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RESUMEN

En la actualidad, se ha difundido bastante el uso de métodos eficientes de biologia molecular para seleccionar
secuencias peptidicas capaces de imitar regiones de una proteina que interactGan con otras moléculas. Esto trae
consigo la dificultad de identificar qué parte de la superficie de la proteina es imitada por el péptido seleccionado.
Una via posible es la generacién y almacenamiento en una base de datos, de todas las secuencias peptidicas
posibles que pueden imitar la superficie de una proteina de estructura conocida. Las secuencias de los péptidos
seleccionados se utilizan para buscar en la base de datos y ubicar regiones de interaccién como los epitopos
reconocidos por anticuerpos. En este articulo se describe la aplicacién de este método. Se tomaron como ejemplo
los resultados de un tamizaje realizado a una biblioteca peptidica con un anticuerpo monoclonal especifico contra
la cadena H de la ferritina sérica humana. La localizacién del epitopo identificado coincide satisfactoriamente con
los datos disponibles en la literatura sobre el complejo ferritina-anticuerpo.
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ABSTRACT

Identification of Conformational Epitopes. Efficient methods for selecting peptide sequences able to mimic interacting
regions of a protein surface are nowadays widely used in molecular biology. This leads to the problem of identifying
which part of the protein surface is mimicked by the selected peptide. One possible method is to generate and store
in a data base all possible peptides able to mimic the surface of a protein of known structure. Selected mimicking
peptide sequences can be used to search the data base efficiently and to locate interacting regions, such as antibody
epitopes. Here the application of such a method is described. The results of a phage library screening performed
using a monoclonal antibody raised against human H-ferritin are used as a case study. The location of the identified

epitope is in excellent agreement with all the data available on the antibody-ferritin complex.
Keywords: data base search, epitopes, ferritin, peptide libraries

Introduccién

Las hibliotecas de péptidos codificados genéticamente o
sintetizados por via quimica, se han utilizado con fines
diversos e interesantes en la biologia molecular [1]. La
gran diversidad de una hiblioteca permite seleccionar los
péptidos capaces de unirse a un receptor determinado;
por gemplo, aun anticuerpo. La biblioteca ofrece un nd-
mero elevado de secuencias aminoacidicas diferentes y
cada péptido es capaz de adoptar varias conformaciones
en solucion, por lo que, en principio, cuaquier estructura
de la superficie de una proteina puede ser mimetizada de
forma efectiva por algin miembro de la biblioteca

Se puede considerar la superficie de una proteina
como el conjunto de todos los péptidos posibles,
sobrelapados unos con otros, capaces de mimetizar su
superficie, y una biblioteca peptidica como una colec-
Cion a partir de la cual se pueden seleccionar uno o va-
rios de estos péptidos. Si un péptido de ese conjunto
mimetiza regiones discontinuas de la proteina proximas
entre si en su estructura terciaria, su secuencia no re-
presentard una region de la estructura primaria de la
proteina, sino, méas bien, un grupo de residuos
aminoacidicos expuestos en la superficie de ésta que
seria imposible mapear, incluso s se conociera la es-
tructuratridimensional del polipéptido.

Un método de este tipo dio resultados muy satisfacto-
rios cuando se utilizd paramapear un epitopo discontinuo
reconocido por un anticuerpo monoclonal (AcM) genera-
do contrala cadenaH de laferritina humana [2]. En pri-
mer lugar, se generd unabase de datos con las secuencias

de todos los péptidos posibles de |la superficie de la cade-
naH, y luego se utilizaron para hacer una blsqueda con
secuencias sal ecci onadas de unabiblioteca de nonapéptidos
presentados en la proteina mayoritaria de la cipsida del
bacteridfago f1. De esaforma, se identificd unaregion de
la proteina que representa el supuesto epitopo discontinuo
reconocido por € anticuerpo. El resultado concidid per-
fectamente con |os datos experimentales disponiblesen la
literatura acerca de este complgjo antigeno-anticuerpo.

Materiales y Métodos

Se utiliz6 € programa Insight [3] para calcular e grado
de exposicién de cada residuo aminiacidico y para dise-
fiar los péptidos. Los célculos de minimizacion de ener-
giay dindmica molecular se realizaron con € programa
DISCOVER (Biosym Tech., San Diego, CA, EU.A.).

