contnbuyen con

un pequefio nimero (Cook y Tomlinson 1995).
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Figura 7. Mapa del locus V,, dc inmunoglobulinas humanas
En verde se representan {os genes Vy, funcionales, en amarilio los ORF y en rojo los pseudogenes. En azul los genes Du v
Ca

Estas evidencias postulan que no todos lo genes ni todas las familias son de igual
importancia para el repertorio de Acs ya que sélo se han seleccionado algunos para ser
funcionales y no todas las familias se diversifican con la misma intensidad. Estas mismas
fuerzas heterogéneas que moldean el repertorio genético de los Acs han sido observadas a

muy diversos niveles (genélicos y estructurales) como veremos mas adelante.



2.2.3.1. Distribucion de la informacion en mapas bidimensionales

Estudios estructurales de los genes V de Jg de humano y ratén han mostrado que no todas
las familias de genes participan de igua! forma para la geoeracion de la diversidad del
repertorio estructural a través de la codificacion de diversas CSC (Vargas-Madrazo y col.
1997; Almagro y col. 1997). Por ejemplo, se ha visto que Vi1 y V43 codifican para la CSC
mas frecuente de este locus (la clase 1-3), mientras que Vy6 es el tnico gen que codifica
para la clase 3-5, la cual tiene caracteristicas muy particulares dentro del repertorio

estructural de Vi (Tabla 3) (Vargas-Madrazo y col. 1997).
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Tabla 3. Genes funcionales dc linea germinal V,, (Vargas-Madrazo y col. 1997).
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tisica. De forma adicional se muestra Is CSC (H1 y M2) a {a que periencce cada uno de los gences.



Por lo que la expresion diferencial de genes o grupos de genes puede estar asociada
a cambios en las propiedades de reconocimiento de los Acs (Pascual y Capra 1991). A este
respecto  Vargas-Madrazo y Paz-Garcia. (2001) correlacionaron las propredades de
reconocimiento con el tipo de Acs que pueden ser codificados y expresados por sus genes.
Lo anterior mediante la clasificacidn de las secuencias de Ig segin criterios estructurales
que consideran la informacion mas relevante para las propiedades estructurales que median
el reconocimiento (tales como tipo de conformacioén que adoptan las asas hipervariables o
patrén de variabilidad de los residuos para cada posicion, etc.). Esta clasificacion dio pie a
la creacion de mapas de identidad (Figura 8) que ayudan a identificar algunos aspectos de
la evolucién molecular de los genes IgV, asi como genes individuales y grupos de genes
con caracteristicas especiales en términos de los atributos que determinan las propiedades
de reconocimiento de los Acs (Vargas-Madrazo y Paz-Garcia 2001). Esto es de gran
utilidad sobre todo para el entendimiento del uso preferencial de genes IgV, que como

veremos en la siguiente seccion, se ha observado que ocurre en el repertorio de Acs.
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Figura 8. Mapa Bidimesional del locus VH (Vargas-Madrazo y Paz-Garcia 2001).
[n csic figura se encuentran agrupados deniro de circulos ovales los genes que codifican para 1z misma CSC. Los genes con alia
idenuidad (>70%) se han agrupado dentro de rectingulos con lineas gouesas y zguellos genes idénlicos con lineas delgadas. Los genes o
grupos de genes que presentan alta idenlidad han sido conectados con flechas v su porcentaje de idenudad es reportado cerca de cada

linca.

2.2.3.2. Uso preferencial de genes

Como vimos anteriormente no todas las familias de genes de lgs contienen el mismo
namero de genes, siendo que, por ejermplo en el locus Vy de humano la complejidad por
nimero de genes es como sigue Vy3>Vy1>Vu4>Vy2>Vy5>Vyu6>Vy7 (Pascual y Capra
1991; Cook y Tomlinson 1995). Siguiendo esta logica, si cada segmento de genes tiene la
misma oportunidad de experimentar rearreglos para formar una unidad de transcripcién
VD] funcional, entonces el repertorio expresado debe reflejar fielmente la composicion de
la linea germinal. Sin embargo, esta complejidad gendmica ya sea a nivel de familias Vg
y/o genes individuales puede o no ser reflejada en el repertorio de Acs. Mas aan, la
complejidad es dependiente de diversos factores que aln no estin bien determinados
(Schroeder y col. 1995; Brezinschek y col. 1995; Davidkova y col. 1997). A este respecto,
se ha observado que a lo largo de la vida del humano casi todas las familias Vg, Dy y Jy
son utilizadas (Guigou y col. 1990, Schroeder y col. 1995). No obstante, entre repertorios
fetales y adultos existen notables diferencias que son especialimente vistas tanto en el uso de
genes individuales Vy, como en la diversificacion de H3 (Kearney y col. 1989; Coutinho
1989; Freitas y col. 1991; Sanz 1991; Thomas-Vaslin y col. 1991; Viale y col. 1993;
Feeney 1992; Malanchere y col. 1995; Mouthon y col. 1995; Nobrega y col. 1996;
Schroeder y col. 2001; Zemlin y col. 2002). Por ejemplo, en los repertorios fetales, existe
una mayor frecuencia en el uso de los genes V3-23, V3-30.3 y de V6-1 que en los adultos

(Davidkova y col. 1997; Lacroix-Desmazes y col. 1998). Ahora bien, especificamente en
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cuanto al uso de genes Vy en los repertorios de Acs en adultos, los multiples estudios
llevados a cabo en individuos caucdsicos sanos, muestran que no existe un CONsenso en
cuanto a si el repertorio refleja o no la complejidad gendmica de las familias Vy. Mientras
que ciertos estudios muestran que algunos individuos expresan un uso stmilar a la
complejidad genémica (mostrando inclusive una distribucidn relativamente estable en el
tiempo en un mismo individuo) (Guigou 1990, Huang y col. 1992; Kraj 1995; Demaison y
col. 1995; van Dijk-Hard y Lundkvist 2002); otros estudios muestran a individuos que
preferentemente expresan algunas familias Vy (Zouali y Theze 1991; Huang y col. 1992,
Davidkova y col. 1997). Por ejemplo V5, Vy6 y Viu7 que representan a las familias mas
pequenas, se ha visto que su distribucién es transitoria con respecto al tiempo, ya que
después de 1] meses, regresa a ser similar a la complejidad genomica (Huang y col. 1992;
Huang y Stollar 1993). Por otro lado, lo que se evidencia mas claramente entre los diversos
estudios es que todos los individuos muestran un uso preferente de genes Vy individuales
(Huang y Stollar 1993; Stewart y col. 199.3; Klewn y col. 1994; Brezinschek y col. 1995;
Suzuki y col. 1995; Davidkova y col. 1997), algunos de los cuales su expresion es estable

en el tiempo (V3-23, V4-34, V4-59 y V3-30) (Suzuki y col. 1995; Huang y col. 1992).

Resumiendo, el locus V de las Igs estd compuesto por maltiples genes los cuales
han evolucionado para generar un repertorio de linea germinal diverso. La evolucién de los
genes Ig se refleja en su agrupamiento en familias y clanes de genes y ha sido moldeada a
través de prestones selectivas como las observadas sobre la variabilidad de diversos
factores estructurales ya mencionados. El hecho de que en distintos niveles estructurales
(dominios, sub-regiones, posiciones, etc.) se observe una diversidad restringida y

estrechamente correlacionada con la evolucion y diversificacion de los genes, sugiere la
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existencia de estrategias en la evolucion de los repertorios de receptores especificos del
sistema inmune. Puesto que todas las estrategias que estdn operando en e] reconocimiento y
su expresion en los patrones observados a distintos niveles en la estructura del Ac son el
producto de los eventos evolutivos ocurridos a nivel genético (Rothenfluh y col. 1995), el
estudio de los mecanismos que generan la diversidad ya sea a nivel evolutivo (vanacion en
los genes de linea germinal, evolucién de mecanismos de rearreglo, etc.), o a nivel somatico
(rearreglo, edicion, hipermutacidn, etc.) en el repertorio nos permitira interpretar mas
claramente los resultados obtenidos en [os estudios estructurales y funcionales descritos.

A continuacion describimos brevemente el panorama general de los mecanismos

genéticos que se han reportado participan en la diversificacion del repertorio de 1gs.

2.3. Procesos genéticos y evolutivos de la diversificacion en las Igs

2.3.1. Diversificacion del Repertorio

La diversidad en el repertorio de Acs es geﬁerada por procesos genéticos y somaticos (Max
1998). Es decir, en general los organismos mantienen grandes familias multigénicas con
miembros muy diversos que codifican para numerosos dominios V. Esta diversidad es
aumentada por mecanismos somaticos como la recombinacidn, unidn imprecisa de
segmentos génicos, hipermutacion (Tonegawa 1983) y conversion génica (Becker y Knight
1990; McCormack y col. 1991). Es decir, es la diversidad de origen germinal la que a
través de la evolucion de sus genes ha moldeado la diversidad apropiada de sitios de unién
al antigeno, siendo que la hipermutacton somatica se centra en mejorar el ajuste fino de la
union con sus higandos (Tomlinson y col. 1996; Ramirez-Benitez y Abmagro 2001). Tales

fuerzas y mecanismos se describen a continuacion.
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2.3.1.1. Diversificacion Somatica

Los mecanismos que operan para diversificar el repertorio de Acs a nivel somatico se han
estudiado con gran detalle. De forma general se ha planteado que la diversidad somatica
estd dada por dos mecanismos: la recombinacion de los segmentos génicos de linea
germinal y la diversificacion somatica de estos genes. Tales mecanismos implican
primordialmente 4 formas de diversificacion de las secuencias de Igs, 3 de estas son
consecuencia de ta recombinacion de los genes de l1a linea germinal que permiten generar
los dominios vanables de las Igs, mientras que la cuarta es un proceso mutacional o de
conversion génica que ha sido descrita ampliamente sobre todo en humano y ratén durante
el proceso de maduracién (Tonegawa 1983). Adicionalmente a las sustituciones asociadas a
estos cualro mecanismos, recientemente se ha reportado que también existen procesos de
insercién y eliminacion de tnpletes alterando las secuencias de Ig (Wilson y col. 1998;
Miura y col. 2003), asi como procesos de edicion de un receptor de células B pre-existente.
En este 0ltimo, los segmentos génicos de r;egién variable, tanto de la cadena L como de la
cadena H, pueden ser cambiados y reemplazados por un nuevo receptor B. La mayoria de
las evidencias de estos eventos provienen de sistemas en los cuales genes recombinados o
preformados (VDJy o VJ) son reemplazados por otro (Stiermholm y Bennstein 1994;
Fanning y col. 1998; Retter y Nemazee 1998).

