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1 INTRODUCCION

La malaria es responsable de una alta morbimortalidad y es una carga
socioecondmica para cerca de 100 paises a nivel del mundial, en donde a pesar de
los esfuerzos de los sistemas de salud, la enfermedad continda cobrando millones de
vidas. Pese a la gran cantidad de informacién disponible acerca del ciclo bioldgico
del parasito de la malaria y de su interaccion con el hospedero, a la fecha la infeccion
no ha podido ser controlada. Aunque actualmente se estan estudiando varios
candidatos a vacuna siendo el mas avanzado la RTS,S (vacuna basada en una
proteina recombinante de circumsporozoito de Plasmodium falciparum), al realizar el
seguimiento a los nifios vacunados con dicho candidato, 7 afios después de la
inmunizacion, se encontro que la eficacia de la vacuna bajo a un 4,4%, con 16,6% de
eficacia contra todos los episodios de malaria clinica en sitios de baja exposicion al
parasito y mostré una reduccion a -2,4% en regiones de alta exposicion, por lo que
no ha mostrado la efectividad requerida a largo plazo (Gosling & von Seidlein, 2016).
Una de las dificultades que se mencionan en el desarrollo de vacunas o candidatos
a vacunas es la caracterizacion de la respuesta inmune debido a la falta de un modelo
animal adecuado, que reproduzca de manera exacta las caracteristicas de la
enfermedad en humanos y que permita dilucidar de manera precisa los mecanismos
de invasion y las dianas del parasito malarico que reconoce el sistema inmune.
Ademas, para los modelos animales que actualmente se trabajan, no estan
completamente claros todos los elementos de la respuesta inmune protectiva (Hviid
& Barfod, 2008). En malaria, los modelos animales han contribuido de manera
importante al entendimiento de las interacciones patdégeno-hospedero y de la
respuesta inmunoldgica, asi como en el desarrollo de farmacos antimalaricos y
candidatos a vacunas. Los modelos primates no humanos han sido propuestos como
modelos preclinicos robustos, dado que comparten muchos de los patdgenos que
afectan al humano, lo mismo que debido a su cercania filogenética; de este ultimo

apartado en particular, podemos citar como algunos parasitos de simios estan
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cercanamente relacionados a los que infectan humanos, compartiendo un ancestro
comun, ademas de mostrar signos anatomopatologicos similares a los que presentan

los humanos infectados (Beignon, Le Grand, & Chapon, 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Identificar células T y B de memoria de monos Aotus spp. mediante la

generacion de anticuerpos monoclonales.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1. Predecir in silico epitopes B de las proteinas para diferenciar poblaciones

de células T y B de memoria en Aotus spp.

2.2.2. Determinar la capacidad inmunogénica de los péptidos seleccionados.

2.2.3. Producir anticuerpos monoclonales que reconozcan las células de

memoria de Aotus spp.

2.2.4. Determinar la reactogenicidad de los anticuerpos monoclonales

producidos.
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las vacunas han probado ser la medida de control més costo-efectiva para las
enfermedades de tipo transmisibles; en este sentido, se ha demostrado que la malaria
puede prevenirse mediante vacunacion. La necesidad del desarrollo de una vacuna
gue sea altamente efectiva contra la malaria es una prioridad, debido a la alta
incidencia de morbimortalidad por la enfermedad causada principalmente por P.
falciparum en infantes y mujeres embarazadas en areas endémicas de Africa, siendo
también poblacion de riesgo los turistas, el personal militar y los trabajadores que
migran a areas endémicas de malaria (Herrera, Perlaza, & Bonelo, 2002). A pesar de
gue los modelos primates no humanos ofrecen muchas ventajas en el estudio de la
malaria, una importante limitante es la falta de reactivos especificos y herramientas
inmunoldgicas para la evaluacién de la respuesta inmune del primate, aunque en
algunos casos, se pueden usar reactivos desarrollados para la identificacion de
marcadores de células humanas, no obstante, la sensibilidad suele ser baja. Aunque,
como ya se ha mencionado, los modelos de primates no humanos han sido
ampliamente usados, solo unos pocos estudios tendientes a cuantificar la magnitud
de la respuesta inmune han sido desarrollados, donde algunos investigadores se han
esforzado en la secuenciacion de los genes individuales de las citoquinas, mientras
otros han desarrollado herramientas moleculares para la medicion de la expresion del
ARN mensajero de interleuquina-2, interleuquina-5, interleuquina-6, interleuquina-10,
interleuquina-12, factor de necrosis tumoral e interferon gamma (Riccio et al., 2015).
En este sentido, la situacion con el modelo de Aotus spp. en investigacién en malaria
no es diferente, siendo un modelo ideal en la reproduccion de la parasitemia, asi
como su similitud con el sistema inmune del humano y la posibilidad de adaptarse a
los ambientes de laboratorio por su tamafo y reproducibilidad de la enfermedad. Se

han realizado esfuerzos para determinar la reactividad cruzada de anticuerpos anti-
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humano frente a proteinas de Aotus spp., asi como para la caracterizacion molecular
de componentes de la respuesta inmune efectora. Es asi como, por ejemplo,
anticuerpos anti-inmunoglobulinas humanas marcados, han sido usados para evaluar
la respuesta inmune humoral de monos inmunizados (Daubenberger, Spirig,
Patarroyo, & Pluschke, 2007). Aunque, las inmunoglobulinas anti-Aotus pueden ser
faciles de producir en otras especies (como por ejemplo en murinos y conejos), los
reactivos para los isotipos de IgG de Aotus no estan comercialmente disponibles,
existiendo menor disponibilidad de informacién acerca de la respuesta inmune celular
en el modelo de monos Aotus spp. A la fecha, lo que mas se acerca a la aproximacion
requerida, es la produccion de algunos reactivos probados en otros modelos primates
no humanos como son el chimpancé, macaque rhesus y los monos squirrel (Herrera
et al., 2002).

La inmunidad de tipo protectiva en el desarrollo de vacunas, usualmente depende de
la seleccion de una formulacion de proteinas, que podrian inducir reacciones
alérgicas y respuestas reactogénicas, por lo que se enfatiza en la eliminacién de
estas formulas complejas en candidatos a vacunas (Kumai, Kobayashi, Harabuchi, &
Celis, 2017). Esta condicion ha llevado al uso de subunidades de proteinas o un grupo
selecto de las mismas en el desarrollo de formulaciones que induzcan a una
inmunidad adecuada. Ese tipo de raciocinio asociado al hecho que estas
subunidades de proteinas estan acompafiadas de cientos de epitopes antigénicos ha
creado un interés por el desarrollo de “vacunas peptidicas”, las cuales se disefian
solo con los epitopes capaces de inducir una respuesta deseable tanto celular como
humoral. El desarrollo de vacunas peptidicas es generalmente considerada segura y
costo-efectiva cuando se comparan con las vacunas convencionales (Li, Joshi,
Singhania, Ramsey, & Murthy, 2014). El desarrollo de una segunda generacion de
estas vacunas peptidicas, ha llevado al uso de mdultiples péptidos antigénicos (MAPS),
gue se fundamenta en el uso de constructos sintéticos como matriz, que son usados
por los grupos aminos de la lisina en la formacion de estructuras adyacentes, donde
pueden ser sintetizados los epitopes que acompafian a la subunidad proteica (Nardin
et al., 2002).
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Durante los ultimos afios, el grupo de investigaciones de la Fundacion Instituto de
Inmunologia de Colombia (FIDIC), con el fin de contribuir en el mejoramiento y
disminucién de la brecha en el desarrollo de vacunas, se ha enfocado en la
produccion de una segunda generacion de vacuna frente a P. falciparum con el fin de
prevenir el desarrollo de malaria (Patarroyo, Patarroyo, Pabon, Curtidor, & Poloche,
2015). Uno de los principales cuellos de botella en la caracterizacion fina de la
respuesta inmunoldgica generada ante la vacunacion, ha sido la falta de reactivos
especificos que permitan el seguimiento de las células de memoria de Aotus spp., ya
sea infectados con el parasito productor de la enfermedad o inmunizados con el
candidato a vacuna sintética. Uno de estos reactivos son los anticuerpos
monoclonales que reconozcan marcadores sugestivos de respuesta inmunoldgica
duradera, es por esto que en este trabajo se propone la elaboracion de anticuerpos
monoclonales que nos permitan evaluar la respuesta inmune a largo plazo de las
células T y B de memoria en monos Aotus spp. posterior a la inmunizacién de este

modelo con candidatos a vacunas contra la malaria.
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4 FORMULACION DE HIPOTESIS

4.1 Hipotesis

Los anticuerpos monoclonales anti-CD19, anti-CD27, anti-CD45 y anti-CD4 de Aotus
spp. producidos, reconocen linfocitos T y B de memoria, ademas de presentar

reactividad cruzada con dichas moléculas en humanos.
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5 MARCO TEORICO

5.1 Epidemiologia de la malaria

La malaria o paludismo es el mayor problema de salud publica en paises en vias de
desarrollo y se ubica como la primera enfermedad tropical priorizada por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ya que causa un sinnimero de muertes en
menores de 5 afos, mujeres embarazadas, inmigrantes y viajeros no inmunes
(Menezes et al., 2012). El agente causal de la enfermedad es el parasito protista del
género Plasmodium, el cual tiene un ciclo de vida complejo, que incluye hospederos
tanto vertebrados como invertebrados. Es trasmitido por la picadura del mosquito
hembra infectado del género Anopheles. Se conocen 5 especies del parasito que
causan la infecciéon en humanos: P. falciparum, P. vivax. P. ovale, P. malariae y P.
knowlesi. Después de infectar a los mamiferos susceptibles, se desarrolla
silentemente en el higado y posteriormente ingresa al torrente sanguineo, causando
los sintomas clinicos y la fisiopatologia asociados con la enfermedad (Joyner,
Barnwell, & Galinski, 2015). El ciclo de vida del Plasmodium consiste en un estadio
extra-eritrocitico (asintomatico) y otro intra-eritrocitico (sintomatico).

En el 2017, se estimaron 219 millones de casos de paludismo en todo el mundo, de
los cuales la mayoria se registraron en el continente africano (con 200 millones de
casos, que corresponden al 92%), seguido por la region de Asia sudoriental (con el
5% de los casos) y la region del mediterraneo oriental (con el 2% de los casos). Quince
paises del Africa subsahariana y la India soportan casi el 80% de la carga mundial de
la enfermedad (World Health Organization, 2018). Casi la mitad de los casos de
malaria en todo el mundo se encuentran concentrados en cinco paises: Nigeria (25%),
Republica democratica del Congo (11%), Mozambique (5%), India (4%) y Uganda
(4%). Entre 2010 y 2017, todas las regiones con vigilancia epidemiolégica por la OMS
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registraron poco progreso en la disminucion de los casos o0, por el contrario, un
aumento en la tasa de incidencia, excepto de la regién de Asia Sudoriental, en donde
se vio disminuir la tasa de incidencia de 17 casos de la enfermedad por cada 1.000
personas en riesgo en el 2010, a 7 en el 2017 (Manego et al., 2017). En la regién de
las Américas, segun la OMS se observo un aumento de los casos, en gran parte
debido al aumento en la transmision de la malaria en Brasil, Nicaragua y Venezuela.
En Africa, P. falciparum es el parasito causante de la malaria mas prevalente
representando el 99,7% de los casos estimados en el 2017, asi como en las regiones
del sudeste asiatico (62,8%), mediterraneo oriental (69%) y el pacifico occidental
(71,9%). Entre tanto, P. vivax es el parasito predominante en la region de las Américas,
representando el 74% de los casos de malaria. En 2017, se present0 un estimado de
435.000 muertes por malaria en todo el mundo. Los nifios menores de cinco afios son
el grupo mas vulnerable a la malaria, representando para 2017, el 61% de todas las
muertes por malaria globalmente (266.000 casos). En relacién con la mortalidad, todas
las regiones excepto las Américas, registraron reducciones en el 2017 en comparaciéon
al 2010 (Amek et al., 2018).

Dentro de las medidas de prevencion en salud para combatir la malaria entre el 2015
y el 2017, un total de 624 millones de mosquiteros tratados con insecticida fueron
reportados por los fabricantes como entregados a nivel mundial. La mayoria fueron
destinados para la regiéon del &frica subsahariana, de los cuales el 85% se
distribuyeron a través de campafias gratuitas de distribucibn masiva, el 8% en
instalaciones de atencién prenatal y el 4% como parte de programas de inmunizacion.
Menos personas en riesgo de contraer malaria estan siendo protegidas por el rociado
residual intra-domiciliario, que es un método de prevencién que consiste en rociar
paredes internas de vivienda con insecticida. Para proteger a mujeres embarazadas
en areas de alta a moderada transmision en Africa, la OMS recomienda el “tratamiento
preventivo intermitente en el embarazo” con el medicamento antimalarico sulafdoxina-
pirimetamina; presentando en el 2017, 15,7 millones de nifios protegidos contra la
enfermedad, en 12 paises de la regién del Sahara en Africa. Para 2017 se estimé que
276 millones de pruebas para diagndstico rapido se vendieron a nivel mundial. En el

Africa subsahariana las pruebas rapidas de deteccioén se estan convirtiendo en el
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método mas utilizado para diagnosticar malaria entre pacientes con sospecha de

malaria en los centros de salud publica (World Health Organization, 2018).

