9.3: Ejemplos y aplicaciones

1) Ahora que tenéis una mayor comprension de los mecanismos del sistema de “phage
display”, vamos a ver cdmo se utiliza en la investigacion.

i) Latécnica de “phage display” tienen un rango amplio de aplicaciones que van
desde la mejora de enzimas, al analisis protedmico o al descubrimiento de
drogas o dianas terapéuticas, entre otras aplicaciones.

2) En primer lugar, me voy a centrar en la optimizacion de enzimas. Hoy en dia se
utilizan una gran variedad de enzimas en distintos campos de la industria y la
biotecnologia. Estos enzimas son originalmente producidos por organismos para una
funcién especifica en un nicho o ambiente especifico, como dentro del citoplasma
celular. Por tanto, a menudo tienen propiedades no deseadas para la funcion o
ambiente en la que los queremos usar. Puede que no funcionen bastante rapido, ser
inestables en las condiciones de uso o no funcionar sobre el sustrato deseado. La
técnica de “phage display” puede ayudar a mejorar estos enzimas seleccionando por
ejemplo mejor termoestabilidad, mejor actividad o mejor unidn al sustrato.

i) Vamos a empezar por la estabilidad. Por ejemplo, un enzima que esta
normalmente presente en el citoplasma de una célula a 37°C. Sin embargo,
cuando lo usamos en un proceso industrial en el que necesitamos 50°C, el
enzima se vuelve inestable y se desnaturaliza. En la técnica de “phage
display” podemos hacer una libreria de enzimas mutagenizados y mostrarlos
en este caso en la proteina codificada por el gen 3 del fago. En el paso de
union del “biopanning” (purificacion por afinidad) la mayoria de los fagos no
seran capaces de unir el sustrato enzimatico a 50°C y se desnaturalizaran.
Solo los fagos que muestren un enzima que es capaz de plegarse
correctamente a esta temperatura se mantendran y amplificardn en los
siguientes pasos del “biopanning”. Estos fagos pueden ser secuenciados para
obtener la secuencia de la proteina estable.

ii) También se puede obtener resistencia a la protedlisis mediante “phage
display”. En este ejemplo, se expresa una libreria de enzimas mutagenizados
como proteina de fusién con el enzima de interés en el centro de g3p.
Después de la digestion, solo los fagos que llevan un enzima resistente a la
protedlisis tienen un extremo amino terminal de g3p necesario para la
interaccidon con el pilus F. Por tanto, solo estos fagos se amplificaran en el
“biopanning”. La secuencia de ADN obtenida a partir de estos fagos codificara
de nuevo este enzima resistente y podra ser utilizado para la produccion del
enzima modificado.

3) También es posible mejorar la actividad catalitica de enzimas. En este ejemplo,

comentaré una forma de hacer esto para metaloenzimas. Estos enzimas necesitan

un atomo de un metal para mostrar actividad. En este caso se utilizd una B-
lactamasa, un enzima que puede inactivar antibidticos B-lactamicos.

i) Se prepard una libreria de B-lactamasas mutagenizadas fusionadas a la

proteina 3 del fago M13. En un primer paso, se trataron los fagos con un
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agente quelante, eliminando todos los atomos metadlicos. De esto modo se
inactiva el metaloenzima. Sin embargo, aun podra unir su sustrato. De ahi se
hace una primera seleccién de enzimas que aun pueden unir su sustrato.
Después de lavar, se afiade el metal de nuevo para que los enzimas que son
funcionales se activen. Los enzimas mas activos romperan el sustrato mejor y
eluirdan mejor. De este modo se hace una seleccidon positiva de enzimas que
sean mas activos cataliticamente.

ii) Después de dos rondas de “biopanning”, los investigadores obtuvieron un
enzima que mostraba 60 veces mads actividad. La técnica puede aplicarse a
otros metaloenzimas.

La técnica de “phage display” puede utilizarse también en protedmica. Muchas
proteinas efectian su funcion mediante la interaccidon con otras proteinas. Sin
embargo, en muchos casos, se desconoce con qué proteina interaccionan. Para
encontrar estas proteinas mediante “phage display” se hace una libreria de cDNA o
de ORFs a partir del proteoma de interés. Estas librerias codifican practicamente
todas las proteinas posibles que pueden expresarse en una célula determinada. Por
ello, los diferentes fagos de la libreria expresaran y mostraran todas estas posibles
proteinas en su superficie, en este caso se utiliza la proteina codificada por el gen 8.
Entonces se hace “biopanning” utilizando la proteina de interés como cebo. Después
de un par de rondas de “biopanning”, los fagos que queden estaran enriquecidos en
proteinas que interaccionan con la proteina cebo. La secuenciacién de estos fagos
generard una lista de dianas potenciales que pueden ser entonces confirmadas
mediante otras técnicas.

Un dltimo ejemplo que mostraré es la busqueda de un péptido que puede atravesar
la barrera hematoencefalica. En el desarrollo de drogas es dificil desarrollar
compuestos que puedan pasar al cerebro. Esto se debe a que el cerebro tiene la
denominada barrera hematoencefalica. Esta barrera esta presente solo en los vasos
sanguineos del cerebro pero no del resto del cuerpo. Las células endoteliales
adyacentes a estos vasos sanguineos estan conectadas por uniones estrechas que
forman una barrera continua y dificil de atravesar entre el vaso sanguineo y el
cerebro. Esto constituye un problema, por ejemplo, en el desarrollo de drogas frente
a la enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, esta barrera no es imposible de
atravesar. Algunas proteinas y nutrientes son capaces de travesar esta barrera. Una
forma de permitir el paso de drogas seria unir el compuesto a un pequefio péptido
gue pueda atravesar. Por ello, los investigadores montaron un sistema de “phage
display” para encontrar tal péptido.

i) Para este fin, se construyd una libreria de péptidos de 12-mers elegidos al
azar para ser expuestos en la superficie del fago. En lugar de hacer
“biopanning” in vitro, se utilizd una estrategia de “biopanning” in vivo para
encontrar los péptidos de interés. En esta técnica, se inyectaron los fagos en
la vena de la cola de ratones. Se permitié que el fago circulara durante
minutos u horas para permitir que se uniera a receptores. Entonces se
sacrificaron los ratones y se extrajeron los fagos a partir del cerebro.



6) Después de dos rondas de “biopanning” in vivo, se secuenciaron 20 péptidos, 12 de
los cuales tenian la misma secuencia consenso.

i) Se fusiond este péptido consenso a una nanoparticula, se marcé con un
marcador fluorescente y se inyectd en ratones. Entonces se analizaron
imagenes in vivo que permitieron la localizacion de las nanoparticulas. Los
dos primeros ratones son ratones control, el tercero y el cuarto tienen las
particulas fusién en distintas proporciones. Se ve claramente la localizacién
en la regidén cerebral del ratéon. También cuando se mira la localizacidn en
distintos dérganos en la figura de la derecha se ve claramente una fuerte
acumulacién de las nanoparticulas en el cerebro, lo que no ocurre en los
ratones control. Por ello, el péptido identificado mediante “phage display”
podria dirigir nanoparticulas o drogas al cerebro.

Estos ejemplos muestran claramente la versatilidad del sistema de “phage display” y
como se puede aplicar en la practica.

7) En los siguientes articulos se puede encontrar mas informacion sobre la técnica de
“phage display” y los ejemplos que he comentado.