La primera fuente de diversificacion implica entonces que hay multiples copias de
los segmentos génicos V, D y J, cada uno de los cuales pueden contribuir en la generacion
de una region variable de la {g. Por lo que wuy diversas regiones variables pueden
construirse a través de la combinacién de estos segmentos. Puesto que hay

aproximadamente 40 genes funcionales V. y 5 J.lo que da un total de 200 diferentes
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regiones V., v si adicionalmente existen alrededor de 29 genes funcionales Vi y 4 Ji lo que
da un total de 116 regiones V;, se ha estimado que alrededor de 316 diferentes cadenas
ligeras pueden ser construidas. Por su parte en la cadena pesada, se ha estimado que existen
51 genes funcionales Vy, aproximadamente 27 segmentos Dy y 6 Ju; esto da un total de
alrededor de 8,000 diferentes regiones VH (Janeway y Travers 1997).

Una segunda fuente de diversidad combinatoria proviene del apareamiento de las
diversas combinaciones posibles de las regiones VH y VL que forman el sitio de unidn al
antigeno. Se ha propuesto que en teoria 2.5x 1 0° diferentes moléculas de anticuerpo pueden
ser generadas. Sin embargo, no todas las regiones VH se aparean exitosamente con las
regiones VL, esto hace que el nimero probable se reduzca (Janeway y Travers 1997).

Diversidad adicional es iniroducida durante el proceso de recombinacion a través de
la union imprecisa de los segmentos VDJ mediante Ja adicion de nucleotidos P, N, D-D y
con los cambios de marco de lectura, asi como también a través la hipermutacion somatica
la cual introduce mutaciones puntuales en los genes rearreglados (Janeway y Travers 1997).
Este ultimo se asocia con el fendmeno de maduracion de la afinidad, proceso que promueve
el aumento de la unién con el Ag. La bipermutacion somatica ocurre cuando las células B
responden a un estimulo antigénico. Los genes de region C de las lgs y otros genes
expresados en las células B no son afectados, mientras que todos los genes rearreglados de
la region V experimentan mutacion, adn si resultan en rearreglos no productlivos y no son
expresados (Janeway y Travers 1997). Estudios de los patrones de sustitucién en estos
genes producto de la hipermutacion somatica han mostrado que a pesar de que las
mutaciones se distribuyen en toda la region V, estas no son completamente al azar. Dentro

del exdn V es posible observar ciertos “hotspots” de mutacion que indica la preferencia de
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motivos cortos caracteristicos de 4 6 5 nucledtidos asi como ciertas estructuras secundanas
caracteristicas (Jolly y col. 1996; Milstein y col. 1998; Papavasiliou y Schatz ZOQO; Pavlov
y col. 2002; Boursier y col. 2004; Rogozin y Diaz 2004). Dentro de las regiones mas
frecuentemente hipermutadas se encuentran los CDRs (Jolly y col. 1996; Milstein y col.
1998). Adicionalmente a la recombinacion y la hipermutacion se encuentra la conversion

génica somatica (Weill y Reynaud 1996), cuyo mecanismo se describe mas adelante.

2.3.1.2. Diversificacion Germinal

A pesar de todas estas evidencias que postulan la importancia de la diversidad somatica
para el repertorio de Acs, se ha propuesto que la fuente de diversidad en el repertorio
ontogénico de Acs es creada a partir de los genes de la linea germinal, al generar
repertonos de Acs de una mayor o menor afinidad y especificidad por cierto Ag. Desde esta
perspectiva los genes de linea germinal de las [gs proveerdn a través de procesos evolutivos
que introducen cambios en su secuencia, la. capacidad de reconocer al universo antigénico
(propio y ajeno) volviendo apto o adaptable al sistema inmune. Dentro de estos procesos
evolutivos se encuentran la duplicacion génica, la conversion génica germinal y el

polimorfismo alélico. Tales procesos se describen a continuacion.

2.3.1.2.1. Duplicacién génica

Como se ha ilustrado en previos andlisis filogenéticos muchas duplicaciones han ocurrido
en los genes V durante la evolucion (Ota y Nei 1994, 1995; Matsuda y Honjo 1996;
Matsuda y col. 1998: Sitnikova y Nei 1998). La primera duplicacion de estos segmentos
génicos generd los linajes de las familias VH y VL aproximadamente hace 350 y 470

millones de afios. [La daplicacion de los genes V ha proveido las oportunidades para la
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creacidon de nuevas variantes que, junto con la mutacion y la seleccion, las fijan o eliminan
dependiendo de la naturaleza de los productos (Tanaka y Nei 1989; Sitnikova y Nei 1998).
[La continua duplicacién genera que en muchas instancias los segmentos de genes V sean
funcionalmente redundantes. Sin embargo, el que las mutaciones sobre los genes
duplicados son en su mayoria deletereas hace que finalmente este proceso cree una gran
abundancia de pseudogenes entre los loci de genes V.

Considerando la continua geperacion de genes por duplicacion y la remocion de
estos del genoma, la evolucion de los segmentos génicos V puede pensarse como un
proceso dinamico en el cual el repertorio esta constantemente sujeto a cambios (Rothenfluh
y col. 1995; Ota y col. 2000). Este tipo de proceso evolutivo ha resultado en la expansion y
contraccién de las familias génicas y eventualmente en su homogenizacion o evolucién
concertada (Ota y col. 2000) al mismo tiempo que se promueve el desarrollo de
singuralidades de algunos de sus miembros (Vargas-Madrazo 1997; Vargas-Madrazo y

Paz-Garcia 2001).

2.3.1.2.2. Conversion génica germinal

Adicionalmente a la duplicacidn, en la diversificacion del repertorio germtinal encontramos
la conversion génica germinal. El mecarusmo de conversion génica fue primero observado
en la diversificacion del repertorio de genes V a nivel somético en gallina (Reynaud y col.
1987, Thompson y Neiman 1987) y conejo (Becker y Knight 1990). La conversion génica
ocurre en cis, es direccional y es dependiente de la homologia de los segmentos. La
conversion génica incluye los eventos sin plantilla, princtpalmente a través de mutaciones

puntuales que ocurren frecuentemente en el borde del segmento convertido. Es un proceso
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medianamente exacto que implica el uso de fragmentos de longitud variable de mas de 10 y
menos de 100 pares de bases (pb) (Reynaud y col. [987; McCommack y Thompson 1990).
A (ravés de este mecanismo se pudo explicar por qué los pseudogenes se
conservaban en el genoma, al estar comprometidos con la funcionalidad del repertorio
sirviendo como donadores de secuencia durante Ja conversion génica. Esto, ya que muchos
de los pseudogenes conservados pueden ser aceptores o donadores de conversion ‘de genes
de linea germinal, fenémeno que se ha planteado contribuye no solo a la diversificacién
somitica sino a la diversidad de tipo germinal (Haino y col. 1994; Kodaira y col. 1986).
Puesto que los pseudogenes son los que tienen mas altas proporciones de mutacion, el que
existan este tipo de mecanismos ha promovido que las mutaciones “prohibidas™ por
seleccién para los genes funcionales sean introducidas en el genoma suministrandole
nuevas caracteristicas a los genes de linea germinal (Li 1997). Sin embargo, la‘conversion
génica germinal no sdlo ha permitido la diversificaciéon del material genémico, swo
también, se ha visto que promueve la homégenizacién o evolucion concertada del genoma
(Perimutter y col. 1985) y/o la correccion de las mutaciones errantes introducidas por los

pseudogenes (Rothenflub y col. 1995).

2.3.1.2.3. Polimorfismo Alélico

Finalmente, ademas de la duplicacién y la conversion génica germinal dentro de los
procesos que diversifican los genes de linea germinal encontramos el polimorfismo alélico.
En las regilones V de las inmunoglobulinas (Ig) humanas, se han observado dos tipos de
polimorfismo afectando el repertorio de linea germinal; uno es el polimorfismo de
sustitucion de oucledtidos y el otro es el polimorfismo de msercion/eliminacion de

segmentos génicos (Cook y Tomlinson 1995). A este respecto diversos estudios han
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reportado que existen marcadas diferencias en el polimorfismo de insercién/eliminacion
entre las distintas regiones del locus IghV. Estas diferencias parecieran estar relacionadas
con la funcion que el segmento génico juega para el repertorio (Li y col. 2002). Asi para el
caso del locus IghV, en la regiones 1 y Il se ha observado polimorfismo que implica la
nsercion o eliminacion de varios genes (Cui y Li 1998; Pramanik y Li 2002), en contraste
con la region Il paca la cual no han sido encontradas este tipo de variaciones (Cui y Li
1997, 2000) (ver Figura 7). No obstante, se ha observado en estudios de correlacion entre
polimorfismo de insercién/eliminacién y patologias que este tipo de variaciones tiene poca
influencia sobre la propension hacia ciertas patologias (Pargent y col 1991; Schaible y col.
1993).