5.2 Modelo de primates no humanos

Los parasitos de la malaria infectan a una gran variedad de vertebrados incluyendo
reptiles, aves, roedores, primates no humanos y humanos. En cuanto a su biologia,
inmunologia y respuesta quimioterapéutica, los hospederos méas comunmente
estudiados son los roedores y los primates no humanos (Doolan & Beier, 2002). Los
modelos de primates no humanos han sido instrumentalizados para investigacion en
malaria por décadas, buscando comprender los procesos basicos de la biologia y
patogénesis de la malaria en investigaciones preclinicas orientadas al desarrollo de
nuevas intervenciones. La identificacion de las formas de hipnozoitos en el higado fue
inicialmente descubierta en macacos Rhesus (Macacca mulatta) experimentalmente
infectados con P. cynomolgi y posteriormente, en chimpancés infectados con P. vivax
(Joyner et al., 2015). El ciclo de vida y en general la morfologia de los parasitos de la
malaria en los primates no humanos son muy parecidos a los parésitos relacionados
con humanos. El ciclo de vida del parasito en el primate comienza cuando el mosquito
inyecta los esporozoitos en la célula huésped del primate y en un periodo posterior a
los 5 a 15 dias se presenta la infeccion de los eritrocitos. El periodo pre-eritrocitico
permanece aun en misterio, sin embargo, se ha demostrado que la fase exoeritrocitica
de merogonia en P. cynomolgi ocurre en el higado de los monos Macaca mulatta. De
este descubrimiento siguié el de las formas similares que fueron producidos por los
parasitos que infectan a humanos (P. vivax) (Shinta, 2012). Los esporozoitos entran
al torrente sanguineo al mismo tiempo que es alimentado y conducido por la sangre al
higado en donde entran a las células parenquimatosas, lugar donde el parasito crece
en los hepatocitos adquiriendo formas ovales, redondeadas y lobulares. Las formas
exoeritrociticas son distinguibles dependiendo el tipo de parasito (P. cynomolgi, P.
simium, P. brasilianum, P. simiovale, P. fieldi, P. inui, P. coatneyi, P. fragile). Tres tipos

de organelos apicales estan involucrados en la invasion llamados rhoptria,
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micronemas y granulos densos. Después del ingreso a la célula huésped el merozoito
es localizado dentro de la vacuola parasitéfora. Una vez el merozoito infecta la célula
hospedera se desarrolla tomando la forma de trofozoito joven uninuclear con reticulo
endoplasmico, ribosomas, vacuolas alimenticias y cuerpos motocondriales. En la fase
de merogonia se presenta los mayores eventos de division nuclear y diferenciacion de
los organelos citoplasmaticos. En monos Rhesus infectados con P. coatneyi,
eritrocitos parasitados son secuestrados en varios 6rganos como corazon, cerebro,
riidn, pulmaon, tracto gastrointestinal y pancreas lo que permite su uso en el estudio
de los fendmenos que ocurren en humanos infectados con P. falciparum. El ciclo de
esporogonia de los primates infectados con malaria es muy similar al de la malaria en
humanos. El tiempo requerido para completar el ciclo de esporogonia varia de especia
a especie, lo mismo que en el tamafio de los ooquistes (Nunn, Altizer, & Altizer, 2006).
Para muchas enfermedades infecciosas, el modelo primate no humano es la Unica
especie de animal susceptible a los agentes infecciosos que padece la poblacion
humana, lo que hace que los candidatos a vacuna solo puedan ser evaluados en dicho
modelo experimental. La escogencia del modelo primate no humano depende de la
naturaleza del patdogeno que se quiera trabajar (Riccio et al., 2015). Parasitos del
género Plasmodium han mostrado una gran facilidad de “saltar” desde el modelo de
primates no humanos a humanos y viceversa, hecho que es demostrado en estudios
por Otto Thomas y cols en 2014, en donde exploraron las bases genémicas del P.
falciparum adaptadas a las células en humanos mediante la secuenciacion del
genoma completo y las comparan con la de parasitos cercanamente relacionados en
chimpancés (P. reichenowi), obteniendo secuencias similares del parasito que afecta
al chimpancé (P. gaboni) (Beignon et al., 2014). La adaptacion de Plasmodium spp.
a los primates del nuevo mundo ha permitido obtener nuevos modelos experimentales
para varios de los parasitos productores de malaria en humanos, como lo son P.
falciparum, P. vixax y P. malariae; estas especies han podido adaptarse a primates de
los géneros Aotus y Saimiri. A través del paso de las cepas de parasito en estos
monos, las especies pueden ser seleccionadas para producir parasitemias altas en
sus formas asexuales y gametocitos infectivos. De otra parte, debido al fenbmeno de

reactividad cruzada que se presenta entre las cepas en humanos y las propias de los
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primates no humanos, en algunas ocasiones debido a esa reactividad, se puede
presentar mecanismo de respuesta inmune que no permite el desarrollo de la
enfermedad o parasitemias demasiado bajas. Los monos del nuevo mundo ofrecen
una excelente oportunidad para el estudio de los procesos inmunoldgicos basicos que
ocurren posteriormente a la inmunizacion e infeccion con cepas de Plasmodium que
infectan al humano. El modelo de primates no humanos es esencial para la
determinacion de la respuesta inmune protectiva de tipo innata, ademas de las
implicaciones para el uso en el campo de la inmunizacién con vacunas (Lanka et al.,
1988).

Los primates que existen actualmente son clasificados dentro de dos grandes grupos:
los del nuevo mundo (Platyrrhini) y los del viejo mundo (Catarrhini). Los monos Aotus,
pertenecientes al nuevo mundo, siendo animales pequefios, monégamos, que se
distribuyen a lo largo de todo el continente suramericano, cuyo peso estimado alcanza
alrededor del 1 kilogramo y con una envergadura de 35 cm de largo. Las especies
pertenecientes a este género son frugivoras, consumiendo también insectos y hojas;
sus habitos de alimentacion son primordialmente nocturnos (Daubenberger et al.,
2007). Con respecto a los primates del viejo mundo, estos poseen caracteristicas
diversas cuyos tamafos oscilan dependiendo de la especie en medianos como los
arbéreos monos C. colobus hasta de gran tamafio como las formas terrestres de los
babuinos. Los de tamafo pequefio como el C. talapoin poseen una altura de 34 a 37
cm de longitud y peso entre 0,7 y 1.3 kg, mientras que el mas grande de los primates
como el madrill mide alrededor de 70 cm de altura y pesa hasta 50 kg. La mayoria de
los monos del viejo mundo tienen colas (Familia “tailed ape”); de las cuales la mayoria
no son prensiles a diferencia de los monos del nuevo mundo. La distincion entre
catirrinos y platirrinos depende de la estructura del rhinarium del macizo facial y la
forma de la denticion (Fleagle, 2013).

El origen de P. falciparum fue recientemente determinado y se sabe que los simios
africanos de la region subsahariana como gorilas, bonobos y chimpancés son el
reservorio del parasito (Oboh et al., 2018). En el caso de P. vivax y P. malariae, estas
especies de parasito estan estrechamente relacionadas con P. simium y P.

brasilianum, respectivamente, las cuales infectan primates neo-tropicales (Costa et al.,
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2015). ElI mecanismo de cambio de hospedero desde los primates del nuevo mundo
al humano (zoonosis) o viceversa (antroponosis) todavia no ha sido completamente
determinado (Beignon et al., 2014).

Cabe mencionar que algunos monos del nuevo mundo son susceptibles a la infeccion
por P. falciparum, P. vivax y P. malariae. Actualmente, se sabe que especies de
Plasmodium de simios (ademéas de P. knowlesi), infectan naturalmente humanos,
aungque de manera muy esporadica, como P. simium y P. brasilianum en Suramérica
(Tazi & Ayala, 2011), y P. cynomolgi en Asia (Imwong et al., 2019). Debido a esta
relacion cercana entre los primates no humanos y los humanos como hospederos, asi
como entre las especies de Plasmodium que infectan simios y humanos, los primates
no humanos se convierten en una opcion ideal para el estudio de la malaria en el

desarrollo de la investigacion biomédica (Beignon et al., 2014).

5.2.1 Ventajas del uso de los modelos de primates no humanos sobre el modelo

de ratdn para el estudio de la biologia del parasito

El modelo de primates no humanos a pesar de una excelente alternativa, no es
ampliamente utilizado ya que sélo puede implementarse en regiones geogréficas
especificas, ademas de los requerimientos éticos cada vez mas rigurosos, en la
medida en que los animales se van acercando evolutivamente a los humanos. Este
modelo requiere de un trabajo colaborativo entre veterinarios, investigadores en
malaria y personal entrenado para su cuidado, ademas de contar con locaciones de
seguridad especial en bioterios tipo BSL2 o BSL3 (para manipulacion de
microorganismos infecciosos de riesgo individual moderado y riesgo poblacional bajo),
en donde preferiblemente se tenga la disponibilidad de los mosquitos que transmitan
la infeccién en humanos. De acuerdo con la escala de tiempo molecular en la evolucion
de los vertebrados, el raton y el humano estan separados por 40 millones de afios. En
este periodo de tiempo, sus sistemas inmunes han sido sujetos de muy variadas
presiones de seleccién, que han generado adaptaciones divergentes frente a
patégenos diferentes. El género Macaca spp. esta mas cercanamente relacionado con

el humano, datando el mas reciente ancestro comun en 25 millones de afos. La
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proximidad filogenética de humanos y primates no humanos esta asociada con
subgrupos de células dendriticas comparables y similaridades en los patrones de
reconocimiento en receptores que son muy importantes en el estudio de la
inmunologia y en el desarrollo de candidatos de vacuna (Loré, 2004).

El estudio in vivo de los estadios hepéticos del parasito productor de la malaria en
humanos por condiciones de tipo ético es casi imposible, mientras que, en modelos
primates no humanos permite el acceso a los estadios asintomaticos, incluyendo el
paso de los esporozoitos desde la piel hasta el higado, asi como el estudio de los
hipnozoitos (formas hepaticas durmientes de P. vixax y P. cynomolgi). Ademas, se ha
demostrado en estudios recientes que varios genes se han mantenido conservados
en varios de los parasitos que infectan primates (P. falciparum, P. vivax, P. knowlesi),
pero estan ausentes en los parasitos que afectan al raton (P. yoelii y P. berghei)
(Beignon et al., 2014).

El desarrollo de una vacuna eficaz y segura contra la malaria, se mantiene como una
necesidad urgente para las poblaciones que viven en regiones endémicas de malaria.
El mono Aotus nancymaae es uno de los pocos hospederos de las formas sanguineas
asexuales de los dos grandes grupos de parasitos que afectan al humano (P.
falciparum y P. vivax, lo que permite estudiar todas las formas del parasito inclusive
las de hipnozoitos para el caso de P. vivax). Se han propuesto muchas ventajas en el
estudio de candidatos a vacunas en modelos primates no humanos, entre las cuales
se encuentra la alta correlacion en la eficacia protectiva obtenida, cuando los estudios
de inmunizacién se hacen inicialmente en primates, con los que luego se obtienen al
vacunar humanos con el mismo inmundgeno (Patarroyo et al., 1988, Patarroyo et al.,
1988). Un sdlido conocimiento y herramientas suficientes para la investigacion del
sistema inmune de estos modelos animales es necesario con el fin de evaluar la
respuesta ante candidatos a vacunas, incluyendo un analisis sistematico del repertorio
genético e inmunolégico, asi como la distribucion de varios mediadores y vias
metabdlicas claves, involucradas en el sistema inmune adaptativo de A. nancymaae
(Daubenberger et al., 2007).
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5.3 Produccion de anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales son una herramienta esencial en muchas aplicaciones
diagnosticas y de investigacion. Adicionalmente, se han convertido en una herramienta
terapéutica ideal para muchas enfermedades, incluyendo diferentes canceres,
desérdenes autoinmunes y enfermedades infecciosas (Marasco & Sui, 2007). Muchas
tecnologias han sido desarrolladas para la optimizacion de la produccion de estos
anticuerpos que, por lo general, son utilizados con fines de investigacion (ya que nos
permiten la identificacion y/o bloqueo de las vias de determinadas proteinas dentro de
su funcién bioldgica). Entre ellas, se incluyen tecnologias combinadas como “phage
display” (consiste en la expresion de polipéptidos exdgenos en la superficie de
particulas de fagos, los cuales llevan a la seleccién de los polipéptidos con gran
afinidad y especificidad de cualquier tipo de anticuerpo deseado de una libreria
determinada) “yeast display” (usa la expresion de proteinas recombinantes
incorporadas en la pared celular de la levadura para el aislamiento y elaboracion de
anticuerpos) y el “mammalian cell display” (el cual usa la expresion de proteinas en la
superficie de células de mamiferos “in vivo” en la obtencion de anticuerpos con una
alta afinidad) (Sall et al., 2016). El “phage display” se ha empleado con éxito en la
seleccion de grandes repertorios de anticuerpos y el aislamiento de anticuerpos
monoclonales contra practicamente cualquier antigeno de interés. Las tecnologias de
visualizacion combinada también permiten la maduracién de la afinidad in vitro de los
anticuerpos seleccionados, sin embargo, un inconveniente es que, por lo general,
dependen de combinaciones aleatorias y, por lo tanto, lo mas probable es que
aparezcan segmentos de varias cadenas pesadas Yy livianas mezcladas
(Hoogenboom, 2005).

La metodologia tradicional se fundamenta en la obtencidon de anticuerpos mediante la
tecnologia de hibridoma, que es basada en la fusion de células de mieloma (tipo de
neoplasia de células B de ratdon, que le confiere ciertas caracteristicas como la rapida
multiplicacion y la inmortalizacion de la linea celular en condiciones adecuadas), con

células B productoras de anticuerpos derivadas de la inmunizacion de ratones

24



(Shulman, Wilde, & Koéhler, 1978). Mediante procesos de subclonaje, se obtienen
hibridos productores de anticuerpos que pueden crecer y producir los anticuerpos
deseados. De esta manera, pueden generarse anticuerpos monoclonales contra
cualquier tipo de antigeno. Al dia de hoy, esta técnica original de produccion de los
anticuerpos monoclonales (hibridoma) es de gran ayuda, sin embargo, el uso directo
de esta tecnologia, esta limitada para uso terapéutico en humanos, debido a la alta
incidencia de respuestas inmunes deletéreas contra los anticuerpos de ratén y la falta
de funcién efectora de los anticuerpos en el reconocimiento o bloqueo de los antigenos
de interés debido a las diferencias propias entre los modelos. Para superar estas
limitaciones, los anticuerpos murinos han sido modificados por ingenieria genética
mediante quimerizacion (que mediante tecnologias de ADN recombinante y el uso de
vectores, se centra en combinar genes que codifican para la regién constante de Igs
humanas con genes que codifican para la region variable de los ratones, logrando
conseguir anticuerpos con una porcion humana que se corresponde con la porcion
constante (Fc) y la porcion variable que es animal y la humanizacion que mediante
ingenieria de proteinas transfiere las CDR (region determinante de la
complementariedad) de las Inmunoglobulinas del ratén a las regiones variables de la
cadena pesada y ligera de las Inmunoglobulinas humanas (Tiller, 2011).

Ante muestras que contengan una gran cantidad de antigenos, los anticuerpos juegan
un papel importante no solo in vivo sino también in vitro, ya que representan elementos
de reconocimiento especifico en la identificacion de proteinas de manera selectiva.
Los anticuerpos tienen una variedad de aplicaciones en métodos de laboratorio que
van desde la cromatografia y electroforesis, hasta los clasicos métodos de
inmunoensayo como el ELISA, dot blot, electroquimioluminicensia, fluorescencia y
técnicas de microscopia. Existe una amplia aplicacion de la citometria de flujo, que es
un método disponible para la cuantificacion de la respuesta inmune asociada a grupos
celulares especificos de un grupo poblacional. También, con esta técnica, se puede
obtener informacion a partir de la seleccién de poblaciones, con multiples marcadores
antigénicos utilizando anticuerpos marcados con fluorocromos como FITC, PE, PerCP,
APC y Pacific blue) (Shukla, Wolfe, Mostafa, & Norman, 2017), (Chan, Badh, Berry,
Grauer, & King, 2018).
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Algunas propiedades de los anticuerpos como la sensibilidad, la reactividad cruzada y

la especificidad son importantes ya que reducen la posibilidad tanto de falsos
negativos como falsos positivos en los resultados del reconocimiento del antigeno. La
sensibilidad de un imnunoensayo es probablemente el parAmetro mas importante
dependiendo de las caracteristicas propias del anticuerpo. Una mejor sensibilidad
l6gicamente es lograda con una mayor afinidad de los anticuerpos. La reactividad
cruzada es la interaccién entre el paratope (lugar especifico de unién del anticuerpo al
epitope de su antigeno) de un anticuerpo y un epitope similar o epitopes idénticos
presentados por antigenos diferentes, y esta juega un papel cualitativo en los
inmunoensayos. La especificidad, que esta en funcidn de la afinidad, asi como la
reactividad cruzada, es un parametro importante, ya que, la falta de especificidad
puede llevar a resultados como falsos negativos, afectando los rendimientos de los
ensayos. El anticuerpo ideal es el que exhibe una reactividad cruzada minima y una
sensibilidad maxima (Pohanka, 2009).