Descripcién del método

Esldgico pensar que un péptido delongitud L mimetizard
unaregion de la superficie de una proteina cuando cierto
nimero de sus cadenas laterales (m) sean idénticas o S-
milares alas presentes en la superficie de la proteina na
tiva. Los restantes L-m residuos del péptido son
necesarios para que las m cadenas | ateral es sel eccionadas
adopten una disposicion espacid adecuada, a los cuaes
les [lamaremos “residuos espaciadores’. Para una pro-
teina determinada, € total de todas las secuencias de
longitud L (incluidas las permutaciones) con m residuos
coincidentes, se denomina conjunto de superficie de tipo
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L/m. Por lo tanto, un conjunto de superficie de 7/4 se
refiere a todos los heptapéptidos capaces de imitar una
region de la superficie de la proteina que incluyan al
menos cuatro cadenas laterales.

S se cuenta con la estructura de la proteina ligando y
conlosvaoresdeL y m, se puede generar su conjunto de
superficiedetipo L/my organizar |as secuencias peptidicas
resultantes en una base de datos, con lainclusiéon también
de la identidad de las cadenas laterales que se desea
mimetizar. A partir dd fichero de coordenadas de la protei-
na ligando con el formato del Banco de Datos de
Brookhaven [4], se puede calcular laexposicion a solvente
de cada residuo de la proteinay seleccionar los que tienen
un valor mayor que el umbra seleccionado de antemano.

El primer paso es la generacion de todas las combina-
ciones posibles de m residuos con un grado de exposicion
mayor que & umbral. Las combinaciones en las que la
distancia entre los &omos de carbono b (Cb) de cua-
quier par deresiduos esmayor que ladistanciaque ocupa
un péptido extendido delongitud L, ya pueden ser descar-
tadas en esta etapa. Luego se hacen permutaciones con
las combinaciones que quedan. En cada permutacion se
puede contar € niimero de aminoécidos necesarios para
conectar los residuos expuestos seleccionados, y s €
péptido fina contiene mas de L-m residuos espaciadores,
se puede descartar también esa permutacion.

El nimero de aminoacidos conectores entre dos resi-
duos adyacentes en la permutacion, se puede cacular a
partir de la comparacion de la distancia entre sus &omos
Cb (Ca paralaglicing) con los vdores que se muestran
enlaTabla Estos valores representan las distancias maxi-
mas entre los &omos Ch de pares de residuos separados
por 0, 1, 2 0 mas enlaces peptidicos en lasecuencialinedl.
Todas las secuencias correspondientes a permutaciones
permitidas, se pueden amacenar en una base de datos
junto con la informacion sobre su localizacion en la se-
cuencia lined y en la edtructura terciaria de la proteina
Esto permitira @ uso de muchos programas informéticos
disponibles capaces de redlizar busquedas en bases de
datos; por gemplo, FASTA, PROFILESEARCH y FIND
del paguete GCG [5].

Forzamiento del modelo

Un péptido que mimetice unaregion de una proteina debe
de cumplir dosrequisitos: su secuenciatiene que parecerse
alade uno de los péptidos ddl conjunto de superficiey su
estructura tiene que adoptar una conformacion que permi-
ta que las cadenas laterdes seleccionadas tomen la dispo-
sicién espacid deseada Por consiguiente, después de que
lablisqueda en |a base de datos haya identificado |as cade-
nas lateraes de la proteina que un péptido determinado
smularia desde € punto de vista geométrico, es preciso
modelar de forma objetiva la estructuratridimensiona del
péptido para que adopte la conformacion deseada y verifi-
car que ésta sea factible estereoquimicamente.

El péptido se puede modelar primero a partir de su
conformacion extendida. Seguidamente, se obligaaque
adopte una conformacién en la que las m cadenas late-
rales seleccionadas se superpongan con los residuos
correspondientes de la region de la superficie de la pro-
teina. Esto se puede lograr mediante la minimizacion
forzada de la energia libre del modelo con la introduc-
cién de un término de pseudoenergia en la ecuacion del
campo de fuerza

E=SK; (Ri'Ri,modeio)2

92

donde:

Ri: coordenadas de cada &omo de la cadena lateral
cuyo movimiento se desea limitar

Rimodelo: COOrdenadas de los &tomos correspondien-
tes de la superficie de la proteina

Ki: constantes de fuerza

Resultados

Existe informacion en la literatura sobre la seleccion de
péptidos de unabiblioteca a eatoria de nonapéptidos me-
diante @ uso del AcM antiferritina humana H107 [6].