Procesos similares tienen lugar en el polimorfismo de sustitucidn, donde se observa -
que los Joci ubicados en las regiones mas distantes a Jy presentan alto grado de
polumnorfismo de sustitucion (genes 1-12L, 1-6/1-69, 1-3/1-68, 1-12R y 4-11/DP-66) (Cui y
Li 1997, 2000). En contraste los genes !6calizados en las porciones proximas a Jy son
altamente conservados (Cook y col. 1994). Por lo que las diferencias en el polimorfismo de
sustitucion no sélo ocurren en dependencia de la localizacton fisica det segmento génico en
el locus IghV. A este respecto en diversos estudios se ha observado que dentro de las
regiones codificadoras de cada locus, existen también fragmentos en los que se favorece o
restringe Ja diversificacion (Cook y Tomlinson 1995; Milner y col. 1995).

A pesar de todos estos hallazgos, no existe dentro de! polimorfismo de sustitucion
una caracterizacion detallada de sus implicaciones para el mecanismo de reconocimiento
molecular inmune. Esto debido a que la mayoria de los estudios que evaluan el
polimorfismo de sustitucidn, se centran en el cilculo de las frecuencias alélicas en una

poblacion. Dado lo anterior es que resulta de interés profundizar en la comprension de las
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estrategias de evolucion molecular en el repertorio de Acs por polimorfismo de sustitucién
y es por ello que en este trabajo nos proponemos estudiar algunos aspectos de la evolucién
molecular de los genes V, asi como de los mecanismos de diversificacion que operan
durante la evolucidn y las consecuencias de estas alteraciones sobre las propiedades

estructurales del sitio de unién al antigeno.

2.4 Evolucion molecular

Dentro de las regiones codificadoras la sustitucion de aminodcidos permute crear alelos que
implican variantes estructurales respecto al alelo principal. Este proceso permite explorar el
espacio de sitios de umién al antigeno hacia una mejor adaptacion respecto al universo
antigénico existente en un periodo evolutivo (Ota y col. 2000). Con todo, no existe una
caracterizacion detallada de las implicaciones para el mecanismo de reconocimiento
molecular inmune que genera el polimorfismo de sustitucion. La mayoria de los estudios
que evaldan el polimorfismo de sustitucién como se menciond anteriormente, se han
centrando en el calculo de las frecuencias alélicas en una poblacidn (Sasso y col. 1990; van
Dijk y col. 1991; Sasso y col. 1993; Cui y Li 1998). Sin embargo, esta no es la tnica forma
de caracterizar el complejo proceso que implica la evolucién por polimorfismo. El
polimorfismo de un locus puede ser caracterizado no sélo por el nimero y frecuencia de
alelos, sino también por el nimero de mutaciones por alelo (Li 1997), asi como por la
distribucién y tipo de sustituciones a lo largo del gen (Eigen y col. 1988). Es decir, una
caracterizacion integral y detallada de los patrones de sustitucion en alelos de genes V de
[gs, que considere sus particularidades funcionales es también de utilidad para la

comprension de las estrategtas evolutivas de diversificacion.

37



Puesto que las herramientas que evalian a evolucién molecular son muy diversas a

contiruacién exploraremos las mas importantes y de relevancia para nuestros propositos.

2.4.1. Cambios evolutivos en las secuencias de nucleotidos

Un proceso basico en la evolucion de las secuencias de ADN es el cambio de nucledtidos
con el tiempo. De forma general, el anélisis de este proceso evolutivo ha sido a través de la
comparacidn de dos o mds secuencias codén por coddn y clasificando cada diferencia de
acuerdo al ttpo de sitio donde ocurti6 el cambio. En el caso que se de una sola sustitucion
en los codones analizados, la diferencia es rapidamente inferida; stn embargo, puede darse
el caso que difieran en mas de un nucledtido. En este caso, se necesita considerar todas las
mipimas posibilidades evolutivas.

La comparacién de dos o mas secuencias homologas implica la identificacién y la
localizacién de las eliminaciones, inserciones y sustituciones que pudieron haber ocurrido.
A este proceso se le denomina al’meamie.mo de secuencias y consisle en una serie de
apareamientos de nucledtidos con base en tres criterios: i) emparejamiento de bases
concordantes, 11) emparejamiento de bases no concordantes y 11t) emparejamiento de una
base con la secuencia y un hueco “gap” en la otra.

Este proceso evolutivo de cambios de nucledtidos en el tiempo ba sido ampliamente
estudiado ya que se ha planteado es esencial: i) para el entendimiento del mecanismo
evolutivo del ADN vy ii) porque los cambios de nucledtido en las secuencias son usados
tanto para la estimacion de las velocidades evolutivas como para la reconstruccion de la
historia evolutiva de los organismos (Li 1997). Por estas razones diversos modelos han sido
propuestos para estudiar este proceso (Jukes y Cantor 1969; Kumura 1980, 198]; Holmquist

y Pearl 1980; Kaplan y Risko 1982; Lanave y col. 1984). Dentto dc los modelos mas
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simples podemos encontrar: i) el modelo de un pardmetro de Jukes y Cantor (1969), que
asume que la sustituciéon ocurre al azar entre los cuatro tipos de nucledtido y ii) el modelo
de dos parimetros de Kimuara (1980), el cual considera que las transiciones son mas
frecuentes que las transversiones. Mas recientemente se ha postulado un tercer modelo
denominado de matrices, en el que se postula que los cuatro tipos de cambios de nucledtido
no ocurren en la misma proporcion (Li 1997). Cabe destacar que aunque estos tres modelos
son los mas importantes, en la actualidad existen numerosas variaciones (alrededor de 56
modelos) las cuales han sido agrupadas en el programa Modeltest. Este programa es de
gran utilidad ya que selecciona el modelo de sustitucion nucleotidica que mas se ajusta a

los datos (hutp://darwin.uvigo.es/software/modeltest.hunl).

A pesar de que este tipo de modelos han sido de gran utilidad en el analisis de las
secuencias, el que la sustitucion de un nucleétido por otro tome miles o millones de afios, y
por tanto la variacion no pueda ser observada dentro de la vida de un organismo, dichos
modelos no tienen sentido sino es a la luz Ae la evolucion en un rango de tiempo y en un
espacio dado. Esto ha implicado la creacion y utilizacién de diversos modelos y algoritmos
que analizan pardmetros y caracteristicas del material genético mucho mais complejas que la
simple estimacién de las proporciones de cambio en cada uno de los nucledtidos. Dichas

herramientas [as exploraremos a continuacion.

2.4.2. Velocidad y patrones de sustitucion

Para detectar sustituciones de nucledtidos en secuencias de ADN, se utiliza la
comparactones entre las secuencias con una ancestral (Li 1997). El niimero de sustituciones
entre dos 0 mas secuencias permite estimar las proporcidn de evolucidn, la divergencia y

reconstruir arboles filogenéticos.
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El nimero de sustituciones nucleotidicas entre dos secuencias (K) se expresa en
términos del nimero total de sustituciones dividido entre el numero de nucledtidos
comparados entre las dos secuencias (K = N/L) y la velocidad de sustitucion es el niimero
de sustituciones por sitio por afio (r = K/(2T)).

Para la estimacion de la velocidad de sustitucion existen diversos modelos y su
utilizacion ira de acuerdo a [a longitud de la secuencia, el valor de K, y la divergencia entre
las secuencias analizadas. Asi por ejemplo, si K es menos a 0.5 el método a utilizar por la
simplicidad sera el Jukes-Cantor (1969) y Kimura-Ota (1972); mientras que para las
secuencias largas el método de Gojobori y col. (1982) de las matrices es el mas indicado y
para secuencias con alta divergencia el método a utilizar es el de Tajima y Nei (1984).

Dado que la velocidad de sustitucidn varia entre secuencias codificadoras y no
codificadoras, los métodos para analizar uno y otro tipo de region consideran estas
variaciones en la construccion de sus modelos y algoritmos. Puesto que dentro de nuestro
estudio sélo consideramos las regiones cod‘iﬁcadoras, centraremos nuestra atencion en este
tipo de metodologias.

Lo primero que salta a fa luz en los analisis de la secuencias codificadoras es que en
la mayoria de estos métodos son tratadas por separado las sustituctones reemplazantes y
silentes; ademnas de que las secuencias de iniciacién y terminacion son excluidas de los
analisis ya que rara ves cambian con el tiempo. Dentro de estas metodologias el anahisis de
la proporcion de sustituciones reemplazantes/silentes o indice de reemplazamiento (IR)
bajo el modelo de cambio genético por mutacidn puntual aleatoria, proporciona una
poderosa herramienta para determinar el tipo de presion selectiva que estd operando sobre
posictones o sub-regiones especificas de genes (Jukes y King 1979, Shiomchik y col.

1987). Caracteristica que resulta muy adecuada para los objetivos del presente estudio.
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2.4.3. Polimorfismo en poblaciones
El grado y los mecanismos que mantienen la variabilidad genética en las poblaciones son
los propdsitos de Jos genetistas y evolucionistas. A este nivel, destaca que a pesar de la gran
variedad de modelos que existen para evaluar las variaciones nucleotidicas en el tiempo, en
la mayoria de los estudios que evaldan el polimorfismo alélico por sustitucion, se centran
en el cdlculo de las frecuencias alélicas en una poblacion. Sin embargo, esta no es la unica
forma de caracterizarlo. El polimorfismo de un locus puede ser caracterizado no sélo por el
numero y frecuencia de alelos, sino también por el numero de mutaciones por alelo (Li
1997), asi como por la distribucién y tipo de sustituciones a lo largo de la proteina (Eigen y
col. 1988).