La habilidad de aislar eficientemente los anticuerpos monoclonales antigeno-especificos
mediante la técnica del hibridoma, causo un crecimiento exponencial en el entendimiento
del anticuerpo que media la inmunidad y ha permitido la generacion rapida de nuevas
terapias y herramientas diagnésticas ayudadas por los sistemas de reingenieria de las
secuencias de los anticuerpos recombinantes a grandes escalas de produccién. Pero
una de las ventajas de la técnica de produccion de anticuerpos monoclonales por
hibridoma a diferencia de las nuevas tecnologias, es que, una vez aislado el clon celular
especifico para la produccion del anticuerpo de interés, puede ser usado para producir
el anticuerpo directamente y posteriormente, puede ser criopreservado indefinidamente

para usos futuros (Carbonetti et al., 2017).

5.3.1 Clonajey produccion de hibridomas

El clonaje (expansién de una poblacién celular a partir de una célula progenitora
inicial), es uno de los pasos mas importantes en la produccion de los anticuerpos
monoclonales; esto asegura que las inmunoglobulinas secretadas por el cultivo sean

idénticas, ya que toda la poblacion se origin6 a partir de una sola célula progenitora.
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Las condiciones de aislamiento en que debe ocurrir el crecimiento clonal limitan
fuertemente la viabilidad celular. Se sabe por ejemplo, que el contacto celular y la
trasferencia de nutrientes y otros productos son esenciales para una adecuada
proliferacion de las células en el cultivo (Groth & Scheidegger, 1980). Las células de
mieloma de ratén (PAI) empleadas en las fusiones han sido seleccionadas por su alta
eficiencia de clonaje y su capacidad para heredar esta caracteristica. La etapa inicial
de formacion de hibridomas es en si, un proceso de crecimiento a una muy baja
densidad, pues la cantidad de hibridomas en crecimiento por pozo sembrado luego de
la fusion oscila entre 1 y 5 habitualmente (en una fusién tipica son 110 millones de
células fusionadas que se distribuyen en unos 1.000 pozos) y la frecuencia estimada
de hibridacién exitosa es de 1 por cada 10* células fusionadas. Para favorecer la
eficacia en el clonaje de los hibridomas, se afladen al medio de cultivo altos
porcentajes de suero fetal bovino (15%-20%) y sobrenadantes que sean ricos en
factores de crecimiento (Galfre & Milstein, 1981). La técnica usada con el fin de obtener
el nimero de células por pozo deseada es la llamada dilucion limite. El principio basico
de la misma, es la preparacion de diluciones a partir de una suspension celular inicial,
de tal manera que la probabilidad de que dos células caigan en el mismo pozo de una
placa de microtitulacion al distribuir la misma se haga despreciable (Figura 1). La
clonalidad del hibridoma se asegura con dos clonajes sucesivos; la probabilidad final

de que existan mezclas de dos hibridomas en una colonia es practicamente nula.
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Figura 1: Técnica de dilucion limite. Técnica basada en la realizacién de diluciones sucesivas de una
suspensién celular hasta conseguir una alicuota que contenga una sola célula. Técnica usada para la
fabricacion de anticuerpos monoclonales. (Diagrama tomado de la pagina web
http://funes.uniandes.edu.co/5065/1/ArrietaUnestudioAlme2009.pdf).
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El paso que asegura el caracter monoespecifico de las inmunoglobulinas secretadas
por un cultivo de hibridomas es su clonaje., es decir la creacién de una poblacién
celular a partir de una célula Unica inicial. La importancia de este paso es tal que es
necesario clonar repetidamente (entre dos y tres veces) un hibridoma, antes de
considerar los anticuerpos producidos como monoclonales. El segundo clonaje se
inicia de una de las colonias del primero, que fue seleccionado como positiva para el
anticuerpo deseado y con caracteristicas de secrecion y crecimiento adecuadas. Los
clonajes de hibridomas deben continuarse hasta que mas del 90% de todas las
colonias ensayadas den resultados positivos en términos del anticuerpo especifico.
Ello indica que la célula progenitora tuvo un grado de estabilidad aceptable en el
tiempo para ese fenotipo. Una vez seleccionado el clono final, la poblaciéon celular se
expande en cultivo y como una forma de preservar una célula primaria lo mas cercana
al origen, se realiza criopreservacion lo antes posible. Esta conservacion se realiza por
congelacion en nitrégeno liquido (Kozbor & Roder, 1983).
Los protocolos usados para la generacion del hibridoma son muy variados, pero en
general el protocolo béasico de la técnica consta de los siguientes pasos:
1. Seleccion de la cepa y condiciones del raton a inmunizar.
2. Definicion del esquema de inmunizacion.
3. Desarrollo de un método para el tamizaje de los anticuerpos especificos producidos
en el modelo murino.
Inmunizacién, titulacién y seleccién d ellos animales donantes (esplenectomia)
En condiciones estériles, extraccion quirdrgica del bazo del animal inmunizado y la
recoleccion de las células esplénicas (o resuspension de los linfocitos activados in
vitro) (Figura 2).
6. Resuspension de las células de mieloma en cultivo y lavado repetido con medios
sin aditivos.
7. Mezcla de células esplénicas y de mieloma en proporciones que van desde 1:1 a
10:1. Centrifugacion y conformacion del “pellet” celular.
8. Separacion del pellet y adicion lenta del agente que media la fusion (polietilenglicol-
PEG) con posterior incubacion corta en agitacion.
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9. Dilucion de la mezcla de fusién con medio de cultivo y posterior centrifugacion para
eliminar el PEG.

10.Resuspension de la fusiébn en medio de cultivo completo selectivo (HAT) y
distribucion en placas de 96 pozos.

11. Tamizaje de los anticuerpos y seleccién d ellos hibridomas mediante citometria de
flujo (para este estudio)

12. Clonacion de hibridomas por técnica de dilucién limite, retamizaje , ampliacién en
cultivo de las células hibridas madre.

13. Congelacion de los clones seleccionados.
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Figura 2: Esquema de la técnica de la clonacion por hibridoma. Esquema de la inmunizacion del modelo
murino con el antigeno elegido para producir el anticuerpo de interés. Posterior a ella, se hace la fusion
de los esplenocitos productores del anticuerpo con una linea inmortalizada de mieloma de raton (células
PAI) y se realiza el tamizaje del hibridoma productor del anticuerpo deseado para realizar la expansion
clonal y recuperar el anticuerpo monoclonal (Diagrama tomado de Michnick W and Sidhu S, 2008).

El agente que media la fusiébn méas usado es el polietilenglicol, cuya caracteristica mas
importante deber ser el peso molecular entre 1.300 y 4.000 Da; hay que tener en
cuenta que en concentraciones por debajo del 30%, la formacion de hibridomas es
pobre, en tanto que, por encima del 50%, la toxicidad es muy alta, por lo que se

recomienda concentraciones entre el 40 y el 50% en un medio de cultivo sin suero
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fetal bovino. Se debe tener en cuenta que, aunque el aumento en el tiempo de
exposicién al PEG aumenta la frecuencia de fusion, también aumenta la toxicidad. El
tiempo de exposicion al PEG no debe sobrepasar los dos minutos, luego de lo cual se
debe proceder a la dilucién con medio de cultivo. La agitacion durante la exposicion
es importante para homogenizar su accion e impedir un exceso de toxicidad para la
poblacion de células a fusionar. El rendimiento de la fusién es pH dependiente, con un
rendimiento mayor a pH alcalino (pH=8) (Kennett & MacKearn, 1982).

El medio selectivo en donde crecen los hibridomas se deriva del sistema desarrollado
por Littlefield en los afilos 60 y se ha denominado HAT, por contar dentro de sus
componentes con hipoxantina, aminopterina y timidina (Foung, Sasaki, Grumet, &
Engleman, 1982). La hipoxantina y la timidina son precursores de las bases puricas y
pirimidinicas, respectivamente, mientras que la aminopterina es un agente bloqueador
de la via anabolica fundamental para guanosina denominada “via enddgena” o
“sintesis de novo”. En las células de los mamiferos existen dos grandes vias para la
biosintesis de las purinas y las pirimidinas, la ya mencionada via enddgena y la via
exdgena o de salvacion. La via endogena es utilizada preferentemente por las células,
sintetizandose el ADN a partir de los precursores internos; la via exdgena es usada
alternativamente, empleandose precursores presentes en el medio extracelular y
enzimas celulares especificas como la hipoxantina-guaninafosforibosil transferasa
(HGPRT) y la timidina kinasa (TK). Los mielomas empleados para esta técnica son
mutantes deficientes para la HGPRT. De esta manera, los mielomas no fusionados
son incapaces de sobrevivir en el medio de cultivo HAT, debido a la accion
bloqueadora de la aminopterina sobre la sintesis de novo. Los hibridomas con una
adecuada complementacion de ambos genomas producen la HGPRT codificada por
el linfocito y esto les permite sobrevivir. De otra parte, los linfocitos no fusionados no
son capaces de reproducirse en cultivo debido a la ausencia de los factores celulares,
que lleven a la sobrevida y proliferacion de estas células en el organismo (Gavilondo,
1995).
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5.4 Marcadores de Memoria Inmunolégica

Las células B de memoriay las células plasméticas de larga vida son los constituyentes
celulares que dan origen a la memoria inmunoldgica. La génesis de estas poblaciones
comienza con el ingreso del antigeno y el reconocimiento e internalizacion de éste por
parte de la célula dendritica y posterior presentacion a las células T y B virgenes. La
interaccién de reconocimiento con la ayuda de las células T ayudadoras, mas la
produccion de citoquinas, se traduce en el desarrollo de una respuesta inmune
humoral primaria y la activacién del centro germinal del 6rgano linfoide secundario
(Figura 3). Factores como la afinidad del antigeno, la dosis del mismo, la calidad de la
interaccién con la célula T ayudadora y otros determinantes de la inflamacion,
contribuyen marcadamente a la expansion clonal y la activacion de la célula B unida
al antigeno, llevando a un fino balance entre la generacion de células B de memoria y
la diferenciacion de células plasmaticas de larga y corta vida. Las células B de
memoria y las células plasmaticas de larga vida son el sustento de una proteccion a
largo plazo contra enfermedades infecciosas como la malaria (Wipasa et al., 2010).
Las células plasmaticas de larga vida generadas por la exposicién inicial al patégeno
0 a través de vacunacion profilactica, mantienen un amplio nivel de proteccién con la
produccion de anticuerpos de alta afinidad que persisten por décadas (Elgueta, Vries,
Noelle, & Noelle, 2010).

Al reencontrarse con el patégeno, las células B de memoria responden rapidamente
de manera dependiente de CD154 para diferenciarse en células plasmaticas de corta
y larga duracion, para mejorar los titulos de anticuerpos persistentes (Grammer,
Heaney, Lipsky, McFarland, & Darnell, 1999). Aln esta sin resolver como las células
B de memoriay las células plasmaticas del organismo, son efectivas durante periodos
de tiempo notablemente largos. En los dltimos afios, se han realizado grandes
avances en la comprension de los factores de supervivencia que gobiernan la
persistencia de las células plasmaticas. La identificacion de BAFF (factor activador de
células B, perteneciente a la familia del factor de necrosis tumoral (TNF)) y APRIL (un

ligando que induce la proliferacion) ha revolucionado el concepto de cdmo se mantiene
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el linaje B y resolvid los factores esenciales de la supervivencia de la células
plasméaticas (Rahman, Rao, Kalled, & Manser, 2003).
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Figura 3: Esquema de activacion de las células B en el nddulo linfatico. Proceso de maduracién de los
linfocitos B que se originan en los cordones medulares de la médula ésea y posteriormente son
activados por antigenos en su migracion al centro germinal del ganglio linfatico (zona oscura). En su
proceso de activacién migran hacia la zona clara donde se localizan las células dendriticas foliculares,
quienes por accion de las células T ayudadoras y factores estimuladores (CD40, IL2) llevan a la
diferenciacion de la célula B a células plasmaticas productores de anticuerpos, células B de memoria
con cambio de clase o0 a apoptosis celular (células auto-reactivas). (Tomado de Judith A. Owen, Jenni
Punt, Sharon Satnford: Kubi, Immnumology, 7 edicion)

El contacto inicial con el antigeno es un paso determinante en la generacion de células
B de memoria, asi como de células plasméaticas (CP) de corta y larga duracion. La
manera de como las células B foliculares virgenes inicialmente se encuentran con el
antigeno se ha dilucidado; es asi como ahora se sabe que las células B probablemente
se encuentran con el antigeno en una variedad de forma (Becker, Shimabukuro-
Vornhagen, Theurich, von Bergwelt-Baildon, & Kondo, 2016). Los antigenos de bajo
peso molecular (<70 kDa) se canalizan rapidamente hacia los foliculos a través de
conductos creados por los fibroblastos reticulares. Alternativamente, los antigenos
pequefios pueden ingresar a los foliculos a través de pequefios espacios de la
membrana basal de los ganglios linfaticos, donde estan unidos por células B reactivas

al antigeno en el seno subcapsular del ganglio linfatico (Pape, Catron, Itano, & Jenkins,
2007).
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Una manera de exposicion mas larga del antigeno puede ser a través de la
presentacion de antigeno nativo en forma de complejos inmunes o de mayor peso
molecular, por parte de las células dendriticas foliculares del nédulo linfoide, los cuales
adquieren el antigeno dentro del seno subcapsular. En contraste con el drenaje directo
de antigenos, se puede pensar facilmente que la presentacion del antigeno nativo por
una linea celular, como los macrofagos del seno subcapsular, implica un papel
potencial de muchos coligandos y cofactores que podrian localizarse en la superficie
de las células B y alterar la naturaleza de la respuesta de las células B al antigeno.
Ademas de los macrofagos del seno subcapsular, también se ha sugerido que las
células dendriticas periféricas transportan antigenos proteicos a 6rganos linfoides
secundarios y desencadenan la activacion de células B virgenes afines, a través de la
presentacion de antigeno (Guermonprez, Valladeau, Zitvogel, Théry, & Amigorena,
2002). No se sabe como el suministro de antigeno por las distintas rutas controla el
destino de las células B, sin embargo, lo que se sabe es que las diferencias
cuantitativas en el reconocimiento de antigenos entre las células B reactivas al
antigeno, es un factor que controla su destino para convertirse en células B de
memoria 0 CP de corta o larga duraciéon. Las células B virgenes foliculares que
expresan el receptor de células B de la linea germinal (BCR) de mayor afinidad, tienen
la mayor propension a diferenciarse a CP de corta duracién en el encuentro con
antigenos. Las CP de corta duracion que se inducen producen predominantemente
IgM, con una pequefia subpoblacion de CP que producen anticuerpos IgG. Las Ig
producidas por las CP de corta duracion acumulan minimas mutaciones somaticas. A
pesar de que estas células B se seleccionan de la linea germinal de afinidad mas alta
que expresa las células B, la afinidad global es muy inferior a la producida en un
momento posterior de las células B, que eventualmente ingresaran al centro germinal
y mutaran somaticamente en respuesta al antigeno (Pape et al., 2007).