Laferritina participa en el dmacenamiento de hierro
y Se expresa como un polimero de 24 subunidades for-
mado por dos tipos de subunidades homdlogas: H y L
[7]. Se ha logrado sobreexpresar la cadena H en
Escherichia coli [7] y se ha obtenido la estructura del
polimero de 24 subunidades con altaresol ucién median-
te cristalografia de rayos X [8]. El AcM H107 fue gene-
rado en raton contra la ferritina humana y se ha
comprobado que reconoce solamente su cadenaH. Este
anticuerpo se utiliz6 para tamizar una biblioteca de
nonapéptidos presentados en la proteina mayoritaria
pVIIl delacipsidadel bacteriéfago M 13, con dos resi-
duos de cisteina flanqueando € inserto aleatorio.

Se seleccionaron dos series diferentes de péptidos.
El primer grupo se caracteriz6 por la presencia de
tirosinas y tript6fanos separados por cinco residuos de
aminoécidos, con la preferencia adicional de que un re-
siduo de é&cido aspartico y otro de alanina estuvieran
inmediatamente después de las tirosinas. La secuencia
consenso resultante fue YDAXxXW. El segundo grupo
se caracteriz6 por la presenciadel motivo GSxF, aunque
no siempre se conservara e residuo de glicina. En un
caso habiaunatirosinaen lugar delafenilaanina. Como
no se conoce s € epitopo reconocido por € AcM estd
formado por més de una subunidad de la ferriting, se
utilizd la menor estructura que se repite en lamolécula;
es decir, € hexdmero.

Hay 797 residuos en & hexdmero que tienen un grado
de exposicion a solvente mayor que 1 A, incluidos todos
losresiduos parcia o totalmente expuestos. Debido aque
la secuencia consenso més larga que se encontré en la
biblioteca tenia Sete resduos y cuatro de ellos conserva
doscomo maximo, segenerd un conjunto desuperficiede
tipo 7/4. Este conjunto incluy6 |as secuencias de 441 693
heptapéptidos. Luego se realizé una busqueda en la base
de datos con dos perfiles de secuencia correspondientes
a las secuencias consenso obtenidas del tamizaje de la
biblioteca y descritas anteriormente, para lo que se em-
pled e programa PROFILESEARCH del paquete GCG
con un vaor de gap weight = 5,0 y un valor de gap
length weight = 0,05.

Las distribuciones de las puntuaciones fueron dife-
rentes en los dos casos. En el primero hubo una separa-
cion claraentreladistribucion alestoriadelas secuencias
encontradas y una secuencia con un apareamiento
estadisticamente significativo: la secuencia con la pun-
tuacion més ata (7,96) fue YD pAsXXXWess, en la
que los subindicesindican las posiciones de los residuos
mimetizados en la secuencia de la ferritinay X repre-
senta los residuos espaciadores. Para la segunda se-
cuenciaconsenso, laformadel histograma se asemejaba
més aunadistribucién estocasticasin apareamientossig-
nificativos evidentes y se decidi6 analizar cada uno de
los cinco apareamientos con una puntuacion mayor
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Tabla. Distancias maximas entre
los atomos de carbono b (C,) de
pares de residuos separados por
un numero variable de residuos
(representados por una X).

Pares de residuos  Distancia (&)
Cbh-Ch 5,5
Cb-X-Cb 7,5
Cb-X-X-Cb 11,5
Cb-X-X-X-Cb 14,5
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que 5,5. De estas secuencias, dos estaban locdizadas
en una region de la cadena H proxima a la identificada
en la primera blsgueda. Sus secuencias son:

As2S3sX Y 50X X Coo

ASZS&SXY 40XX C:102

Los otros tres péptidos se encuentran mapeados en
regiones diferentes por completo, distantes espacial mente
de la primera region identificada. Estos péptidos fueron
descartados porque no pueden formar parte dd mismo
epitopo. Los residuos identificados se localizaban en una
region discontinua de la superfice proteica conformada
por residuosde lazo BCy dd lazo delahédlice A (Figura).

Seanalizaron con més detallelas secuencias peptidicas
CYDGSYRWAPC y CRLPGSAFTY C, cada una repre-
sentativa de una secuencia consenso de la biblioteca. Se
hicieron coincidir las cadenas laterales del primer péptido
—manteniendo sus cadenas |atera es consenso— con las
de los residuos Yzo, Ds y Wos (pepl). De esa forma se
generaron dos conformaciones del segundo péptido: la
primera se hizo coincidir con los resduos S, Y, Coo
(pep2A) vy la segunda, con los residuos Sz, Y 4, Cicz
(pep2B). En todos los casos, se hizo que las dos cisteinas
termind esformaran un puentedisulfuro. Pepl puede adop-
tar una conformacion capaz de llevar las cadenas latera
les simuladoras a la posicion relativa apropiada, con
angulosw casi planares (entre—160y +160) y angulos f
yy posibles segiin e diagrama de Ramachandran.