A través de los parametros ya citados es posible calcular tanto el grado de seleccidon
natural (negativa o positiva) como si existe mutacion neutra (prueba de Hudson-Kreitman-
Aguadé o McDonald-Kreitman), propiedades que resultan de interés para el presente

estudio.

Resumiendo, se ha planteado que el fendomeno de reconocimiento del universo
antigénico propio y extrano por parte de los Acs es el producto de eventos ocurridos a nivel
genético (Rotheofluh y col. 1995). Por tanto desde esta perspectiva, el compromiso
funcional de reconocimiento estaria promoviendo la diversificacién de los genes de Ig para
generar un repertorio de Acs capaz de contender con el gran universo antigénico propio y
extrano. Sin embargo, se ha visto que la diversidad del repertorio de Acs 1anto tuncional
como estructural no es tan grande como se esperaba. Mas ain el hecho de que en distintos
niveles estructurales (dominios, sub-regiones, posiciones, etc.) y funcionales (uso de genes,

distribucidn heterogénea de la varnabilidad entre familias, etc.) se observe una diversidad
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restringtda y estrechamente correlacionada con la evolucidn y diversificacion de los genes,
sugiere la existencia de estrategias en la evolucion de los repertorios de receptores
especificos del sistema inmune.

Puesto que todas las estrategias que estan operando en el reconocimientio y su
expresidn en los patrones observados a distintos niveles en la estructura del Ac son el
producto de los eventos evolutivos ocurridos a nivel genético (Rothenftuh y col. 1995), el
estudio de los mecanismos que generan la diversidad ya sea a nivel evolutivo (variacion en
los genes de linea germinal, evolucion de mecanismos de rearreglo, eic.). o a nivel somdttco
(rearreglo, edicidon, hipermutacion, etc.) en el repertorio nos permilira inlerpretar mas
claramente los resultados obtenidos en los estudios estructurales y funcionales. No
obstante, el que los mecanismos por diversificacion somatica ya se hayan descrito con gran
detalle y que se postule que es la diversificaciéon germinal la que a través de la evolucion de
sus genes ha moldeado la diversidad apropiada de sttios de unidon al antigeno (la
diversificacion somatica se centra en mejon;ar el ajuste fino de la unién con sus ligandos),
postulan la necesidad de estudiar a profundidad el origen de la diversidad germinal de los
genes gV asi como sus implicaciones funcionales para el reconocimiento. Esto sobre todo
a la luz de que son pocos los estudios que abordan esta problematica y de que en su
mayoria se centran en el calculo de frecuencias alélicas y no exploran el contentdo de

informacién genética y estructural de cada secuencia.

3. DISENO EXPERIMENTAL

Con el objetive de entender con mas detalle las estrategias que utiliza el sistema inmune

para crear repertortos diversos de Acs con afinidad y especificidad adecuadas. se analizaron
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las mutaciones en los alelos de los genes funcionales IgV segin los alineamientos de alelos

reportados en la base de datos IMGT hup: imgtcines.r (Lefranc 2003. Letranc 2004:

Lefranc and Lefranc 2001). A partir de esta base de datos se anahzaron los siguientes
aspectos; 1) distribucion de alelos mutados por locus, 11) namero de sustituciones por alelo,
ii) distribucion y tipo de sustitucion de aminoécido en el exon variable, y 1v) andlisis de la
proporcién de sustituciones reemplazantes/silentes (R/S) para el exon vanable completo y
por sub-regiones (FRs y CDRs). El analisis de proporcion de sustituciones R/S bajo el
modelo de cambio genético por mutacion puntual aleatorna proporciona una poderosa
herramienta para determinar ¢l tipo de presion selectiva que opera sobre posiciones o sub-
regiones especificas de los genes (Jukes y King 1979, Shiomchik y col. 1987). Esta
caracteristica resuita muy adecuada para los objetivos del presente estudio.

Simultineamente al andlisis evolutivo de patrones de sustitucion en los alelos de los
loci IgV, se realizd un estudio de las sustituciones en alelos de una poblacion mexicana.
Este andlisis resulta de interés debido a q-ue son muy pocos los estudios poblacionales
sistematicos para caracterizar el polimorfismo de los genes de Igs (la mayoria de los alelos
de la base de datos provienen de estudios en lo que su objetivo no era caracterizar el
polimorfismo), mas aun los estudios que reportan alelos provienen de poblaciones
caucasicas. Es por lo tanto importante profundizar en la determinacidn del polimorfismo, al
menos de ciertos genes importantes (Vargas-Madrazo y Paz-Garcia 2001). lo cual
esperamos nos permita avanzar en la comprension de las estrategias evolutivas y de
desarrollo de los repertorios de Acs.

Finalmente, dado que el estudio de los mecanismos de diversificacion tienen como
objetivo profundizar en el entendimiento del fendémeno de reconocimiento molecular

inmune, y que dicho fendmeno funda sus bases epistemologicas en el concepto de
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especificidad, a lo largo de este proceso de investigacion hemos estudiado de forma
paralela la especificidad. Esta necesidad surge debido a que la especificidad a nivel
molecular es un concepto sumamente confuso. Por una parte genera un animo de seguridad
a las personas que lo usan ya que parece estar solidamente fundamentado en evidencia
estructural bioquimica, la cual postula un modelo llave-cerradura rigido. Por otro lado es un
concepto vago, sin definicidn, que se explica a través de metiforas. Tal investigacion se
realizd mediante una revision bibliografica del concepto, sus definiciones, explicaciones y

usos.

4. METODOLOGIA

4.1. Analisis evolutivo molecular en alelos de genes V de inmunoglobulina

4.1.1. Construccion de la base de datos

Partiendo de la base de datos IMGT (hup: imet.cines.ir), se compilaron todos los alelos de

los genes 1gV de humano y raton, y se coAmpararon de forma detallada con los genes de
linea germihal. Alineamos cada uno de los alelos con ¢l alelo representante de cada gen
IgV y siguiendo el criterio de maxima homologia asignamos las secuencias. El analisis
detallado las secuencias permitié reasignar algunos de los alelos que presentaban errores en
la base de datos original.

Con el proposito de tener elementos cualitativos en este estudio, cada uno de los
articulos originales que reportaron alelos a estudiar fue revisado. Esto nos permiti6 obtener
informacion relevante para cada secuencia. A partir de la informacion contenida en cada
uno de los articuios originales se evalu6 la calidad de la base de datos. Esto a través de la

valoracion y la sistematizacion de: i) propdsito de la investigacion, ii) condiciones
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experimentales, iii) origen del ADN (raza y/o procedencia de los individuos muestreados,

tipo de células y/o tejido, etc.)

4.1.2. Clasificacion del tipo de reemplazo

Para cada una de las mutaciones reportadas en los alelos se analizo el tipo de sustitucion de
aminoacido (alteracion de las propiedades fisico-quimicas) que se presenta en cada residuo.
Esto de acuerdo con el sistema de agrupacion y analisis de residuos de Grantham (1978) y
Go y Miyazawa (1980). En estos sistemas, la alteracion de las propiedades fisico-quimicas
y por tanto de la funcionalidad del sitio activo se encuentra principalmente determinada por
la composicion, polaridad, volumen molecular, exterioridad e interioridad de las cadenas
laterales. Considerando todas estas caracteristicas clasificamos las sustituciones de
aminoéacido en tres grupos: 1) Conservativa, cuando la sustitucion no tiene repercusiones en
la estructura de las proteina, 11) No-conservativa, cuando la sustitucion altero algunas de las
propiedades fisicoquimicas de las proteinva, y 1ii) Radical, cuando la sustitucion altera
drasticamente no sélo las propiedades fisicoquimicas sino también de plegamiento de la

proteina.

4.1.3. Calculo de la proporcion R/S

La identidad secuencial entre diversos segmentos génicos puede provenir de la presion
evolutiva que mantiene la secuencia solamente a nivel de nucledtido o de preservar la
secuencia a nivel de proteina. Dentro de los analisis que permiten evaiuar las fuerzas que
actian en la evolucion de las secuencias se encuentran aquellos en donde se estudian
cambios de aminoacido producto de las mutaciones ocuiridas en un codon. En vista de la

redundancia exhibida en el cddigo genético, los cambios de bases en un codoén pueden
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generar tanto el reemplazo de un aminoéacido (R), como su conservacion (mutacion silente
(S)). Siguiendo este criterio, es posible caracterizar las fuerzas evolutivas que moldean la
diversificacion en las diferentes sub-regiones de un gen a través del calculo de las
proporciones de sustituciones reemplazanates y silentes (R/S) o indice de reemplazamiento
(IR). Dicho indice se calcula dividiendo las sustituciones reemplazantes entre el total de
sustituciones silentes (R/S) (Jukes y King 1979; Shlomchik y col. 1987). Las sustituciones
se contabilizan como cambios de nucledtido encontrados en un alelo respecto al alelo
predominante para un locus. Los codones que experimentan mutacion al azar presentan
indices de 2.9. Valores por debajo de 2.9 indican conservacion y valores por encima

diversificacion (Jukes y King 1979; Shlomchik y col. 1987).