Otro componente limitante de esta respuesta temprana es su duracion. La respuesta
temprana aparece tipicamente 3 a 6 dias después de la inmunizacion y desaparece
después de 2 semanas. En el bazo, la magnitud de la respuesta de la CP de corta
duracion esta limitada por los nichos celulares de apoyo que se encuentran en la pulpa

roja (Porto, Haberman, Kelsoe, & Shlomchik, 2002). La introduccion inicial de antigeno
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elimina las células B de afinidad mas altas para brindar una respuesta rapida y
protectora para el hospedador, lo que deja un repertorio de afinidad mas bajo para
responder, motivo por el cual la afinidad madura y proporciona inmunidad de larga
duracién. Es a partir de este repertorio de células B residual que surgen las células B
de memoria y las células plasmaticas de larga duracion. Estas poblaciones de células
B capturan el antigeno, median su procesamiento y presentacién, e inician la
interaccion relacionada con las células T en la periferia del foliculo. La induccién de la
expansion de las células B transforma el foliculo en un centro germinal con un sélido
crecimiento y diferenciacion de células B dependientes de células T. Se sabe que las
respuestas del centro germinal (CG) son bastante permisivas y se originan a partir de
varias células B oligoclonales. Estudios demuestran que las células B de baja afinidad
pueden formar un centro germinal, es decir, no parece haber un umbral de afinidad
para ingresar al centro germinal (Kennett & MacKearn, 1982). Dentro del CG, las
células B estan sujetas a una seleccion de afinidad y, en dltima instancia, sobreviven
0 no en funcién de su afinidad intrinseca por el antigeno. Aquellos que demuestren
una mayor afinidad en relacion con sus contrapartes de menor afinidad se
diferenciaran finalmente en células B de memoria y células plasmaticas. Dentro de
esta poblacién seleccionada de alta afinidad, la poblacion que presenta mayor afinidad
se recluta activamente en el grupo de células plasméticas, mientras que las células B
de memoria normalmente presenta afinidades de moderadas a altas (Gray et al.,
1996).

Lo que controla las decisiones sobre el destino de las células B no depende
Unicamente de la afinidad del BCR. Otros elementos de sefalizacién que controlan el
destino de las células B incluyen los receptores del complemento y CD40. En ausencia
de CD21CD35, el umbral de senal BCR para desencadenar la ruta transcripcional de
las células plasmaticas probablemente se vea afectado, por lo tanto, incluso una
interaccion BCR-antigeno de alta afinidad nunca logra una intensidad de sefial
adecuada en ausencia de CD21CD35 para impulsar el desarrollo de CP. Si bien la
sefalizacion de CD40 es critica para desencadenar la inmunidad dependiente de
células T (TD), la sefializacién mejorada a través de CD40 puede atenuar la inmunidad

de larga duracion mediante la induccion de células B especificas de antigeno para
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diferenciarse de CP de corta duracion a expensas de la formacion de los centros
germinales y la induccion de células B de memoria. Ademas de la sefializacion de
CDA40, es probable que haya muchos otros factores que impacten la sefial acumulativa
gue detecta la célula B, incluidos BAFF, APRIL, CD19, receptores tipo Toll (TLR), etc.,
los cuales pueden atenuar o exacerbar la potencia total de la sefial a las células B del
centro germinal y por lo tanto, influyen en la diferenciacion de las células B terminales
(Rahman et al., 2003).

Una proteina especialmente expresada en células B desde sus progenitores iniciales
en la medula 0sea hasta en las células de memoria, con excepcion de células
plasmaticas formadoras de anticuerpos, es CD19; ésta es una proteina
transmembranal de 95-kD perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulinas.
CD19 exhibe una estructura altamente conservada con dos dominios de Ig extracelular
y una larga cola intracitoplasmatica de 243 aminoacidos con nueve residuos de tirosina
como posibles sitios de fosforilacion. Las caracteristicas estructurales contribuyen a
su conocida habilidad para regular vias de sefializacion, tras su hidrolisis, esta
asociada con proteinas tirosina quinasa como lyn y fyn, activando la via de
sefalizacion de vav/ras/mitoten proteinquinasa y la via fosfatidilinositol 3 quinasa con
la consecuente movilizacion de calcio (Xu, Beavitt, Harder, Hibbs, & Tarlinton, 2002).
En células B de memoria, CD19 esta asociada in vitro e in vivo, con tres moléculas
diferentes que forman un complejo tetramérico: CD21(CR2), CD81 (diana de
anticuerpos anti-proliferativos) y leu-13. En linfocitos B maduros, media la agregacion
homotipica y funciona como un co-estimulador en la maduracion de la célula B (Fehr
et al., 1998).

Una amplia gama de mediadores (citoquinas, quimiocinas, productos microbianos,
etc.) y células (células estromales, osteoblastos, etc.) crean un microambiente en los
que residen células B de memoria y células plasméticas que desempefian un papel
fundamental en su diferenciacion, funcion y supervivencia a largo plazo. La familia
TNF es una gran familia de ligandos y receptores que juegan un papel prominente en
la regulacién de la inflamacién. Los miembros de la familia TNFR (receptores de la
familia del factor de necrosis tumoral) estan involucrados en desencadenar la

apoptosis, supervivencia, proliferacién y diferenciacion de células leucocitarias y no
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hematopoyéticas. Las ceélulas B expresan muchos miembros de esta familia de
receptores, dependiendo de la etapa de desarrollo de las células B. Los TNFR
expresados en células B desempefian un papel critico en el destino de las células B
al controlar el numero total de células B inmaduras y diferenciadas, su diferenciacion
y su distribucion. CD27 es un TNFR que se une a CD70 y se expresa en todas las
células B activadas por antigeno, pero también en la mayoria de las células B de
memoria humanas, aunque no en las células murinas. Debido a su importancia como
marcador en células B de memoria en humanos, se ha estudiado la expresion de CD27
en células B murinas. En ratones, CD27 se encuentra en las células B localizadas en
el centroblasto, encontrandose predominantemente en las células de los centros
germinales y en la zona marginal. Sin embargo, durante la maduracion, su expresion
se pierde, por lo tanto, CD27 no puede usarse en sistemas murinos como un marcador
de células B de memoria. La union de CD27 con CD70 mejora la generacion de células
plasméaticas. Ademas, se ha demostrado que la falta de expresion de CD27 en las
células B, altera la formacion de CG en las infecciones virales, aunque esto no tiene
un impacto significativo en la produccion de anticuerpos, la hipermutacion somatica o
el cambio de isotipos (Xiao, Hendriks, Langerak, & Jacobs, 2019). Estudios realizados
en ratones con sobreexpresion crénica de CD27, encontraron que la participacion de
CD27 en las células B puede terminar con las respuestas inmunes humorales (Han,
Olsen, & Bottaro, 2019). Estudios mas recientes han implicado a CD27 como un factor
gue funciona con IL-10 para mejorar la generacion de CP. Con respecto a la necesidad
de la sefalizacién de CD70 para la inmunidad humoral, los anticuerpos de bloqueo
contra CD27 in vitro no mostraron ningun impacto en la supervivencia o capacidad
proliferativa de las células B, pero si en la progresion a CP (Raman, Bal, & Rath, 2019),
lo que sugiere que CD27 esta involucrado en la diferenciacion terminal a CP. Se ha
demostrado que la sefializacién de CD27 altera la expresion de los miembros de las
moléculas de la familia Bcl-2 (proteinas evolutivamente conservadas cuyos miembros
promueven o inhiben la apoptosis mediante mecanismos que regulan la
permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial — MOMP- la cual es un punto
de regulacién intrinseco de la apoptosis), combinado con cambios en el potencial de

membrana mitocondrial, liberacion de citocromo c, fosforilacion y translocacion nuclear
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de p53. Ademas, algunos autores demostraron que tanto CD40 como CD27 podrian
suprimir la apoptosis inducida por el BCR. Aunque parece que la funcién principal de
CD27 involucra la diferenciacion terminal de las células B a las CP, podria tener una
funcién adicional, contribuyendo a la supervivencia de las células B por los supresores
(Hase et al., 2002).

En la respuesta de tipo celular ante una infeccion, ambos grupos celulares, linfocitos
T CD4* como CD8*, son tanto funcional como fenotipicamente divididos en dos
subpoblaciones que se distinguen por la diferenciacion en la expresion del isotipo de
CD45 en su superficie. Las células de memoria expresan la isoforma de bajo peso
molecular RO, la cual después de la primera exposicion al antigeno, adquiere el
potencial para acelerar la respuesta inmune posterior a una exposicion repetitiva
(Hotta et al., 2011). Los linfocitos T inmaduros expresan la isoforma de alto peso
molecular RA. CD45 se conoce como el antigeno comun de los leucocitos y funciona
como una tirosina fosfatasa en la sefalizacion de los leucocitos. La expresion de
diferentes isoformas de CD45 es especifica del tipo celular y depende de la etapa de
diferenciacion y del estado de activacion de las células (Akbar et al., 2017). Las células
T de memoria se generan durante las respuestas de inmunidad mediadas por células
y sobreviven de muchos meses a afios después de que se elimina el antigeno. Estas
células T de memoria son responsables de respuestas mas rapidas y amplificadas a
la segunda y posteriores exposiciones a antigenos. Las células T de memoria tienen
un papel critico en la defensa del hospedero, por ejemplo, en inmunidad tumoral,
estudios recientes sobre cancer colorrectal y gastrico han demostrado que la alta
densidad de linfocitos infiltrantes de tumores CD45RO* (TIL) se correlaciona con una
mayor supervivencia, y CD45R0O* TIL es un factor prondstico independiente (Pages et
al, 2005, 2009; Galon et al, 2006; Lee et al, 2008).

Al convertirse en células de memoria, las células T experimentan etapas de dramatica
expansién y contraccion que dependen de la muerte celular programada y
posteriormente, se mantienen por sefales de supervivencia de su entorno. La
sobrevida de las células T durante una respuesta puede ser profundamente afectada
por la disponibilidad de moléculas coestimuladoras y citoquinas que modulan la

participacion en las vias de muerte celular programada. Una vez que la respuesta
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disminuye, citoquinas de cadenas gamma, como la interleucina-7 (IL-7) e IL-15, son
esenciales para el control homeostético de las células T de memoria (Surh & Sprent,
2008). Sin embargo, como poblaciones moviles predominantes, tanto las células T
efectoras como las de memoria tienen la capacidad para recibir sefiales adicionales a
través de interacciones adhesivas con la matriz extracelular (MEC) u otras células
(Lesley, Hyman, & Kincade, 1993). CD44 es una molécula de adhesién que se expresa
por la mayoria de las células y media la unién a la MEC y otras células a través de su
anico ligando in vivo conocido, el acido hialuronico glicosaminoglicano. La expresion
de CD44 esta regulada en células T virgenes después de la activacion a través del
receptor de células T (TCR) y su alta expresion es mantenida indefinidamente en las
células de memoria (Puré Ellen, 2018). Como consecuencia, una expresion elevada
de CD44 es generalmente usada para identificar células T que han experimentado su
union con el antigeno. CD44 esta asociado con la migracion celular, junto con el acido
hialurénico (HA), ha sido implicado en numerosos procesos biolégicos que son
regulados por células migratorias. La funcion de CD44 difiere para diferentes tipos de
células y se han descrito roles adicionales en la regulacion de la proliferacion y en la
apoptosis. CD44 es el producto de un Unico gen que da origen a una familia de
moléculas de union a HA por empalme alternativo del exén (Lynch, 2004). De la forma
estandar de CD44, se generan al menos cinco isoformas a través de cambios post-
traduccionales de varias combinaciones de 10 exones variables, que se insertan en
un solo sitio en la regién proximal de la membrana del dominio extracelular. Mientras
que CD44 tiene el potencial de participar en varios procesos asociados a las
respuestas inmunes, la funcion fisiolégica de CD44 en las células T in vivo permanece
mal definida. Se ha establecido que las células T se unen a HA, y que la union de HA
o la sefializacién de TCR puede aumentar la funcién adhesiva y la expresion de CD44.
CD44 junto con VLA-4 (integrina a4) puede regular la migracion de células T a sitios
de inflamacion; la asociacion con estos receptores se correlaciona con el aumento de
la motilidad de células T y supervivencia después de la estimulacion in vitro del TCR.
La unién de CD44 expresada en células T a HA en la superficie de las células

dendriticas (CD) puede promover la expansion clonal de células (Baaten et al., 2010).
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La respuesta efectiva de las células B ante las infecciones o inmunizaciones requiere
la asistencia de las células T ayudadoras CD4+. Un grupo especializado de células
TCD4 llamadas células T ayudadoras foliculares (Tfh) son necesarias para ayudar en
la activacion de las células B antigeno-especificas. Sin la participacion de las células
Tfh, las células B son incapaces de generar y mantener la respuesta en los centros
germinales que son requeridas para la eficiencia de los genes de las
inmunoglobulinas, en el proceso de hipermutacién somatica y los procesos selectivos
que facilitan la afinidad en la maduracién de los anticuerpos. De otra parte, la
activacion del centro germinal da origen de las células B de memoria de larga vida, lo
mismo que a las células plasmaticas de larga vida. Por todo lo anterior, las células Tfh
juegan un papel fundamental en la generacion efectiva de la respuesta inmune
humoral de larga vida a diferentes antigenos (Crotty, 2011). Inicialmente, las células T
ayudadoras foliculares fueron identificadas como una subpoblacion de las células
CD4+ aisladas de las amigdalas. Este tipo de células expresan el receptor de
quimioquina de células B foliculares (CXCRS5) y el coestimulador inducible (ICOS), los
cuales promueven eficientemente los cambios de clases de las inmunoglobulinas en
particular IgG y IgA. La activacion, proliferacion y diferenciacién de los linajes de CD4
in vivo estd acompafada de la progresion en la diferenciacion de las células de
memoria (Hale & Ahmed, 2015).

5.5 Predicciones in silico de epitopes

La bioinformatica es un campo de la ciencia donde convergen diferentes disciplinas
como la biologia y las ciencias informaticas y computacionales, asi como la tecnologia
de la informacién, con el fin de organizar y almacenar una gran cantidad de datos
biolégicos condicionados por los avances que se originan de otras ramas del saber
como la genética, inmunologia, biologia molecular y biotecnologia. El objetivo principal
de la bioinformética es conducir e interpretar efectivamente en un corto periodo de
tiempo la informacion que, desde el genoma, transcriptoma, proteoma y demas
ciencias “Omicas” se produce. En el desarrollo de herramientas bioinforméticas, es

importante el conocimiento de los mecanismos con los que se da una respuesta
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inmune generada por el hospedero ante el ataque de un patdégeno, ademas del
conocimiento del andamiaje genético del patégeno (Schneider & Orchard, 2011). El
desarrollo de bases de datos robustas con herramientas versatiles que permitan curar
los datos, son condiciones que conducen a disefiar modelos mas seguros, eficaces y
menos costosos que las formas tradicionales de la experimentacion in vivo. Mientras
que la posibilidad de secuenciar el genoma completo permite la identificacién de todos
los potenciales productos proteicos, esta informacién puede no ser lo suficientemente
relevante en la consecucion de la identificacion del grupo de proteinas que en efecto
se expresan en cualquiera de los ciclos de vida de algun tipo de célula o patégeno. La
protedmica juega un papel importante en este campo, ya que nos sirve como
estrategia complementaria para una aproximacion basada en la genémica, mediante
la utilizacion de técnicas inmunoldgicas para la identificacion y caracterizacion
inmunogénica de las proteinas (Soria-guerra, Nieto-gomez, Govea-alonso, & Rosales-
mendoza, 2015). De otra parte, la transcriptomica nos permite establecer patrones de
regulacion génica coordinada lo que contribuye no solo a dilucidar la funcién y
agrupamiento de varios genes bajo un estimulo o condicién especifica, sino también
identificar elementos promotores comunes a varios genes (Hegde, White, & Debouck,
2003). La inmunoinformatica es la disciplina que tiene por objetivo procesar una gran
cantidad de datos inmunolégicos mediante el uso de aproximaciones matematicas y
computacionales para el entendimiento y organizacion de una larga escala de datos,
con el fin de obtener interpretacion de las predicciones inmunolégicas. Las
herramientas en este campo estan basadas en sistemas estadisticos y modelamiento
de algoritmos, que son usadas para el estudio de las interacciones moleculares (de
como se hace la presentacion y procesamiento del antigeno), que juega un rol
fundamental en la definicibn de nuevas hipoétesis relacionadas con el entendimiento
de los mecanismos biolégicos del sistema inmune (Tomar & De, 2010).