Fue més dificil modelar la conformacion deseada en
el péptido pep2A. La mejor solucién aln tenia dos
angulos w no planaresenlasposiciones7y 9,y € diagra-
ma de Ramachandran mostraba muchos puntos en re-
giones no permitidas. El péptido pep2B pudo ser
modelado en la region seleccionada de la ferritina con
todos los &ngulosw casi planares y un enlace peptidico
en configuracion cis en la posicién de la glicina conser-
vada. Todos sus residuos tenian una conformacion b
(posiciones2-5y 8) oa (posiciones6, 7y 9). Estoindico
que, con mayor probabilidad, la solucién presentada por
pep2B erad meor candidato para mimetizar la superfi-
cie de la proteina. Tanto en pepl como en pep2B, los
puentes disulfuro mostraban una geometria adecuada
con todas sus distancias en los limites observados para
los enlaces disulfuro naturales y lamayoria de los &ngu-
los dihedros cercanos a sus valores ideales.

Los resultados dd andlisis sugieren que d epitopo dis-
continuoddl AcM H107 loforman lasregiones38-52y 90-
93 de lasecuencia de laferritina. Esta conclusion coincide
perfectamente con toda una serie de datos reportados en la
literatura. En primer lugar, la mutagénesis de los residuos
40, 41y 45 reduce sgnificativamente la afinidad del anti-
cuerpo, mientrasquelasmutacionesen losresiduos 91, 92,
94y 95 la diminan completamente. En segundo lugar, €
AcM no reconoce la cadenaH delaferritinade raton, rata
o pallo, ni la cadena L humana, y en todos los casos se
observaron diferencias en a menos uno de los residuos
identificados. En tercer lugar, mediante € empleo de un
procedimiento completamente diferente, que consstio en
la prediccion de la estructura ddl anticuerpo H107 y su
acoplamiento en laestructuradelacadenaH delaferriting,
< identificd exactamente la misma region de la ferritina
como candidata de union del anticuerpo [9).
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Figura. A) Estructura de un monémero de la cadena H de la ferritina humana. Los dos lazos
oscuros contienen los residuos que participan en la unién con el AcM H107. B) Estructura de las
regiones 40-46 y 91-96 de la cadena H. Sélo se muestran las cadenas laterales de los residuos
expuestos al solvente. Los residuos representados mediante el modelo de bolas y varillas son

candidatos a ser imitados por los péptidos seleccionados.

Discusion

Para la caracterizacion de un epitopo discontinuo de la
superficie de una proteina, es necesario conocer la es-
tructura tridimensional del complejo formado por esa
proteina con su anticuerpo. Sin embargo, se pueden se-
guir viasaternativass hay otrosdatos disponibles, como
en € caso descrito en este articulo.

Los resultados que se presentan muestran que 1) es
posible disefiar péptidos cuyas cadenas laterales coinci-
dan con las cadenas laterales seleccionadas de la mo-
lécula de ferriting, sin que haya impedimentos estéricos
entre los &omos del péptido; 2) las conformaciones que
se obtuvieron para los péptidos son racionales desde el
punto de vista de que | os enlaces peptidicos son planares
y los é&ngulos f y y estan en regiones permitidas del
diagrama de Ramachandran; y 3) los resultados coinci-
den plenamente con todo lo que se conoce acerca del
reconocimiento de laferritina por el AcM H107.

Los estudios cristalogréficos y de RMN de las pro-
teinas por un lado y la tecnologia de generacion de bi-
bliotecas peptidicas por € otro, se encuentran entre los
campos de las ciencias bioldgicas que mas répido han
evolucionado en los Ultimos afios. Por esarazon, se pue-
de considerar que €l método descrito en este articulo
serd cada vez mas Util como guiaracional en los experi-
mentos de mutagénesis. Este método no solo pudiera
ser de uso practico en casos especificos, sino que, des-
de e punto de vista tedrico, también pudiera ayudar a
comprender mejor |os principios querigen lainteraccion
entre dos proteinas.
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