4.2. Anadlisis Poblacional de los patrones de sustitucion en genes Vy de
inmunoglobulina

4.2.1. Seleccion de los genes a estudiar

Usando los mapas bidimensionales reportados en trabajos anteriores (Vargas-Madrazo y
Paz-Garcia 2001) que permiten agrupar e identificar genes V que codifican para Acs con
propiedades de reconocimiento distintivas y de los andlisis de uso de genes, se
seleccionaron los siguientes genes:

i) el gen V3-23 (V426), el cual se expresa con gran frecuencia en linfocitos B
fetales y adultos y en auto-anticuerpos (Cook y Tomlinson 1995; Sasso y col. 1995,
Schroeder y col. 1995)

i) el gen Vé6-1, dnico miembro de la familia Vy6 y que se presenta
preferencialmente en linfocitos fetales y auto-anticuerpos (Berman y col. 1991; Van Dijk-
Hard y col. 1997; Raaphorst y col. 1997). Ademds de que es el dnico gen que codifica para
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la clase de estructura canonica 3-5, clase con caracteristicas estructurales Gnicas (Pascual y
Capra 1991; Vargas-Madrazo y col. 1995; Vargas-Madrazo y Paz 2001).

i) los genes 4-59 y 4-61, los cuales presentan 100% de identidad en aquellas
posiciones relevantes en la interaccion con el Ag, pero codifican para diferentes CSC (1-1'y

3-1 respectivamente) (Vargas-Madrazo y Paz 2001).

4.2.2. Diseno de los Cebadores 6 “Primers”
Se disefiaron “primers” familia-especifico para los genes Vy a estudiar siguiendo la
metodologia de Tomlinson y col. (1992). En esta metodologia las regiones amplificadoras
se localizan en el heptamero y parte de la region espaciadora de la recombinacion 3’
terminal, asi como el exon lider o 5° terminal. Puesto que parte del heptamero se pierde
durante la recombinacion, esta estrategia permite asegurar la amplificacion solo de genes de
linea germinal.

Adicionalmente, se disefiaron “prirﬁers” internos en el caso de las familias Vi3 y
V4. Estos se localizaron en las regiones que presentan mayor variabilidad dentro de las
familias (CDR1 y CDR2) ya que son blancos faciles para la seleccion de los genes de

estudio (V3-23, V4-59 y V4-61).

4.2.3. Preparacion del ADN genémico

El ADN genoémico fue aislado de las células blancas de sangre periférica obtenida de 20
individuos sanos (10 indigenas y 10 mestizos mexicanos). Para ello se utilizo el método de
Blin y Stafford (1976) a partir de 5 ml de sangre completa colectada en un tubo con 0.057
de EDTA al 15%. La sangre se transfirio a un tubo de propileno de 20 ml conteniendo

previamente 10 ml de buffer de fosfatos (PBS): fosfatos 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.2. La
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pastilla nuclear fue aislada por centrifugacion a 800 g por 7 min a 4°C y luego resuspendida
en 10 ml de buffer de extraccion (acetato de sodio 300 mM, EDTA 50 mM pH 7.5, RNasa
A a una concentracion final de 25 pg/ml) y 50 pl de proteinasa K. Las muestras se
incubaron a 50°C por S hrs. La pastilla fue extraida dos veces con fenol/cloroformo, una
vez con cloroformo y precipitada mediante el uso de etanol frio. E1 ADN fue resuspendido

en 500 pl de agua y cuantificado por espectroscopia UV a 260 nm.

4.2.4. Amplificacion por RCP 6 “PCR” y secuenciacion

El ADN genémico fue amplificado usando los primers previamente disefiados y siguiendo
el protocolo de Tomlinson y col. (1992). Las mezclas de reaccion se llevaron a 50 pl
conteniendo: 25 pmol of cada primer, 5 to 10 pg de ADN genomico, 2.5 unidades de Taq
polimerasa, 20 uM de cada dNTPs, el buffer recomendado (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI
pH 8.8) y 1.5 mM de MgCl,. La reaccion se desarrollo con 30 ciclos de amplificacion, en el
que cada ciclo consistio en: | min de desnéturalizacién a 94°C, 1 min de alineamiento a
55°C y 2 min de extension a 72°C. Al final de los 30 ciclos se realizd una extension final a
72°C por 5 min.

El producto de la amplificacion se analizo corriendo 5 pl de la muestra en un gel de
agarosa al 2%. El fragmento aislado e identificado se cortd y el ADN fue extraido con
fenol/cloroformo, precipitado con etanol y digerido con enzimas de restriccion (EcoRI y
Xbal). El producto fue ligado a un plasmido (Puc-19) previmante digerido con las mismas
enzimas de restriccion. La mezcla de ligacion fue utilizada para la transformacion de

células de E. coli XL1-blue por electroporacion (Dower y col. 1988). El ADN seleccionado
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y extraido de las placas de bacterias transformadas fue purificado y secuenciado por el
método de Sanger y col. (1977).

Para evitar problemas de contaminacion y falsos positivos se tomaron diversas
precauciones: controles negativos (sin ADN gendmico), émpliﬁcaciones independientes
con los mismos “primers”, en todos los casos se impuso el requerimiento de que cada gen

Vi de linea germinal se encontrara al menos en 2 amplificaciones independientes.

4.3. Anadlisis funcional-estructural de las sustituciones y sus implicaciones

para el mecanismo de reconocimiento molecular inmune

Caracterizados e identificados los alelos encontrados se procedid a realizar los estudios a
nivel estructural. Para ello se consideré una jerarquia diferenciada para cada posicion de
acuerdo a los atributos moleculares fundamentales para el mecanismo de reconocimiento de
Ags por Acs (posiciones en contacto, posiciones que determinan las estructuras canonicas,
posiciones involucradas en la interaccion VH:VL, etc). Este esquema ha sido desarrollado
por nuestro grupo de investigacion (Vargas- Madrazo y col. 1995, 1997; Vargas-Madrazo y
Paz-Garcia 2001). El estudio estructural permitié determinar las implicaciones a nivel del
reconocimiento inmune de los cambios generados en el alelo. El analisis se hizo a través de
la modelacion molecular de cada uno de los cambios observados en la secuencia de
aminoacidos a la luz del modelo de reconocimiento molecular Ag-Ac. Puesto que existen
en la actualidad gran cantidad de estructuras cristalograficas, seleccionamos mediante
criterios de homologia de secuencias una estructura para la modelacion. Todo esto se hizo

con la ayuda de una estacion de trabajo Silicon Graphics y del Software Insighil.

49



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Articulos de Investigacion

Las Igs junto con el TCR y el MHC constituyen sub-familias de proteinas con altas
velocidades evolutivas, propiedad que se ha asociado con las funciones de enorme
diversidad de reconocimiento y defensa en las que participan. A pesar de que esta vision de
la evolucion rapida en las Igs es ampliamente aceptada, diversos estudios han mostrado que
en la evolucién de estos receptores convergen diversas y contradictorias fuerzas que atn no
son plenamente entendidas.

En las [gs la capacidad de reconocimiento es principalmente el producto de
variaciones que modifican las caracteristicas de su sitio de union al antigeno y de las
regiones que tienen influencia sobre éste; es decir, por variacion en la forma general de
dicho sitio y de la composicion de aminoacidos en las asas hipervariables que lo conforman
(Wilson y Stanfield 1993). Desde esta perspectiva, si las [gs tuvieran la alta proporcion de
mutaciones respecto al tiempo que se postula, el nimero de posibles sitios de union al
antigeno seria casi ilimitado. Sin embargo, diversos estudios han mostrado que las [gs no
presentan una hipervarabilidad tan elevada y aleatoria como se habia postulado (Cocho y
col. 1993; Vargas-Madrazo y col. 1994; Lara-Ochoa y col. 1996), lo anterior debido a que
operan restricciones tanto a nivel funcional como estructural. Por lo anterior es de interés
explorar las fuerzas que actian en los procesos de diversificacion de las [gs.

Como se mostrd previamente, dentro de estos procesos evolutivos que introducen
cambios en la secuencia para volver mas apto o adaptable al sistema inmune se encuentran
la duplicacién génica, el polimorfismo alélico y la conversion génica germinal (Pascual y

Capra 1991; Sitnikova y Su 1998). A nivel de polimorfismo alélico, aunque mucho se habla
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de cuan polimdrficos son los genes de lg, muy pocos son los estudios en los que se evalua
en detalle el contenido de informacion genética y estructural de las secuencias. En la
mayoria de los estudios de evolucion de genes de Igs la distancia entre secuencias es
considerada como una medida de separacion temporal, suponiéndose tacitamente que las
probabilidades de sustitucion son uniformes e invanantes en todas las posiciones (Eigen y
col. 1988). Los estudios bajo este tipo de premisas han sido generalmente aplicados a genes
de proteinas invariantes o poco variables, situacidn en la cual parece mas plausible asumir
dichas homogeneidades. Sin embargo, es bien sabido que la diversificacion en las regiones
variables de las Igs no se distribuye de forma homogénea en todas las posiciones (Wu y
Kabat 1970; Vargas-Madrazo y col. 1994). Desde este punto de vista, la variabilidad puede
ir desde la total conservacion en algunas posiciones hasta la hipervariablidad en otras
(Eigen y col. 1988). Mas aun, visiones mas cercanas a la complejidad bioldgica de las
macromoléculas nos dice que no todas las sustituciones de aminoacido en una proteina
dada tienen el mismo impacto para la evoluéién (Zuckerkandl 1976).

Por lo anterior y dada la importancia tanto para la inmunologia como para la
evolucion molecular de un mejor entendimiento de los procesos basicos de evolucion en
receptores especificos (tales como las lIgs), resulta importante estudiar en detalle la
naturaleza de los procesos de diversificacion en proteinas con aita proporcion de
mutaciones (por e¢j. Igs). Esto sobre todo siguiendo un modelo en donde se considere tanto
el contenido de informacion genética, como estructural de las secuencias (analisis verticales
y horizontales), los cuales en estudios previos han mostrado que pueden contribuir a
profundizar la comprension de la naturaleza de los procesos evolutivos.