Los epitopes son una porcion o fragmentos de una macromolécula reconocida por el
sistema inmune, con un alta especificad de unién a la secuencia a la que se unen a
en los anticuerpos (paratopes). Estos epitopes son de particular interés, tanto para
investigadores en el area clinica, como en el de ciencias basicas, siendo una fuente

de potenciales herramientas en la prevencion, diagnéstico y tratamiento de
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enfermedades, asi como en el desarrollo de candidatos a vacunas. Dentro de la
diversidad de epitopes en las proteinas de una patdégeno o célula hospedadora, no
todos los epitopes, incluso aquellos que parecen ser dominantes, tienen la habilidad
para estimular la produccion de anticuerpos (Oyarzun & Kobe, 2015). La respuesta
inmunoldgica de tipo humoral (produccidn de anticuerpos) esta dada por el
reconocimiento de los epitopes tanto lineales como conformacionales (Figura 4).

Las proteinas que contienen una gran cantidad de epitopes reconocidos por los alelos
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) son conocidas como proteinas de
uniones promiscuas. El primer paso en la aplicacion de las herramientas
bioinforméticas para la prediccion de epitopes consiste en la discriminacion de los
epitopes que son potencialmente inmunoprotectores de aquellos que no lo son. Desde
que los epitopes se unen de manera lineal a su MHC, esa union entre el ligando y la
célula efectora pude ser modelada y predicha con exactitud. Actualmente se sabe que
un epitope se une al surco del MHC clase | y clase Il a través de interacciones de las
cadenas laterales de los grupos R y los bolsillos localizados en la base del complejo
mayor de histocompatibilidad. Con base en este conocimiento, una larga lista de
epitopes son determinados mediante mapas algoritmicos que han sido establecidos y
se han usado en el desarrollo de herramientas que, de manera rapida y precisa,
identifican los epitopes alternativos en la interaccion antigeno-célula efectora (Delisi &
Berzofskyt, 1985).
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Figura 4: Reconocimiento de epitopes lineares y conformacionales. Representacion esquematica de las
formas de reconocimiento por parte de los CDR de los anticuerpos de los epitopes lineares y
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conformacionales en la respuesta inmune. (Tomado de Hindawi Journal of Immunology Research Volume
2017, Article ID 2680160)

Las plataformas que se usan en la prediccion de epitopes de unién al MHC-I
actualmente son muy eficientes y tienen un amplio cubrimiento alélico (capacidad para
detectar la proporcion observada de un alelo especifico respecto al conjunto de los
gque pueden ocupar un locus determinado en una poblacidén) con una exactitud del 90
al 95% de valores de predicciones positivas estimadas por la herramienta
bioinformética. Una gran cantidad de servidores para alelos de MHC-I estan incluidos
en RENKPEP (http://imed.med.ucm.es/Tools/rankpep.html), el cual predice péptidos
de unién a moléculas de MHC-1 y MHC-II, lo mismo que permite predecir los ligandos
tipo MHC-I con C terminal, que son el resultado del clivaje por parte del proteasoma,
para lo cual usan matrices de evaluacion de posicion especifica (PSSMs- Position
Specific  Scoring  Matrices). La plataforma |IEDB Analysis Resource
(https://www.iedb.org), usa NetMHCpan como método de prediccion de afinidad de
interaccion entre cualquier péptido presentado por MHC clase I, cubriendo tanto HLA-
A como HLA-B, en humanos, chimpancés, macacos, gorilas, vaca, cerdo y ratén. Esta
base de datos constituye una de las pocas que incluyen una amplia diversidad de
organismos (Sette & Nielsen, 2012).

Los epitopes B son reconocidos por los receptores de células B o por los anticuerpos
en su estructura nativa. La prediccion de los epitopes B continuos es similar a la
prediccion de epitopes T, la cual ha sido principalmente basada en las propiedades de
los aminoacidos como la hidrofilicidad, carga, superficie de exposicion y estructura
secundaria. Los epitopes B discontinuos (los cuales son reconocidos por los
anticuerpos como estructura conformacional que es la estructura tridimensional de la
proteina) requieren predicciones de la estructura tridimensional del antigeno. Para
predecir epitopes B lineales (que es un epitope que es reconocido por el anticuerpo
como una secuencia linear de aminoacidos o en su estructura primaria), BepiPred
(http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred) es una herramienta basada en las
propiedades fisicoquimicas, como la hidrofilicidad, flexibilidad, polaridad y superficie
de exposicion, en una base de datos no redundante. Esta herramienta usa una

combinacion de un modelo estadistico como los modelos ocultos de Markov y el
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método de pareamiento por puntaje de propension (Jespersen, Peters, Nielsen, &
Marcatili, 2017). Una de las herramientas mas completas en la prediccion de epitopes
continuos o discontinuos en este campo es ElliPro (http://tools.iedb.org/ellipro). Este
servidor predice epitopes lineales y discontinuos con base en la estructura
tridimensional de una proteina antigénica. ElliPro asocia cada prediccion de un epitope
con un puntaje que es definido como PI. La ventaja de esta plataforma es la prediccion
de epitopes lineales y discontinuos a partir de una estructura proteica previamente
identificada (Erik, Larsen, Lund, & Nielsen, 2006).
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6 METODOS Y RESULTADOS

6.1 Objetivo 1: “Predecir in silico epitopes B de las proteinas para diferenciar

poblaciones de células Ty B de memoria en Aotus spp.”

6.1.1 Prediccion in silico de las secuencias de los péptidos

En el proceso de elaboraciéon de los anticuerpos monoclonales se necesita determinar
cuales son los epitopes de los clusteres de diferenciacion (marcadoras de superficie
celular reconocidas por los anticuerpos producidos) que sirven para identificar la linea
celular de interés (linfocitos T y B de memoria). Durante su maduracion y diferenciacion
los linfocitos van recibiendo en su superficie una serie de receptores inmunitarios que
van apareciendo a modo secuencial conforme progresa la maduracion y diferenciacion
de linfocitos. Dentro de los marcadores de membrana en la diferenciacion de linfocitos
B de memoria se menciona a CD19 que es una proteina de 95 kD, de la superfamilia
de las inmunoglobulinas, su funcién bioldgica es la de formar un complejo con CD21
(CR2), CD81 (TAPA-1) y de esa manera actia como correceptor de las células B,
activando la via de sefializacion vav/ras/mitoten proteinquinasa con la movilizacion de
calcio. En linfocitos B maduros, CD19 media la agregacién homotipica y funciona como
co-estimulador de la maduracién de células B. Otro marcador de memoria para
linfocitos B es la proteina CD27 que es un miembro de la superfamilia de los receptores
de necrosis tumoral y es un coestimulador como molécula de punto de chequeo al
controlar el numero total de linfocitos B inmaduros y diferenciados. Esta proteina se
une a CD70 y se expresa en todas las células B activadas por el antigeno. Como
marcadores de memoria central (Tc) en linfocitos T, se escogido al cliuster de
diferenciacion de CD4, que es una proteina que se expresa en células T y en células
dendriticas. Esta glucoproteina monomeérica pesa 59 kDa y contiene 4 dominios de

tipo inmunoglobulina, que participa en la adhesion celular, lo mismo que en la
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maduracion timica y en la transmision de sefiales intracelulares durante la activacion
del HLA 11. Confiere a la célula papel de colaborador en respuesta a antigenos solubles
o células autdlogas no T, provoca la proliferacion de células T, lo que permite una
sefalizacion adecuada para proliferacion y diferenciacion de las células B en células
secretoras de inmunoglobulinas. Por dltimo, esta CD45R0O que se conoce como el
antigeno comun de los leucocitos cuyo peso es de 180 kDa, se expresa en el 48% de
los linfocitos T, los cuales corresponden a células de memoria y funciona como una
tirosina fosfatasa en las vias de sefalizacion de los leucocitos. Debido a las
consideraciones anteriores, se hace la eleccion de las proteinas de membranas CD19,
CD27, CD4 y CD45R0O como marcadores de memoria inmunologica en linfocitos T y
B para la prediccion de los péptidos con los que se inmuniza el modelo murino.

Para la designacion de los péptidos necesarios en la inmunizacion del modelo murino,
se tomaron secuencias depositadas en el GenBank de las proteinas CD4, CD45RO,
CD19 y CD27 de Aotus nancymaae. CD4 (AKM_95886.1) y CD45RO
(XP_012315003.1) se escogieron como marcadores de células T de memoria,
mientras que CD19 (XP_012320028.1) y CD27 (XP_012328288.1), se seleccionaron
como marcadores de memoria de células B. Posteriormente, mediante la herramienta
TMHMM Server 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM) se predijo la localizacion

de la(s) region(es) transmembranal(es) de estas proteinas, a través del método
estadistico de modelos ocultos de Markov (Sonnhammer, von Heijne, & Krogh, 1998).
Esta prediccion permitié identificar las regiones de cada una de las proteinas que se
encontraban expuestas extracelularmente y, por ende, podrian ser potencialmente
identificadas por los anticuerpos a generar.

Posteriormente, se realizo la prediccion de la presencia y localizacion del péptido sefial
con la herramienta bioinforméatica Signal IP 4.1 Server

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) (Figura 5).
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ent Technical University of Denmark

Figura 5: Prediccion de la topologia de la proteina CD45RO. Prediccion in silico de la topologia de la
proteina. En el panel A, se observa la prediccién de la region extramembranal de la proteina de interés.
En el Panel B, se observa la prediccion de la secuencia de aminoacidos correspondiente al péptido sefial
mediante la herramienta bioinformatica Signal IP (http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred )

Una vez determinadas las regiones extracelulares y luego de retirar el péptido sefial,
se realiz0 la prediccidon de epitopes B mediante el software IEDB Analysis Resource

(http://tools.iedb.org/beell/) usando la herramienta Bepipred linear Epitope Prediction

model (Figura 6). Cada secuencia peptidica predicha como epitope B, se alined con
las secuencias de proteinas homoélogas de Mus musculus y de Homo sapiens
descritas en Genbank, con la herramienta Basic Local Alignment Search Tool — BLAST

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast) (Figura 7,8,9,10). Las secuencias de los epitopes

predichos que presentaron una identidad menor al 50% con Mus musculus, fueron
seleccionadas para ser sintetizados y asi posteriormente inmunizar los ratones (se
parte del principio que, a mayor identidad con la proteina propia del modelo a
inmunizar (en este caso el raton), la probabilidad de generar anticuerpos decrece, ya
gue se estaria generando respuesta contra algo que se reconoce como propio). De
otra parte, se realizé el alineamiento con las secuencias en humano con el fin de
producir anticuerpos monoclonales que no solo reconozcan los linfocitos T y B de

memoria en Aotus spp. sino también en humano.
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Figura 6: Prediccion de epitopes B. Panel A, Prediccién de las secuencias de aminoacidos de los
epitopes B de CD45R0O, mediante el uso de la herramienta Bepipred en donde las secuencias que
tienen un puntaje mayor a 0,5 (color amarillo) permiten predecir los mejores epitopes. En el panel B se
observa las 32 predicciones de epitopes para la proteina de estudio, de las cuales se escogeran dos
segun su homologia e identidad con las secuencias de humano y Mus musculus para la sintesis de los
péptidos.

La secuencia del marcador CD27 de Aotus nancymaae (numero de acceso
XP_012328288.1), tiene 260 aminoacidos (aa). Luego de la prediccion de la
secuencia extracelular y el retiro de la secuencia del péptido sefial, con el analisis in
silico se predijo un epitope B conformado por 21 aa. Este epitope se encuentra
localizado desde la posicion 168 hasta la 188 de la proteina (Figura 7)
(QLPAPTPSTHWPAQRSLCSSD).

En relacion con CD19 (nimero de acceso XP_012320028.1), se obtuvo la secuencia
de 559 aminoacidos, que posterior a la prediccion de la secuencia extracelular y al
retiro del péptido sefal, se redujo a una secuencia de 227 aa. Con la posterior
prediccion del epitope B, se seleccion6 un péptido de 22 aa. el cual se encuentra
ubicado entre las posiciones 98 y 119 de la proteina (Figura 9)
(CQPGPPSEKPWQPGWTVSVEGS).

En el caso de CD4 (numero de acceso AKM_95886.1), se tomé la extension total de
la secuencia de la proteina de 457 aa. de longitud y una vez predicha la secuencia
extracelular y el retiro el péptido sefial, se obtuvo una secuencia de 371 aa.; a esta
secuencia se le predijo el epitope B obteniendo un péptido de 32 aminoacidos ubicado
desde la posicion 144 a la 175 (Figura 8)
(ESPPGSSPSVECTSPRGKRIQGMKNLSVSQLE).
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Por dltimo, se tomé la secuencia de CDA45RO (receptor type tyrosin protein
Phosphatase C Isoform Precursor 2) (numero de acceso XP_012315003.1) de 1.138
aa.; luego de predecir la region extracelular y de retirar el péptido sefial, se obtuvo una
secuencia de 385 aa., con un epitope B predicho de 26 aa. ubicado desde la posicidon
26 a la 50 de la proteina (Figura 10) (ENPTSPTTDSHETITLSPSGSTAHS). Ya que la
secuencia de CD45R0O no se encontraba disponible en el GenBank en el momento del
disefio del péptido, esta proteina fue analizada partiendo de la secuencia del ADN, el
gen que codifica la molécula de Cd45 se localiza en 1931-g32. Esta molécula presenta
al menos 8 isoformas producidas por splicing alternativo de 3 de sus 34 exones, los
exones 4,5y 6 que codifican multiples sitios de glicosilacién en su dominio extracelular.
Las dos isoformas de CD45 de mayor importancia son CD45R0O y CD45RA. La
isoforma CD45RO0O es la forma de menor peso molecular ya que carece de los 3 exones
y s menos glicosilada. Teniendo en cuenta que en estudio previos se demostro que
CD45RO es una variante peptidica de CD45 debida al splicing alternativo con la
escision de los exones 4, 5y 6, al momento del obtener la secuencia aminoacidica
extracelular de la proteina, estos exones fueron removidos de la secuencia de ARN
(Birkeland, Johnson, Trowbridge, & Pure, 1989).