Es por ello que en esta investigacion analizamos la evolucion de la informacion

genética y estructural por diversificacién alélica en genes IgV. Como se menciond
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anteriormente, el sitio de unidn al antigeno se compone de 6 asas hipervariables, 3 de VH y
3 de VL. Por lo que un estudio completo de los patrones de sustitucion por polimorfismo en
genes 1gV debera comprender el analisis de los loct 1ghV, 1gkV e [ghV, asi como de los
loct Dy J, pero aqui sélo se analizaran los loci correspondientes a la region V que
comprende la region codificadora mas grande de los dominios V.

En vista de las diversas evidencias estructurales (Vargas-Madrazo y col. 1995;
Kabat y Wu 1991; Wilson y Stanfield 1993) y funcionales (Zouali 1995; Ward y col. 1989)
que postulan que el dominio VH juega un papel mas preponderante en el mecanismo de
reconocimiento y en particular en la estrategia de diversificacion, decidimos tener un
primer acercamiento al proceso de diversificacion germinal por polimorfismo alélico en el
locus IghV de humano. Dicho estudio dio lugar al primer articulo titulado: “Structural
Analysis of Substitution Patterns in Alleles of Human Immunoglobulin VH Genes”
(documento en lo subsiguiente identificado como articulo Al).

Con esta informacion decidimos exblorar y contrastar lo observado en el locus ighV
de humano con los dos loci que codifican para el dominio VL. Més aun, dadas las
similitudes entre humano y ratdn en los mecanismos de diversificacion de Igs (Weill y
Reynaud 1996) y en las caracteristicas del repertorio estructural (Almagro y col. 1997,
1998) y al ser ademas las dos especies mas estudiadas en inmunologia, es también de
interés comparar los resultados para estos tres loci de Igs en estas dos especies. El analisis
de los patrones de sustitucion en los dos loci de VL tanto en humano como en raton y su
comparacién con lo previamente observado en €l articulo Al dio lugar al segundo articulo
titutado: “Substitution Patterns in Alleles of Immunoglobulin V Genes in Humans and

Mice” (articulo A2).



Adicionalmente, en vista de las evidencias que muestran un uso sesgado en los
genes de Ig y que postulan que sélo una pequefia fraccion del repertorio juega un papel
central para determinar las propiedades fundamentales de los repertorios de Acs del sistema
inmune (Zinkernagel y Doherty 1977; Viale y col. 1992; Rothenfluh y col. 1995; Nobrega
y col. 1998; Lacroix-Desmazes y col. 1998; Coutinho 2000; Zinkernagel y Hengartner
2001; Zinkernagel 2002; Mackworth-Young y col. 2003); y de que en la actualidad son
pocos los estudios que evaluan los procesos de diversificacion germinal por polimorfismo
alélico, decidimos analizar los patrones de sustitucion en los alelos de ciertos genes de
interés (Vargas-Madrazo y Paz-Garcia 2001) en una muestra de individuos mexicanos.
Estos resultados se reportan en el tercer articulo titulado: “Novel Substitution
Polymorphisms of Human Immunoglobulin VH Genes in Mexicans” (articulo A3).

Por 1ltimo, todas estas propiedades, dinamicas y mecanismos evolutivos que le han
dado forma al repertorio de Acs a través de asignarle caracteristicas estructurales
particulares a cada una de sus partes no btienen sentido sino a la luz del fenémeno de
especificidad inmunoldgica. En vista de lo anterior, realizamos de forma adicional y
paralela al estudio de la diversificacion germinal por polimorfismo alélico una
investigacion histérica, epistemologica y contextual de dicho fenémeno. Los resultados de
este ultimo se encuentran descritos en el cuarto articulo titulado: “The Immunological

Specificity: History, Settings, Metaphors and Phantoms” (articulo A4).

n
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Abstract

The diversity in repertoires of antibodies (Abs) needed in response to the antigen challenge is produced by evolutionary and somatic
processes. The mechanisms operating at a somatic level have been studied in great detail. In contrast, neither the mechanisms nor the
strategies of diversification at an evolutionary level have yet been understood in similar detail. Particularly, the substitution patterns in alleles
of immunoglobulin genes (Igs) have not been systematically studied. Furthermore, there is a scarcity of studies which link the analysis at a
genetic level of the diversification of repertoires with the structural consequences at the protein level of the changes in DNA information. For
the purpose of systematically characterizing the strategies of evolutionary diversification through sequence variation at alleles, in this work,
we butilt a database for all the alleles of the [GHV locus in humans reported untii now. Based on these data, we performed diverse analyses
of substitution patterns and linked these results with studies at the protein level. We found that the sequence diversification i different alleles
does not operate with equal intensity for ail V genes. Our studies, both of the number of substitutions and of the type of amino acid change
per sub-segment of the V-REGION evidenced differences in the selective pressure to which these regions are exposed. The implications of
these results for understanding the evolutionary diversification strategies, as well as for the somatic geperation of antibody repertoires are

discussed.
© 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

The main function of the immune system in vertebrates
is to protect them from foreign organisms (Mazumdar, 1995:
Cohn and Langman, 1996). Since the variety of the antigenic
world is enormous, efficient immunological mechanisms of
defense must be provided with repertoires of highly diver-
sified receptors able to contribute efficiently to the recogni-
tion and processing of foreign agents. Diversity in the reper-
toire of antibodies (Abs) is produced by genetic and somatic

Abbreviations: Ab, antibody; CDR, complementarity determining re-
gion; FR, framework region; lg, immunoglobulin; R/S ratio, replace-
menvxilent ratio
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processes (Max, 1998). Generally, organisms have extensive
multigenetic families with diverse members which encode
numerous V-REGIONs. Such diversity increases by somatic
mechanisms like recombination, inexact binding of genetic
segments, hypermutation (Tonegawa. 1983) and germline
conversion (Becker and Knight, 1990, McCormack et al..
1991).

The mechanisms operating to diversify the Abs repertoire
at somatic level have been studied in great detail, but hittle is
known about the genetic contribution to the diversification of
the Ab repertoire. This lack of understanding is partly due to
the very complex configuration, composition and evolution
of the immunoglobulin (Ig) genes (Li et al., 2002). However,
it is fundamental to understand the factors that have shaped
the germline repertoire and its evolutionary diversification
processes. This knowledge should lead to an understanding



DTD5

2 T. Romo-Gonzalez, I. Vargas-Madrazo / Molecular Immunology xxx (2004) xxx—xxx

of the differential expression of V genes and their association
with some pathologies (Milner et al., 1995).

In the human Ig loci, two types of polymorphism havc
been observed for the V genes: (i) variation in nucleotide
substitution and (ii) insertion and/or deletion of genes in
the locus (Cook and Tomlinson. 1995:; Lefranc et al.. 1999:
Hammarstrom et al., 1990; Matsuda et al., 1993, 1998).
Although a correlation between insertion/deletion polymor-
phism variations and pathologies has not been found (Pargent
ctal., 1991; Schaible et al., 1993), such events may affect the
function that genetic segments play in the Repertoire (Liet al.,
2002). In regions | and Il of gene IGHV, this kind of poly-
morphism has been observed (Cui and Li, 1998; Pramanik
and Li, 2002), whereas in region 111 this type of variations
has not been found (Cui and L1, 1997, 2000).

Similar processes take place in evolution through nu-
cleotide substitution where the genes situated in the most Jy;-
distal regions present a high degree of substitution polymor-
phism (genes 1-12L, 1-6/1-69, 1-3/1-68, 1-12R and 4-11/DP-
66), in contrast to genes located in the most Ji;-proximal por-
tion that are highly conserved (Cook et al., 1994a, 1994b).
Differences in substitution polymorphism depend not only on
the physical location of the IGHV genes; it has been observed
that within the V-REGIONSs, there also exist fragments in
which diversification is either favored or restricted (Cook and
Tomlinson, 1995; Milner et al., 1995). Within the mutations
obscrved in germlinc gencs, processcs of diversification and
selection have been seen to stimulate the variability of amino
acids at thc antigen-binding site and to conserve the amino
acids in the framework regions (FRs). This highly marked
conservation of the FR is related to its function of maintain-
ing the folding of the domain, and consequently conserve the
gencral structure of the antigen-binding site (Tanaka and Nei.
1989: Kirkham and Schroeder, 1994; Vargas-Madrazo et al ..
1994 Tomlinson et al., 1996). Furthermore, variability in the
VH domain is not only favored in the CDRs, as some FRs arc
more susccptible to processes of diversification while others
are highly conserved (Kirkham et al., 1992). Differences in
conservation may be attributed to the distinct functions per-
formed by these sub-segments in the antibody (Kirkham et
al., 1992: Kirkham and Schroeder, 1994).

Within the V-REGIONSs, the substitution of nucleotides
permits the creation of alleles with amino acid changes which
imply structural vaniants with respect to its parent allele. This
process permits the ex ploration of variants of antigen-binding
sites, allowing a better adaptation to the changing antigenic
universe in an evolutionary period (Ota et al., 2000).