Como resultado de esta prediccién se obtuvieron dos secuencias peptidicas por cada
cluster de diferenciacién, con el fin de inmunizar los ratones en la produccion de los

esplenocitos productores de anticuerpos (Tabla 1).

CD27
AAI39126.1 M -LAPNSCPDKHYWTGGGLCCRMCEPGTFFVKDCEQDRTAAQCDPCIPGTSFSPDYHTRPH 59
XP 012328288.1 A TPAPKICPERHYWAQGKLCCQMCAPGTFLVKDCDQHRKAAQCDPCMPGVSFSPDHHTRPH 60
XP 016875721.1 H TPAPKSCPERHYWAQGKLCCQOMCEPGTFLVKDCDQHRKAAQCDPCIPGVSFSPDHHTRPH 60

ke hkoakhdke k hkhkkokk khkhkokkhkhkodk Kk dhhhhddhkohkk dkkhkdkohhkhdkd

AAI39126.1 CESCRHCNSGFLIRNCTVTANAECSCSKNWQCRDOQECTECDPPLNPALTRQPSETPSPQP 119

XP 012328288.1 CESCRHCNSGLLIRNCTITANAECACPKGWQCRDKECTECDPPPDTLLTTQLSKALDPHL 120

XP 016875721.1 CESCRHCNSGLLVRNCTITANAECACRNGWQCRDKECTECDPLPNPSLTARSSQALSPHP 120
**********:*:****:******:* :‘*****:******* H * * . *:: ‘*:

AAI39126.1 PPTHLPHGTEKPS-=-=----~ WPLHROLPNSTVYSQRSSHRPLCSSDCIR 161

XP 012328288.1 QPTHLPYVSEMLEARTAGHMQTLAGFRQLPAPTPSTHWPAQRSLCSSDF--- 168

XP 016875721.1 QPTHLPYVSEMLEARTAGHMQTLADFROLPARTLSTHWPPORSLCSSD--~ 168

kkkkkas ok . L hkokk * s ok kkkkk

Figura 7: Alineamiento de CD27. Alineamiento de la secuencia predicha para uno de los dos epitopes
de la proteina CD27 de Aotus nancymaae (segunda fila), comparandola con la secuencia en Mus
musculus (primera fila) y Homo sapiens (tercera fila), buscando el grado de homologia e identidad (47%)
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para el disefio de la secuencia peptidica. En el recuadro se observa la secuencia de uno de los epitopes
predichos para la proteina.

CD4
AAA37402.1 VIQEKTLVLGKEGESAELPCESSQRKITVFEFTWKFEFSDQRKILGQHGKGVLIRGGSPSQFDR 60
anaB51309.1 @000 ————= KVVLGKKGDTVELTCTASQRKSIQFHWKNSNQIKILGNQGS——FLTKGPSKLNDR 53
AKMSS5886.1 ————KTVVLGEKGETVELPCETSLKKNVQFHWKTSDQIKILGNQGS——FLTRGQRSKLADR 54
R e T * EE Kok AAE KAz ook _ .= = N **
AAA37402.1 FDSKKGAWEKGSFPLIINKLKMEDSQTYICELENRKEEVELWVFEFRVTEFSPGTSLLQGQSL 120
AABS1309.1 ADSRRSLWDOGNFPLIITRKNLKIEDSDTYICEVEDQKEEVQLLVEFGLTANSDTHLLQGRSL. 113
AKMSS886.1 IDSKKSSWDRGSFPLIIKNVQVEDSETYICEVERKKEEVELQVEGLTASPDTNLLQGRSIL, 114
Az Kk AAkAkA Az iiiAAAk AKAAAKA KR hAAA: A Ak K K AAAAEAEK
AAN37402.1 TLTLPSNSKVSNPLTECKHKKGKVVSGSKVLSMSNLRNQODSDEFWNCTVTLDQRKKNWEGMT 180
AABS51309.1 TLTLESPPG-SSPSVQCRSPRGRKNIQGGKTLSVSQLELQDSGTWTCTVLONQRKRKVEFKID 172
AKMSS5886.1 TLTLESPPG—SSPSVECTSPRGKRIQGMKNLSVSQLEEQDSGTWKCTVSQR—PELLFKIN 172
e *_x .= SEx - x ok xm -k -x lxxx | x_ xaxx - = -
AAN37402.1 LSVLGFQSTAITAYKSEGESAEFSFPLNFAEE-—NGWGELMWKAEKDSFFQPWISFSIKN 238
AABS1309.1 IVVLAFQKASSIVYKKEGEQVEFSFPLAFTVEKLTGSGELWWQAERASSSKSWITEFDLKN 232
AKMS5886.1 VVVLAFQOASSTVYKKEGEQVEFSFPLAFAAEKLTGSGELCWQAEKASSSKSWISFEFNLTS 232
s xx _xx_ - o- e T T _x AAx k- Ak * R
AAN37402.1 KEVSVQOKSTKDLEKLOLKETLPLTLRKIPQVSLOFAGSGNLTLTLD-—KGTLHQEVNLVVMK 296
AABS1309.1 KEVSVKRVTQDPKLOMGKKLPLHLTLPQOALPOQYAGSGNLTLALEAKTGKLHQEVNLVVMR 292
AKMS5886.1 QEVCVKVVTOQDPRKLRMGKKLPLHLTLPOQALPOYAGSGNFTLALKGKTGKLHQRKVNLVVMR 292
SEx_x - *ox EEk o2 2 EEE K- EE oA EEEE Ak - x| Lk A EE A A EE AL -
AAN37402 .1 VAQINNTLTCEVMGPTSPKMRLTLKQENQEARVSEEQRKVVQVVAPETGLWQCLLSEGDKV 356
AABS1309.1 ATQLOKNLTCEVWGPTSPKLMLSLKLENKEAKVSKREKAVWVLNPEAGMWQCLLSDSGQOV 352
AKMS5886.1 ATQLONNLTCEVWGPTSPRKLMLSLKLENQEAKVSKQERKAVWVLNPEAGVWQCLLSDSGQV 352
sk k. KA AAE AAAEAKX: Fokk EX -k koKX K- _ Kk _K* *: Krk.xk-krxE A _ _ - *
AAAN37402.1 KMDSRIQVLSRGVNQ————— 371
AABS1309.1 LLESNIKVLPTWSTPVQPM— 371
AKMSS5886.1 LLESKVEVLPTWSPPVQPMA 372
N

Figura 8: Alineamiento de CD4. Alineamiento de la secuencia predicha para uno de los dos epitopes de
la proteina CD4 de Aotus nancymaae (segunda fila), comparandola con la secuencia en Mus musculus
(primera fila) y Homo sapiens (tercera fila), buscando el grado de homologia e identidad (37%) para el
disefio de la secuencia peptidica. En el recuadro se observa la secuencia de uno de los epitopes predichos
para la proteina.

CD19
EDL17351.1 RPOKSLLVEVEEGGNVVLPCLPDSSPVSSEKLAWYRG-NQSTPFLELSPGSPGLGLHVGS 59
XP_012320028.1 -=-=EPRLVKVEEGDDAVLLCLEETSHDPAQQLVWWRESSSLEPFLKLTLGLPGLGIHVGP 57
NP_001171569.1 ==EEPLVVKVEEGDNAVLQCLKGTSDGPTQQLTWSRE-SPLKPFLKLSLGLPGLGIHMRP 57
- . :ﬁ:**k*':'** * ok :* :::*.* * = ***:*: * *i**:*:
EDL17351.1 LGILLVIVNVSDHMGGFYLCQKRPPFKDIWQPAWTVNVEDSGEMFRWNASDVRDLDCDLR 119
XP_012320028.1 WGIWLFIFNVSHOMGGFYLCQPGPPSEKPWQPGWTVSVEGSGELFRWNASDLGGRGCGLE 117
NP_001171569.1 LAIWLFIFNVSQOMGGFYLCQPGPPSEKAWQPGWTVNVEGSGELFRWNVSDLGGLGCGLK 117
.* k'*.iik.:ik***iik * ok 8 ik*.k**.kk.*&*:*‘k&(*'k*: 3 '*_*.
EDL17351.1 NRSSGSHRSTSG----SQLYVWAKDHPKVWGTKPVCAPRGSSLNQSLINQDLTVAPGSTL 175
XP_012320028.1 NRSSEGPSSPSGNLMSSQLYIWAKDRPKIWEGEPPCGPLRDSLNQTL-SQDLTMAPGSTL 176
NP _001171569.1 NRSSEGPSSPSGKLMSPKLYVWAKDRPEIWEGEPPCLPPRDSLNQSL-SQDLTMAPGSTL 176
Kk ok ok . * * ok :*i‘:k*ii:*::* :* * * '****:'k .it**:A*****
EDL17351.1 WLSCGVPPVPVAKGSISWTHVHPRRPNVSLLSLSLGGEHPVREMWVWGS LLLLPQATALD 235
XP_012320028.1 WLSCGVPPDSVSRGPLSWTHVRPKETNFSLLSLELKDNHPARDMWVMEKGLLLPQATAQD 236
NP_001171569.1 WLSCGVPPDSVSRGPLSWTHVHPKGP-KSLLSLELKDDRPARDMWVMETGLLLPRATAQD 235
Kok ke ok ok ok ok ok *::* :*****:*: i****.* .::*.*:*** ” ****:*** *
EDL17351.1 EGTYYCLRGNLTIERHVKVIARSAVWLWLLRTGG======= 269
XP_012320028.1 AGKYYCHRGNLTISWHLEITARSALWHWLVRTGGWKVPAVT 277
NP_001171569.1 AGKYYCHRGNLTMSFHLEITARPVLWHWLLRTGGWKVSA-- 274

Figura 9: Alineamiento de CD19.

Alineamiento de la secuencia predicha para uno de los dos epitopes de la proteina CD19 de Aotus
nancymaae (segunda fila), comparandola con la secuencia en Mus musculus (primera fila) y Homo sapiens
(tercera fila), buscando el grado de homologia e identidad (59%) para el disefio de la secuencia peptidica.
En el recuadro se observa la secuencia de uno de los epitopes predichos para la proteina.
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Figura 10: Alineamiento de CD45R0. Alineamiento de la secuencia predicha para uno de los dos epitopes
de la proteina CD45R0O de Aotus nancymaae (segunda fila), comparandola con la secuencia en Mus
musculus (primera fila) y Homo sapiens (tercera fila), buscando el grado de homologia e identidad (14%)
para el disefio de la secuencia peptidica. En el recuadro se observa la secuencia de uno de los epitopes
predichos para la proteina.

Tabla 1: Secuencia de epitopes predichos y seleccionados por cada proteina.

Proteina Secuencia

CD27A KECTECDPPPDTLLTTQLSKALDPHLQ

CD27 QLPAPTPSTHWPAQRSLCSSD

CD19%A CGLENRSSEGPSSPSGNLMSSQLYIWAKDRPK
CD19 CQPGPPSEKPWQPGWTVSVEGS

CD4A ESPPGSSPSVECTSPRGKRIQGMKTLSVSQLE
CDh4 VVVLAFQQASSTVYKKEGEQV

CD45R0O ENPTSPTDSHASETITLSPSGSSAHS

Epitopes predichos in silico de cada una de las proteinas de membrana en el reconocimiento de las
células de memoria (dos por cada una de las proteinas, con excepcion de CD45R0).
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6.2 Objetivo 2: “Determinar la capacidad inmunogénica de los péptidos

seleccionados”

6.2.1 Sintesis de las secuencias peptidicas

Las secuencias de epitopes seleccionados (Tabla 2) se sintetizaron quimicamente
por el grupo funcional sintesis quimica de la Fundacion Instituto de Inmunologia de
Colombia (FIDIC), mediante el sistema de fase solida multiple usando la aproximacién
de ter-butoxycarbonyl (t-Boc) (Houghten, 1985). Los péptidos se hidrolizaron con
TFA/TIS/H20 (95%/2,5%/2,5%), siendo purificados mediante RP-HPLC, con posterior
liofilizacion y analisis mediante espectrometria de masas (Maldi-TOF) para confirmar
su peso molecular. Adicionalmente, se realiz6 dicroismo circular (que es una
aproximacion de la composicion estructural de las proteinas en disposicion de las
hojas alfa, beta hélices y polipropinil); el espectro se registré a 20°C utilizando un
espectropolarimetro Jasco J-815 acoplado a un sistema Peltier PFD-425S para el
control de la temperatura. Se utilizaron soluciones de péptido en 0,1 mg/mL en
diferentes porcentajes de 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) (Roccatano, Colombo, Fioroni, &
Mark, 2002). Los espectros se recogieron de 195 a 260 nm, utilizando una celda de
cuarzo de 1 mm (los parametros utilizados fueron: velocidad de exploracién de 100 nm
/ min), el tono de datos 0,2 nm, la respuesta 2s, 1 nm ancho de banda y 3 scans).

Como resultado de la sintesis quimica de la secuencia peptidica de los epitopes de
interés, fueron entregados dos péptidos en estado liofilizado (lo que nos permite
inmunizar con dos epitopes diferentes, mejorando las probabilidades de obtener una
respuesta adecuada) por proteina de membrana (CD27, CD27A, CD19, CD19A, CD4,

CD4A), con excepcion de CD45RO0, para el cual se recibié un solo péptido.

Proteina Péptido Secuencia

CD27AAo0na 39852 KECTECDPPPDTLLTTQLSKALDPHLQ
CD27Aona 39853 QLPAPTPSTHWPAQRSLCSSD

CD19AA0Na 39854 CGLENRSSEGPSSPSGNLMSSQLYIWAKDRPK
CD19Aona 39855 CQPGPPSEKPWQPGWTVSVEGS

CD4AAona 39856 ESPPGSSPSVECTSPRGKRIQGMKTLSVSQLE
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CD4Aona 39857 VVVLAFQQASSTVYKKEGEQV

CD45ROA0Nna 39858 ENPTSPTDSHASETITLSPSGSSAHS*

Tabla 2: Secuencia de péptidos sintetizados por cada proteina.
Secuencia final del disefio de péptidos “in silico” mediante el uso de las herramientas bioinformaticas
TMHMM, SignalP e IED. Estos péptidos fueron sintetizados para la inmunizacién de los ratones.

6.2.2 Acople de los péptidos a las proteinas “Carrier”.

Teniendo en cuenta que los péptidos, debido a su menor peso molecular, son pobres
inmundgenos, es necesario acoplarlos a proteinas portadoras para una adecuada
respuesta de anticuerpos especificos en el animal. Por ello, previo a la inmunizacién
del modelo murino con las secuencias de epitopes sintetizadas quimicamente, se
realizd el acople de las secuencias obtenidas, con la proteina “carrier” KLH (keyhole
limpet hemocyanin) (Sigma Aldrich cat: H7017) usando glutaraldehido como agente
acoplante. Los péptidos fueron resuspendidos en PBS a una concentracion de 5
mg/mL, luego se le adicion6 KLH en adecuada relacion molar. La mezcla se colocé en
agitacion constante en rotor vertical, posteriormente se incubd por una hora a
temperatura ambiente con la adicion de glicina 1M para obtener una concentracion
final de 200mM (pH 7,2), seguido de agitacion por una hora. La separaciéon del
conjugado péptido-proteina “carrier” del péptido libre se realizé mediante dialisis por
membrana en PBS a 4°C durante toda la noche en agitacién constante. La suspension
producto de la dialisis con cada una de las secuencias peptidicas acopladas al KLH

se almaceno en viales de 2 mL para su utilizacion en la inmunizacion de los ratones.