At present a detailed characterization of the implications
of the substitution patterns in allclcs for the mechanism of
antigen-antibody recognition does not exist. There are sev-
eral levels at which the evolutionary strategies of the Ig genes
can be characterized (Sasso et al., 1990; van Dijk etal.. 1991
Sasso et al., 1993: Cui and Li, 1998). FFor example, the evo-
lutionary diversification of lg genes can be studied by the
number of mutations per allele (Li, 1997), as well as by the
distribution and type of substitutions along the gene (Eigen

etal., 1989). There is a marked difference in evolutionary pat-
terns between FRs and CDRs in the antibodies (Kabat, 1978:
Lara-Ochoa et al., 1995), but even within each rcgion there
are very diverse pattems of variation among distinct positions
(Vargas-Madrazo et al.. 1994). For instance, hypervariable
positions that have a high frequency of contact with the anti-
gen are present in the CDRs (Padlan et al., 1995; MacCallum
et al.. 1996: Ramirez-Benites and Almagro, 2001), whereas
other highly conserved positions preserve the structure of the
antigen-binding site (Chothia and Lesk, 1987; Padlan, 1990:
Vargas-Madrazo et al., 1994). Therefore, an integral and de-
tailed characterization of the substitution patterns in alleles
in the V genes of Igs that considers its functional peculiari-
ties, will allow a deeper comprehension of the strategies of
molecular evolution in the repertoire of antibodies (Vargas-
Madrazo et al.. 1997).

In this paper we analyzed some aspects of molecular
evolution by allelic variation in the human IGHV genes
and the consequences of these alterations on the structural
properties of the antigen-binding site. This will permit a
more detailed understanding of the strategies that the im-
mune system develops to create diverse repertoires of Abs
with high affinity and specificity. Allele mutations of the hu-
man functional IGHV genes were analyzed, based on the
alignments of alleles available in IMGT Repertoire from
IMGT, the intemational ImMunoGenetics information sys-
tem, http://imgt.cines.fr (Lefranc. 2003. 2004), and published
in The Immunoglobulin FactsBook (Lefranc and Lcfranc.
2001). Through a detailed study of the original reports on
the sequences, we evaluated the quality of the available in-
formation. Based on this database, the following aspects are
analyzed: (i) distribution of alleles per gene; (ii) number of
substitutions per allele; (iii) distribution and type of amino
acid substitution in the V-REGION; (iv) analysis of the re-
placement/silent substitutions ratio (R/S ratio) for the com-
plete V-REGION and by sub-regions (FRs and CDRs).

The analysis of the R/S ratio with the model of genetic
change through aleatory punctual mutation provides a pow-
erful tool for determining the type of selective pressure that is
operating on positions or specific sub-regions of genes (Jukcs
and King, 1979: Shiomchik et al.. 1987). This characteristic
is very appropriate for the objectives of the present study.

2. Methods
2.1. Construction of the database

Bascd on the IMGT (http://imgt.cines.fr) database, all al-
leles of the human IGHV locus were compiled and compared
in detail with the germline genes. We aligned each of the al-
leles with the allele representing each IGHV gene and, fol-
lowing the criterion of maximum homology, we assigned thc
sequences o the corresponding allele. An analysis of the se-
quences made it possible to reassign some of the alleles that
presented errors in their assignment in the onginal database
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due to problems of alignment. In order to have qualitative
elements for this study, each of the original articles was re-
viewed to obtain the information relevant to each sequence.
The original sequences were checked; the experimental con-
ditions, the source of the DNA, and other data were collected
in order to evaluate the quality of the database.

2.2. Classification of the type of replacement

Foreach of the substitutions reported in the allcles, the type
of amino acid substitution (alterations of physico-chemical
properties) presented in each residue was analyzed; this was
done in accordance with the system of the grouping and anal-
ysis by Grantham (1974) and Go and Miyazawa (1980). In
these systems, the alteration of physico-chemical properties
is mainly determined by the composition, polarity, molecu-
lar volume, exteriority and interiority of the lateral chains.
Considering all these characteristics, we classified the amino
acid substitutions into three groups: (i) conservative, (ii) nan-
conservative and (iii) radical.

2.3. Calculating the R/S ratio

Due to redundancy in the genetic code, base pairs changes
in a codon may yield either a replacement of one amino
acid by another or preservation of the same residue (a silent
mutation). Because of this, it is possible to characterize the
evolutionary forces shaping the diversification of the differ-
ent sub-regions of a genc by studying the replaccment and
silent substitutions ratio (R/S ratio). The R/S ratio was cal-
culated by dividing the replacement substitutions by the total
number of silent substitutions (R/S) (Jukes and King, 1979;
Shlomchik et al.. 1987). The substitutions are counted as nu-
cleotide changes found in an allele with respect to the pre-
dominant allele in a gene. Codons undergoing random muta-
tion are predicted to yield an R/S ratio of 2.9. Values below
2.9 indicate conservation and those above 2.9 diversification
(Jukes and King, 1979; Shlomchik et al., 1987).

3. Resuits
3.1. Analysis of the database for human IGHYV alleles

Table | reports the genes for which alleles have been
found. This database includes 158 sequences, which con-
tribute alleles for 42 of the 51 functional genes that form the
IGHV locus (Cook and Tomlinson, 1995). It is remarkable
that most of the studies reporting alleles were not realized for
the purpose of characterizing allelic polymorphism. It should
also be mentioned that most of the samples of genetic ma-
tenal for studies of IGHV genes have been obtained from
Caucasian individuals.

The main features that we found from the detailed analysis
of the sequence database are:

(i) Only part of the data comes from studies specifically
designed to characterize polymorphism. Although the
remaining studies report sequences of alleles, this was
not the purpose of their research. For instance, the alleles
found for genes V7-4-1,V5-51,V5-aand V3-23 resulted
from systematic studies to characterize their polymor-
phism (Sanz et al., 1989: Willems van Dijk et al., 1992:
Rubinstein et al., 1994; Sasso et al., 1995).

(i) The polymorphism found for genes V3-11, V3-15, V3-
30, V3-30-3,V3-33, V349, V3-64, V4-4,V4-30-2, V4-
304, V4-31,V4-34, V4-39, V4-59, and V4-61 was re-
ported in studies whose objective was to characterize
the polymorphism of their respective families, but not
specifically that of these genes (Sasso et al., 1990, 1992:
Oleeetal., 1991; Wengetal., 1992; Winkleretal., 1992:
Adderson et al., 1993).

(iii) The alleles found for the remaining genes (21) may
be considered circumstantial, since they were found in
studies of other kinds, such as the mapping of the IGHV
locus, or gene usage and its association with pathologies.

(iv) Genes VI-18, V3-7, V3-13, and V3-30-3 have been
studied independently by different research groups that
always found the same allele for each gene (Berman
et al., 1988; Olee et al., 1991; Kuppers et al.. 1992:
Tomlinson et al., 1992; Winkler et al.. 1992: Matsuda
et al.. 1993; Sasso et al., 1992, 1995).

(v) For gene V3-30, 18 different alleles have been reported,
and they resulted from four independent studics (Chen.
1990; Olee etal., 1991: Sasso et al., 1992; Harmeretal.,
1995); for gene V3-23, in contrast, only two alleles have
been found also as a result of four independent studies
(Chen et al., 1988: Tomlinson et al., 1992: Matsuda et
al., 1993: Sasso et al., 1995).

(vi) Inthe case of the genes with more reported alleles (2-70,
4-34,4-59 and 3-30), the different alleles resulted from
independent studies (Kodaira et al.. 1986: Lee et al.,
1987: Baer et al., 1988: Chen, 1990: Olee et al.. 1991:
Pascual et al., 1990; Campbell et al., 1992; Sasso et al..
1992; Tomlinson et al., 1992; van Es et al., 1992; Weng
et al., 1992; Andris et al_, 1993; Matsuda et al.. 1993:
van der Maarel et al., 1993; Cook et al., 1994a, 1994b:
Brezinschek et al, 1995: Harmer et al.. 1995:
Voswinkel et al., 1997).

The fifth and sixth columns of Table | show the number
of alleles reported for each gene. A great variability in the
number of alleles per gene exists, for example, gene 3-30
presents 18 alleles, whereas gene 3-13 has only one. This
range implies great differences in the degree of variability
for the genes, which allows us to classify the genes variabil-
ity as follows: {i) highly variable (seven or more alleles per
gene); (ii) variable (from three to six alleles) and (iii) con-
served (one to two alleles). Of the 42 functional genes of the
IGHV gene for which alleles have been reported 7 (17%)
are highly variable, 12 (28%) are variable and 23 (55%) are
conserved.



DTD 5

4 T. Romo-Gonzalez. E. Vargas-Madrazo / Molecular Immunology xxx (2004) xxcx—xxx

Tabie |
Number of alleles reported per gene for human IGHV

Clans and families Number of germline genes

Number of allelic scgments

Gene name Number of alleles

Clan 1 IGHV1 11

IGHVS5 2

IGHV7 l

Clan I1 IGHV2 3

IGHV4 11

IGHV6 1

Clan 111 IGHV3 22

Totals 51
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At a family level, marked differences are also observed in
the number of reported alleles (Table 2, columns three and
four). Evidently, this amount is strongly determined by the
number of genes in each family. Within the complex families,
it is noteworthy that, although the IGHV4 family contains
fewer genes than IGHV3 (11 and 22, respectively), the first
proved to be more variable in the number of alleles reported
(58 and 55 genes, respectively). In the small families, IGHV2
and IGHVS are highly variable, for they possess only three
and two genes, respectively, yet 19 and 7 alleles have been

reported, respectively. This contrasts with the IGHV6 and
IGHV7 families, each consisting of only one gene, for which
only one allele has been found.