6.2.3 Protocolo de Inmunizacién de los ratones

Para este estudio, se utilizaron 21 ratones BALBc hembras destetas (3 por cada

péptido). Con el fin de obtener el suero pre-inmune, mediante puncién de la vena facial,

se realizé una sangria previa a la primera inmunizacién. La formulacién se preparé en

una proporcion de 30 pg/50 pL de conjugado en PBS mas 50 uL de Sigma Adjuvant

System® (Monophosphoryl Lipid A y Trehalose Dicorynomycolate - squalene) (Sigma

Aldrich cat: S6322). Cada raton se inmunizé en una oportunidad inicial via subcutanea
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y las dos posteriores por via intraperitoneal con un intervalo de 14 dias (Figura 11).
Para obtener los esplenocitos necesarios para la fusion de células, un mes después
de la Ultima inmunizacion, los ratones fueron inmunizados con el péptido sin adyuvante
en los dias -5 y -4 antes de la eutanasia, para lo cual los ratones fueron anestesiados
con Ketamina + Xilacina® y posteriormente eutanasiados mediante dislocacion

cervical.

Inmunizacién  Inmunizacién Inmunizacién
Subcutanea Intraperitoneal Intraperitoneal

Boosting (iv)

Figura 11: Protocolo de inmunizacion.

Protocolo de inmunizacién de los ratones con las secuencias de epitopes acopladas a KLH (3 ratones
por cada secuencia peptidica) durante la semana 0,2,6 con un boosting 5 dias antes de la eutanasia
para la esplenectomia.

6.2.4 Valoracion de la Inmunogenicidad

Para escoger el ratbn con mejor respuesta con el fin de hacer la fusion para la
obtencion del hibridoma, la reactividad de cada uno de los sueros generados frente a
cada uno de los epitopes de los Cluster de Diferenciacion (CD), fue analizada después
del dia catorce de la segunda inmunizacion mediante ensayos de ELISA, usando
placas Nunc Maxisorp (BioLegend, Cat: 423501) de poliestireno de 96 pozos de fondo
plano. Las placas fueron cubiertas con los péptidos sintetizados a razon de 1 ug/pozo.
En cada pozo se coloco el suero de los ratones (1:100 en PBS con leche descremada
5%), las placas fueron incubadas por dos horas a 22°C. Los anticuerpos especificos
fueron detectados usando IgG anti-ratbn conjugado a fosfatasa alcalina (Sigma
Aldrich, Cat: SAB3701085) como segundo anticuerpo, la reaccion fue revelada
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utilizando como sustrato fosfatasa alcalina (P-nitrofenil fosfato). Se consideraron como
positivos aquellos valores superiores al promedio de la reactividad del suero pre-
inmune, mas dos desviaciones estandar.

Para el analisis por citometria de flujo (FACS), se usaron los anticuerpos obtenidos
contra las proteinas marcadoras (CD) de células de memoria de Aotus spp. Para ello,
los sueros de los ratones fueron incubados por dos horas a temperatura ambiente con
las células de Aotus spp, seguido de la incubacion con anticuerpos anti-ratén
producidos en cabra conjugados a fluoresceina isotiocianato (FITC) (Thermo Fisher,
Cat:62-6511), como anticuerpo secundario para revelar la reaccion. El anticuerpo ya
marcado fue incubado por treinta minutos a 4°C y la poblacion que fue reconocida por
el anticuerpo (desplazamiento de la poblaciébn con respecto al isotipo y un
reconocimiento de la poblacion marcada —doble pico- en el histograma) fue analizada
usando el equipo de citometria FACSCanto Il (BD, Biosciences) y el software FlowJo
V10.

Los resultados de los ensayos de ELISA y de citometria de flujo realizados con los
sueros obtenidos luego de la segunda inmunizacion revelaron una respuesta inmune
compleja con produccion de anticuerpos ante la exposicion a los péptidos sintéticos
cuyos titulos para CD27A, CD19, CD4, CD27, CD4A y CD45R0O se presentan en la
Figura 12. La reactividad (desplazamiento de la poblacién en el histograma, a la
derecha del punto de corte de 10%) determinada por citometria de flujo cuando el suero
del raton se enfrentd a los leucocitos de Aotus spp. fue de 36,1% para CD27A, 35.7%
para CD27, 12,6% para CD19A, 43,6% para CD19, 26,6% para CD4A, 38,7% para
CD4, y 28,8% para CD45R0O (Figura 13).

Para la fusion de las células del bazo con las células de mieloma (PAI), con base a las
mejores reactividades alcanzadas por citometria, se seleccionaron los ratones
CD27.6, CD19.12, CD4.16 y CD45R0.21.
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Figura 12: Resultados por ELISAS de la reactividad a la inmunizacion. Panel A, resultados de las
absorbancias épticas (405 nm), en el tamizaje por ELISA Indirecto de la produccién de anticuerpos anti-
péptidos en los ratones inmunizados (3 ratones por cada secuencia peptidica). Panel B, representacion
grafica de los resultados de cada una de las inmunizaciones comparados con los valores obtenidos de
los sueros preinmunes.
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Figura 13 : Resultados por Citometria de flujo de la reactividad a la inmunizacién. Reconocimiento de
las células mononucleares de Aotus spp. con los sueros de raton inmunizados ante las diferentes
secuencias peptidicas posterior a la segunda inmunizacién (CD27A (raton 2), CD27 (raton 6), CD19A
(ratén 12), CD19 (ratén 9), CD4A (ratdén 16), CD4 (raton 18), CD45RO0 (ratén 21)).

SSC-A (complejidad), FIT-C (Isotiocianato de fluoresceina).
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6.3 Objetivo 3: “Producir anticuerpos monoclonales que reconozcan las

células de memoria de Aotus spp.”

6.3.1 Produccion de Anticuerpos Monoclonales (mAbs)

Se cultivaron células de mieloma (PAI, que no produce anticuerpos), donadas por el
Doctor Gerd Pluschke del Swiss Tropical Institute, hasta alcanzar una concentracion
de veinte millones. Para la fusion, las células se mezclaron en una proporcion de 1
célula de mieloma por cada 5 de bazo mediante el uso de polietilenglicol (peso
molecular 1.400-1.800, Sigma Aldrich cat: 10783641001). En placas de 96 pozos, los
hibridomas fueron cultivados con medio de Hipoxantina, Aminopterina y Timidina
(HAT) con suero fetal bovino (FBS) 20% a una concentracion de 1°000.000 de
células/ml, las células fueron incubas durante 16 dias a 37° en una atmésfera con CO2
5%. El primer dia de la fusion se pueden ver al microscopio de luz las células hibridas
con citoplasma grande acompafiada de células localizadas adyacentes a la membrana
celular. Aproximadamente en el décimo dia posterior de la fusion, se observan gran
cantidad de detritos celulares producto de la incapacidad de las células de mieloma 'y
esplenocitos de sobrevivir en el medio selectivo (HAT). Ya posterior al dia 15 se
empiezan a observar tanto microscopica como macroscopicamente la formacion de
las lineas clonales en el fondo de las placas (Figura 14 y 15).

La seleccion de los clonos, se realiz6 por citometria de flujo analizando los
sobrenadantes de los hibridomas contra células de Aotus spp y aquellos que
presentaron un reconocimiento de la poblacién con el anticuerpo, evidenciado en el
histograma como un doble pico bien diferenciado de la poblacién control con
desplazamiento de la poblaciéon mayor a 103, fueron seleccionados. Los hibridomas
positivos, fueron clonados por la técnica de dilucion limite y su reactividad se volvio a
valorar por citometria bajo los mismos criterios anteriores. Aquellos que presentaron
alta especificidad y alta afinidad, se escogieron para ser marcados con fluorocromos.
Este procedimiento fue implementado para cada una de las secuencias peptidicas
sintetizadas para CD19, CD27, CD4 y CD45R0O.
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Figura 14: Fusion de los hibridomas. Fotografia de las células de mieloma fusionadas con los linfocitos
B del bazo de ratdn (hibridoma), durante su 1°, 10° y 20° dia hasta la formacién clonal y proliferacion
celular para la produccion de anticuerpos.

Figura 15: Identificacién de Clonos. Identificacién macroscdpica en placa de 96 de los grupos celulares
con expansion clonal que son productores de anticuerpos, donde se observa cambio en la coloracion
del medio y el clon proliferando en el fondo del pozo.

Luego de la fusion y selecciéon de los clonos, se obtuvo para la proteina de CD19 un
total de 417 clonos probados mediante FACS, de los cuales, los que presentaron
mayor reactividad fueron CD194G12A3G3, CD193C7C11B2, CD193C763H4F4 y
CD194G12G2D5, donde por pruebas de reconocimiento de poblaciones celulares por
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citometria de flujo, se seleccion6 el clon 4G12A3E3. El cultivo celular se amplio con el
fin de obtener méas de dos litros de sobrenadante que contuviesen este anticuerpo. El
anticuerpo de interés contenido en el sobrenadante, fue purificado por cromatografia
de afinidad con columnas de proteina G Hi Trap (GE Healthcare Life Science; cat:
17040401) marcado segun la recomendacion de la casa comercial y concentrado con
Amicon® Ultra-4 (Sigma-Aldrich, Cat: Z740186) de 100.0000 KDa, llegando a obtener
concentraciones de 2mg/mL.

En la produccién de clonos anti-CD4 se probaron 354 lineas celulares de las cuales,
la de mejor respuesta fue CD45H3D10; éste fue purificado marcado y concentrado
para ser posteriormente marcado.

Para la proteina de CD27 se obtuvieron 760 clonos, de los cuales los que mostraron
mejor reconocimiento de las células B de memoria fueron CD275F11C11,
CD275E9D4, CD272F7F9 y CD272F7F1. De todos ellos, el que demostr6 mejor
reconocimiento de la poblacion de interés fue CD275F11C11, el cual se purifico y
concentro.

Para la obtencidn de los anticuerpos que reconocieran los epitopes de las proteinas
de CD45RO0, se evaluaron en total 213 clonos, de los cuales posterior a varios ensayos
de clonacién repetida se selecciond la linea celular madre 5H3 con un reconocimiento
del 19% de la poblacion de interés, el anticuerpo monoclonal CD45R0O3A8G1 presentd
mejor reconocimiento por lo cual se produjo en cultivo celular, se purifico y concentré
(Figura: 16).

En total, tras la inmunizacién de los ratones, se produjeron 1.746 anticuerpos
monoclonales, de los cuales, por cada una de las proteinas, sélo un anticuerpo fue
seleccionado para continuar con la caracterizacion de las poblaciones celulares de
linfocitos.

Los anticuerpos monoclonales producidos fueron probados con células de Aotus spp.
(A) y de humanos (B) (Figura 17). En la evaluacion del anticuerpo CD275f11C11 no
reconocié adecuadamente las células de humano (4,61% de la poblacion), mientras
que CD194G12A3G3 las reconocié en un 31,5%, CD45H3D10 en un 24,1% vy
CD45R03A8G1 en un 22%. Como control positivo en este experimento se usaron

anticuerpos monoclonales comerciales, los cuales no lograron reconocer las células
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de Aotus spp. para CD27 (2,45% de la poblacion), CD19 (0,11% de la poblacion) y
CD45R0 (2,67% de la poblacion). Esto confirmd que los anticuerpos anti-humano

comerciales no tienen la capacidad de reconocer las poblaciones de células con los

marcadores CD27, CD19 y CD45R0O en Aotus spp.
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Figura 16: Evaluacion de la reactividad inicial de los monoclonales. Reactividad en el reconocimiento
de las poblaciones de células mononucleares de Aotus con los sobrenadantes de los hibridomas
productores de anticuerpos deseados (CD27, CD19, CD4, CD45R0O), FIT-C (lIsotiocianato de
fluoresceina). En la parte inferior de la figura se identifica el reconocimiento de las poblaciones de
interés con cada uno de los anticuerpos monoclonales producidos para cada clister de diferenciacion.
En el lado izquierdo de la grafica se identifica el isotipo, contra el cual se comparo la identificacion de

las poblaciones.
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Figura 17: Evaluacion de la reactividad de los monoclonales producidos con anticuerpos comerciales.
Se evaluo la reactividad de anticuerpos comerciales anti-humano contra células de Aotus spp. y células
de humano (control positivo). En el panel B, se evidencia el reconocimiento de las poblaciones celulares
al ser usados anticuerpos monoclonales comerciales en células de humanos. En el panel A, se
evidencia el reconocimiento de esas mismas poblaciones, pero en células de Aotus spp. con el uso de
anticuerpos comerciales. En el panel C, se observa el reconocimiento de los anticuerpos monoclonales
CD45H3D10, CD275F11C11, CD45R03A8G1ly CD194G12A3G3 en células humanas. CD19 y CD27
anti-humano no presentaron un reconocimiento de las poblaciones de interés en células de Aotus.

6.3.2 Marcaje y determinacion de las concentraciones 0ptimas de los anticuerpos

Monoclonales

Los anticuerpos monoclonales 5F11C11 (CD27) y 3A8G1 (CD45R0) fueron marcados
con Pacific Blue Succinimidyl Ester (Thermo Fisher Scientific; Cat: P10163), 5SH3D10
(CD4) con isotiocianato de fluoresceina isomero | (FITC) (Sigma Aldrich, Cat: F7250)
y 4G12A3G3 con rodamina B (Sigma Aldrich, Cat: 283924), siguiendo las

instrucciones dadas por cada una de las casas comerciales. En algunos casos se
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marco el anticuerpo monoclonal producido con dos tipos diferentes de fluorocromos
con el fin de tener la posibilidad de hacer los ensayos de doble marcaje para

comprobar el reconocimiento poblacional (Figural8).
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Figura 18: Marcaje de anticuerpos monoclonales producidos. Se marcé el anticuerpo monoclonal
CD45H3D10 con dos fluorocromos diferentes (PerCP y FITC), mostrando un adecuado reconocimiento
de la poblacién celular de interés, ya sea en el dispersograma (Q2-1) o por histograma donde se
evidencia la formacion de una doble poblacién, (desviacién de la poblacién a la derecha mayor de 10
%). También se puede apreciar la evaluacién de la reactividad de las lineas celulares derivadas del clon
original (CD45H3D10B2 Y 5H5H3D10C2).

Una vez los anticuerpos monoclonales fueron obtenidos se marcaron con los
diferentes fluorocromos. Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de
Aotus spp sanos, fueron separados mediante gradiente de densidad (Ficoll-Paque) y
luego evaluados por citometria de flujo para realizar la titulacion de los anticuerpos.
Como controles positivos se usaron los anticuerpos comerciales anti-CD19 FITC, anti-
CD14 PE y anti-CD4 PerCP, como control negativo se tomaron las PBMCs de los
Aotus spp. sin ningun anticuerpo (Figura 19).