3.2. Number of substitutions per allele

Fig. | shows the number of substitutions (total and replace-
ments) per allele. The distribution is highly heterogeneous,
with extreme values ranging from 1 to 12 replacement sub-
stitutions. We propose a classification of three groups of al-
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Table 2
R/S ratio by sub-segments of the VH domain grouped according to family and clan
Clans and families Number of genes Number of allcles FR1 CDRI FR2 CDR2 FR3
Clan | IGHV HI(T7)? 16 0.1 2/0° 1/0 1.0 2.6
IGIIVS 2(2) 7 0/3¢ 110 0.5 - 210
IGHV7 I(1) 2 - - 0/1 - 4/0
Clan 1l IGHV2 3(2) 19 4.0 9/0 1.0 20/0 2.4
IGHV4 11(10) 58 3o 5/ 1.3 34 0.7
IGHV6 1(1) l - - - -
Clan I IGHV3 22(19) 55 1.7 12.5 0.2 3.0 2.0
Totals 51(42) 158 1.8 21.0 0.6 43 1.5

2 The number of genes integrating each family is specified. The number of genes presenting alleles is reported in parentheses.

® No silent substitutions were found for some regions and families, while for others no replacements substitutions were found. In such cases, the number of
replacements and silent substitutions is explicitly reported (numerator and denominator, respectively).

¢ Those positions for which no substitution of any kind was encountered are indicated with a hyphen.

leles according to the number of replacement substitutions:
(1) highly mutated (seven or more substitutions); (ii) moder-
ately mutated (from three to six substitutions); (iii) slightly
mutated (one or two substitutions). Of the 158 alleles stud-
ied, 107 (68%) are slightly mutated; 38 (24%) moderately
mutated and 13 (8%) highly mutated.

An important question at this point is whether some corre-
lation exists between the presence of a great number of alleles
in a gene and the fact that these alleles are highly substituted.
It was found that there is a strong correlation between these
two events. Thus. of the I3 highly mutated alleles, eight be-
long to highly variable genes, which represents a frequency
far greater than expected (estimated X? is 46.6 and the ex-

pected X(zm5 is 3.84); that is, out of a total of 158 alleles, 74
alleles belong to highly variable genes, which implies a prob-
ability of 0.46 for the occurrence of alleles in highly variable
genes. Therefore, if there are 13 highly mutated alleles, the
mathematical expectation that these alleles should appear in
highly variable genes 1s 5.98, which is less than the eight
observed.

3.3. Type of substitutions per allele
Not only the number of substitutions is important to

create diversity at the protein level; the type of amino
acid substitution (alteration of physico-chemical propertics)
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Fig. 1. This figure shows the number of substitutions occurring in each allelc. The total of substitutions is shown in white, while those changes that produccd

a replacement at the amino acid level are shown in green.
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presented in each residue also plays a fundamental role (see
Section 2). .

In the 158 reported alleles, 484 substitutions were found,
of which 300 implied amino acid changes. Of these 300,
183 (61%) imply a conservative change, 107 (36%) non-
conservative, and 10 (3%) radical. Almost two thirds of amino
acid substitutions (61%) do not imply drastic alterations in
physico-chemical properties, which seems to be partly asso-
ciated with the preponderance of conservative substitutions
in the FRs (see section on analysis of R/S ratio). Neverthe-
less, the fact that 39% of the changes (non-conservative and
radical) imply partial or radical alterations in the properties of
the residues suggests intense pressure toward diversification,
at least i some sub-regions of the domain.

The types of amino acid replacement were estimated by
grouping the genes according to their degree of variability
(number of alleles per gene). The very variable genes present
the following proportions: 62% of conservative substitutions,
35% non-conservative and 3% radical. For the variable genes,
the percentages are: 65%, 31% and 4%, respectively, and
for the comserved genes, the percentages are: 60%, 38% and
2%. This indicates that the proportions of the three types
of amino acid replacements remain the same, whether the
gene is highly vanable or very conserved. Very similar pro-
portions were found when grouping the alleles according to
the number of substitutions they present. Thus, the highly

35 —_— e

10 33

25

Variability

mutated alleles have the following percentages per type of
substitution: 72% with conservative substitutions, 23% non-
conservative and five radical. The percentages for the mod-
erately mutated alleles are: 60%, 37% and 3%, respectively,
and for the slightly mutated alleles: 60%, 36% and 4%. These
results suggest that the pressure to conserve the appropriate
proportion of residues operates similarly on the different al-
leles, although, as we mentioned before, the intensity of the
variation is different among the distinct genes. In the follow-
ing sections, we will see that the types of amino acid substi-
tutions are not equally distributed among the CDRs and the
FRs.

3.4. Substitutions by position in the V-REGION

The previous results show that, through a detailed char-
acterization of the substitution patterns at alleles, peculiar
forms of variations associated with the specific functions of
the protein under study become evident. A distinctive char-
acteristic of antibodies is the great diversity of variability
at different positions dependent on the function performed
by the residues (Kabat. 1978; Vargas-Madrazo et al., 1994).
Therefore, the number of substitutions per position in the V-
REGION was analyzed for the 158 alleles, and the results are
shown in Fig. 2. Both the total number of substitutions and
those that imply amino acid replacement are reported.

50
_|

FR1 CDR1 FR2

CDR2 FR3 Ext

Amino acid Positioin

Fig. 2. This figure denotes the substitutions occurting in thc VH exon by positions from 1 to 94. Those substitutions originzting from replacement are shown

in red. and white is for all the substitutions accounted for.
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Fig. 3. Within the VH domain of the Ig, the positions produced by allelic
polymorphism that were replaced most frequently are marked with bluc;
within these same positions those that were reported as frequently in contact
with the Ag are marked with red (35). Pink represents CDR1 and green
CDR2.

It can be seen that some positions (12 out of a total of
94) admit neither silent nor replacement substitutions, in any
of the alleles (positions 11, 20, 21, 36, 39, 43, 46, 47, 52b,
76, 78, 82). Taking into account only the replacement substi-
tutions, we find another group of positions, 37 of them, that
mutate occasionally, that is, present one or two replacements.
In contrast with this group, 27 positions presented three or
more replacement substitutions; among these, 15 residues
stand out for their high frequency of replacement (eight or
more substitutions for positions 16, 33,41, 50, 52, 53, 54, 58,
66, 69, 73, 82a, 89, 91 and 94). Within this group, positions
33 and 50 deserve special attention for their extraordinary hy-
pervarniability, having 29 and 32 replacements, respectively. It
should be noted that this group of positions with an elevated
number of replacements includes various residues that have
been identified as having frequent contact with the antigen
(positions 33, 50, 52, 53, 54, 58) (MacCallum et al., 1996).
In Fig. 3 the location of the positions identified herein as be-
ing frequently replaced is presented in the three-dimensional
structure of the VH domain, with emphasis on those positions
showing frequent contact with the antigen. It can be seen that
most of the frequently replaced positions (10 out of 15) are
located in the CDRs or in nearby areas (Figs. 2 and 3).

The presence of a region in the FR3 with a high replace-
ment frequency (positions 89, 91, 94) is also noteworthyj; it
corresponds with the interior region (Int) of the FR3, accord-
ing to a classification by Kirkham and Schroeder (1994).

During our analysis to determine mutations by positions,
we found that some positions of the V-REGION showed
double and triple nmutations within one and the same codon

(Fig. 4). The expected probability of a double or triple mu-
tation occurring within a codon is extremely smali (0.0036
for a double mutation and 0.000013 for a triple one, if we as-
sume an average length of 282 nucleotides per V-REGION).
We also found that these double and tnple mutations occur
repeatedly in the same position in different alleles (Fig. 4),
and that the great majority of such multiple mutations per
codon take place in highly mutated positions. The previous
observations suggest that these events of multiple mutations
are associated with mutation hotspots.

3.5. R/S ratios per region in the V-REGION

It is possible to characterize the evolutionary forces shap-
ing the diversification of the different sub-regions of a gene by
studying the replacement and silent substitutions ratio (R/S
ratio) and comparing them with the values obtained through
a strict consideration of the redundance of the genetic code
(Jukes and King, 1979; Shlomchik et al., 1987).

The R/S ratio for the different sub-regions (FRI, FR2,
FR3, CDRI, CDR2) of the V-REGION in IGHV genes was;
calculated, and the results per family and region are summa-.
rized in Table 2. The analysis of the total R/S ratio per region
(lastrow in Table 2) shows that the R/S ratio values for the FRs
are far below the point of equilibrium (R/S =2.9), whereas
the values for the CDRs are above said value. This same ten-
dency has been reported for the variation between germline
genes in humans and mice, where the R/S ratio for the CDRs
was above the point of equilibrium (Kirkham and Schroeder.
1994; Ota et al., 2000). This shows that in allelic variation
there is also a selection for diversification in the CDRs and
for conservation in the FRs, similar to that shown for orthol-
ogous and paralogous diversification for IGHV genes. FR2
is notable for its R/S ratio value of 0.6, which implies that
almost all of the substitutions occurring in this region are
silent. Although both CDRs favor replacement substitutions,
the R/S ratio value is much higher for CDR1 (21.0) than for
CDR2 (4.3). The reason for such a high value for CDRI1 is
that nearly all of the substitutions in this region take place
in position 33, and all of those occuiring in this position are
replacements (Fig. 2). Even though CDR2 contains position
50, the most mutated position, several other positions in this
region present substitutions, many of which are silent. Con-
sequently, the R/S ratio for CDR2 shows a value closer to the
point of equilibrium (4.3), though it also indicates a selection
toward diversification.

Upon itemizing the values by gene family, it can be seen
that both in the FRs and in the CDRs the R/S ratio values
vary considerably among regions for the different families
(Table 2). 1t should be noted that the small families, IGHV6
and IGHV7, for which only one or two alleles have been
reported, contribute a very small sample for this type of anal-
ysis. There is a great variation among the different families
for FR1 and FR3; in FR1, for example, the R/S ratio value
for IGHV2 is 0.1, whereas for IGHV?2 and IGHV4 the values
are 4.0 and 3.0, respectively. Similarly, in FR3 a high conser-
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