En la titulacién del anticuerpo monoclonal anti-CD45H3D10 marcado con FITC, se
determindé como concentracion 6ptima 1,5 pg/mL, ya que como se observa en el
histograma (ventana P3), hay una adecuada identificacion de una segunda poblacion
bien definida (doble pico), que corresponde a los linfocitos que fueron reconocidos
para la proteina de interés por el anticuerpo monoclonal (Figura 20). Asi mismo, se
determind que la concentracidén éptima del anticuerpo anti-CD194G12G2D5 fue de 25

pg/mL (Figura 21).
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Figura 19: Utilizacién de anticuerpos monoclonales comerciales como controles.

Controles positivos con anticuerpos monoclonales antihumano (anti-CD19, anti-CD14, anti-CD4), lo
mismo que controles negativos con los leucocitos de Aotus Spp, en la determinacion de las
concentraciones optimas de los anticuerpos producidos y marcados para identificar células de memoria
de Aotus.
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Figura 20: Concentracion 6ptima para CD45
Determinacién de la concentracion optima de reconocimiento del anticuerpo monoclonal anti-
CD45H3D10 marcado con FITC.
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Figura 21: Concentracion o6ptima para CD19. Determinacién de la concentracion optima de
reconocimiento del anticuerpo monoclonal anti-CD194G12G2D5 marcado con Biotina.

Con el fin de diferenciar las lineas celulares, las PBMCs de Aotus spp. fueron

doblemente marcadas con anticuerpos que reconocieran linfocitos de memoria, por lo
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gque se wusaron los anticuerpos marcados con Pacific-Blue (CD45R0O%)
simultdneamente con FITC (CD4*); esto llevo al reconocimiento del 36.4% de la
poblacién de CD4* de la poblacion total de linfocitos y del 45.7% en el reconocimiento
de los linfocitos CD45RO"*, también se pudo determinar la poblacion doblemente
marcada tanto para CD4* como para CD45R0O*, la cual correspondi6 al 16.3% del total
de la poblacion.

En el caso de los linfocitos B de memoria, también se realiz6 el doble marcaje
determinando que los anticuerpos marcados con Pacific Blue (CD27*) identificaron un
28,3% de la poblacion de PBMCs de Aotus spp. y para CD19* (marcado con PE), un
reconocimiento del 18,9% de la poblacién de linfocitos. El doble marcaje (CD27* con
CD19") identific6 un 16% del total de la poblacion de los linfocitos (Figura 22).
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Figura 22: Doble marcaje de anticuerpo en células de Aotus. En el panel A, las células T CD4* son
marcadas con CD45H3D10-FITC y CD45RO3A8G1-Pacific Blue. En el panel B, las células B son
marcadas con CD194G12A3G3-PE y CD275F11C11-Pacific Blue. La columna de la izquierda muestra
el analisis con el doble marcaje; la columna del medio y de la derecha muestra el reconocimiento de los
marcadores de manera separada.
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6.4 Objetivo 4: Determinar lareactogenicidad de los anticuerpos monoclonales

producidos

6.4.1 Reactividad de los anticuerpos producidos contra las proteinas de Aotus

spp.y de humano.

Con el fin de confirmar la reactividad de los anticuerpos producidos contra cada uno
de los cluster de diferenciacion (CD27, CD19, CD4 y CD45R0), las células de
humanos, asi como las de Aotus spp. se incubaron con los anticuerpos monoclonales
producidos y con anticuerpos comerciales (anti-human CD27-Pacific Blue (BioLegend,
Cat: 0323); anti-human CD4-PerCP (BD Biosciences, Cat:347324); anti-human
CD45RO-PerCP (BD Biosciences, Cat: 555494; y anti-human CD19-FITC (BD
Biosciences, Cat: 340864)). Para ello, tanto los anticuerpos monoclonales producidos
como los comerciales fueron incubados durante 30 minutos por separado con las
células a 4°C; la lectura se realiz6 por citometria y los datos fueron analizados usando
el software FlowJo version 10.

Para determinar si el anticuerpo monoclonal reconocia adecuadamente su proteina
diana, las células de Aotus spp. fueron marcadas con el anticuerpo monoclonal
CD45H3D10y con el anticuerpo comercial anti-CD4 humano, el cual reconocio el 28%
(doblemente positivo), el monoclonal CD45H3D10 reconocio el 4% del total de la
poblacion no reconocida por el anticuerpo anti-humano. Dicha reactividad puede
haberse debido a que algunos monocitos tienen receptores que se unen a la regiéon
cristalizable (Fc) del fragmento de los anticuerpos.

Las células humanas fueron marcadas con el anticuerpo monoclonal CD194G12A3G3
y CD19 comercial (anti-humano), asi como con el monoclonal CD45RO3AGL1 y
CD45RO0 (anti-humano). En el caso de CD19, la subpoblacién celular de linfocitos fue
identificada por ambos anticuerpos (30,8%), y al colocar el anticuerpo comercial en la
identificacién de la poblacién logré reconocer un 48,6 de la misma; de otra parte el
CD19 producido reconocié un 31,5% de la poblacién de linfocitos. El anticuerpo
monoclonal CD45R0O3A8G1 reconocio el 22% de la poblacion de linfocitos humanos,

sin embargo, la reactividad del anticuerpo disminuy6 al 8,73% cuando el anticuerpo
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fue usado en combinacion con el anticuerpo comercial CD45 anti-humano (Figura 23).
Esta situacion podria explicarse ya que el anticuerpo comercial puede tener un mayor
nivel de afinidad por el CD45R0O que el anticuerpo CD45R0O3A8G1. Es sabido que el
anticuerpo comercial UCHL1 se une al CD45RO de manera dependiente de la
glicosilacion de los aminoacidos, especialmente de la asparagina 174 y la serina 176
codificadas cerca de la unién del exén 3 y el exén 7. El acido sialico también es
necesario para la reactividad de este mAb comercial (Pulido, Schlossman, Saito, &
Streuli, 1994).
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Figura 23: Confirmacion indirecta de la reactividad del anticuerpo monoclonal en el reconocimiento de
los marcadores celulares. En el panel A se muestran células de Aotus doblemente marcada con
CD45H3D10-FITC y un anticuerpo comercial Anti-CD4-PerCP. En el panel B se muestran células
humanas doblemente marcadas con CD4G12A3G3-PE y un anticuerpo comercial anti-CD19-FITC; por
ultimo, en el panel C se muestran células de humano marcadas con CD45R0O3A8G1-Pacific Blue y el
anticuerpo comercial anti-humano CD45RO-PE Cy5. La columna de la izquierda corresponde a las
células doblemente marcadas, mientras que las columnas del medio y de la derecha muestran el
reconocimiento de los marcadores de manera separada.
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6.4.2 Identificacion de la proteina de interés reconocida por el anticuerpo

monoclonal.

Un miligramo de cada uno de los anticuerpos monoclonales producidos fue purificado
para realizar inmunoprecipitacion y asi identificar el reconocimiento de la proteina de
interés por parte del anticuerpo monoclonal. Para esto, el anticuerpo fue
covalentemente unido con perlas de cyanogen-bromide (CNBr)- Sefarosa activada
siguiendo las indicaciones de la casa comercial (GE Healthcare). Mediante gradiente
de densidad usando Ficoll-Hypaque®, 67 millones de PBMCs de Aotus spp. fueron
aisladas y posteriormente lisadas usando el buffer de extraccion y lisis RIPA (Sigma-
Aldrich, Cat. R0278). Las proteinas de membrana obtenidas en el sobrenadante fueron
incubadas durante toda la noche con el anticuerpo acoplado a las perlas de Sefarosa.
La proteina que fue reconocida por el anticuerpo monoclonal se eluyé con TFA (acido
trifluoroacético) al 0,1%. La elucién de la lisis de proteinas se corri6 en un gel de
poliacrilamida al 8% con el fin de identificar la banda de la proteina de interés a la
altura deseada (peso en KDa) (Figuras 25 y 26). El gel fue tefiido con Coomassie
Coloidal (Sigma-aldrich, Cat: B0770), la banda fue cortada y en enviada para

secuenciacion por espectrometria de masas Ms/Ms (Figura 24).
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Figura 24: Esquema completo para la obtencion de la banda por inmunoprecipitacion en gel. Inicia con
el reconocimiento por citometria del anticuerpo monoclonal de interés, luego se procede a obtener del
sobrenadante de cultivo, la concentracién del anticuerpo requerido, por lo que se recupera por
cromatografia por afinidad (proteina G). El anticuerpo es concentrado y acoplado a perlas de proteina
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A para inmovilizar la proteina de interés (lisado de proteinas de membrana de Aotus) y poder ser eluida
e inmunoprecipitada en un gel de poliacrilamida. Se obtiene la banda al peso esperado de la proteina

para ser enviado a secuenciar por espectrometria de masas.

CD19 CcD19 CcD27 CcD27
4G12A3B3  3C7G3H4F4 2F7F9 2F7F1

Figura 25: Obtencién de las proteinas de interés por IP.
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Inmunoprecipitacion y determinacion de las bandas de interés, de acuerdo a su peso molecular para
los mAbs CD194G12A3B3, CD193C7G3H4F4, CD272F79, CD272F7F11. Al lado derecho de la imagen
se observan los marcadores de peso molecular para cada una de las proteinas de interés.
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Figura 26: Obtencién de otras proteinas de interés para confirmar reconocimiento de los anticuerpos.
Inmunoprecipitacion de las proteinas que reconocen los anticuerpos CD45H3D10 y CD194G12A3G3,
con un kit comercial que permite la separacién especifica de las proteinas de membrana de las
citosélicas y su conformaciéon por Western blot (trabajo realizado por el grupo de espectrometria de
masas en City of hope - Beckman Research Institute).

Para conocer la secuencia de la proteina que esta identificando cada anticuerpo, se
siguid el protocolo de preparacion de muestras para MALDI por protedlisis en gel
(Beckman Research Institute- City of Hope, Dr. Kalkum), por lo que se procedié a
eliminar del gel el azul de Coomassie adicionando 50-100 pL de acetonitrilo (CH3CN)
/ 100 mM de bicarbonato de amonio (NH4HCO3) y puestos en agitacion constante a
4°C por al menos 2 horas, con posterior eliminacion del sobrenadante. Luego, se
procedio a la reduccion adicionando 15 pL de 10 mM de tris (2-carboxietinil) fosfine
(TCE- Sigman Aldrich, Cat: C4706) con bicarbonato de amonio (NH4HCO3) a pH entre
7,5y 8,0 a temperatura de 37° por al menos 30 minutos. Posteriormente, se realiz6 la
alquilacion de las bandas adicionando 20 pL de lodoacetamida en 100 mM de
bicarbonato de amonio (NH4HCOg3), esperando por una hora la reaccion en cuarto
oscuro a temperatura ambiente. Como ultimo paso, se realiz6 la digestion con tripsina
previa fragmentacion del gel en segmentos y adicion de 45 pL de H20 + 50 pL de

100mM de bicarbonato de amonio (NHsHCO3) + 1-2 uL de solucién de tripsina activada
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(50-100 ng de tripsina) y se incubd a 37° toda la noche en un rack de metal. Para su
extraccion, se adiciond6 10 pL de &cido férmico y se transfiri6 a un tubo de
espectrometria de masas. Para el andlisis predictivo de la secuencia de la proteina,
se uso el software analizador de datos para proteémica Peaks® 8.

La reactividad de CD45R0O3A8G1 con CD45RO0 fue confirmada por espectrometria de
masas. La huella peptidica y los datos de la espectrometria identificaron la isoforma

corta de CD45 para Aotus vociferans con una cobertura de secuencia de 27 péptidos.
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Figura 27: Resultado prediccion por Espectrometria de masas.
Tabla de resultados de la prediccion por el software donde se describe la probabilidad de que
corresponda a la proteina de CD45 de Aotus vociferans.

6.5 Consideraciones éticas

Este trabajo fue aprobado por el comité de Bioética de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A. Los
ratones fueron mantenidos conforme a lo indicado en la Ley 84 de 1989, a la
Resoluciéon 8430 de 1993 emitida por el Ministerio de Salud de Colombia y a la Guia
para el cuidado y uso de animales de laboratorio octava edicién (2011) del Instituto
Nacional de Salud de Estados Unidos (NIH) (National Research Council, 2011).
Ademas, se tuvo en cuenta lo estipulado por la Asociacion Americana de Medicina
Veterinaria (AVMA) en el panel de Eutanasia en junio de 2013 (AVMA (American
Veterinary Medical Association), 2013).
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7 DISCUSION

La enfermedad producida por parasitos del género Plasmodium sigue siendo un
enorme problema de salud publica en paises en vias de desarrollo, cobrando un
importante niumero de vidas (sobre todo en poblacion infantil), en donde se estima que
cada 30 segundos un infante muere a causa de malaria, lo que se traduce en
aproximadamente 3.000 muertes por dia (World Health Organization, 2018). Los
esfuerzos a nivel mundial en la busqueda de una vacuna efectiva como mecanismo
importante en el control de la enfermedad, se han visto limitados por la gran
variabilidad genética del parasito, asi como por los mecanismos de evasion a la
respuesta inmunoldgica que exhibe el agente causal. Otra de las limitantes, es el poco
acceso a un modelo de experimentacion Gptimo para la evaluacion de los candidatos
a vacuna, como paso previo al inicio de estudios en humanos.

Desde los afios ochenta, la Organizacion Mundial de la Salud ha recomendado el uso
del Aotus spp. dentro de los modelos de eleccion para estudios de enfermedades
como la malaria, sin embargo, la falta de herramientas de diagndstico inmunoldgico en
la deteccion, evaluacién y cuantificacion de la respuesta inmune durante los estudios
preclinicos de candidatos a vacuna, han sido una limitante importante al momento de
decidir cuales de los antigenos seleccionados generan una respuesta inmune que
amerite el inicio de estudios clinicos. Las citoquinas secretadas desde las células de
los sistemas inmunes de cualquier modelo, juegan un papel importante frente a la
infeccion, invasion, desarrollo y transmision de la enfermedad; es por esto que el
desarrollo de herramientas especificas en la deteccidén y cuantificacion de dichas
moléculas y mediadores inmunolégicos da informacién importante respecto a los
cambios fisiopatoldgicos e inmunoldgicos que ocurren durante la fase infecciosa en el
modelo primate no humano (NHP), lo mismo que en la evaluacion de la respuesta
inmunitaria derivada de inoculacion con candidatos a vacunas en el desarrollo de una

respuesta protectora contra la enfermedad .
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El desarrollo de reactivos contra antigenos de expresion en la diferenciacion de
linfocitos en el modelo de Aotus spp. ha sido lento si se compara con el progreso en
la obtencién de reactivos en humanos y en el modelo murino (Carvalho et al., 2003).
Debido a esas limitantes, los investigadores se han visto abocados al desarrollo de
reactivos especificos que tengan representacion en multiples especies, y es por ello
que los estudios de “reactividad cruzada” con anticuerpos monoclonales (mAbs), han
tomado ventaja de la homologia e identidad de las secuencias de ciertas proteinas
entre diferentes especies, convirtiéendose en una alternativa para la deteccion de
dichas moléculas en aquellos modelos experimentales que estan menos
caracterizados (Haverson et al., 2001).

En 2007, el estudio de Saalmuller y cols, determin6 un patrén amplio de reactividad
cruzada entre diversos anticuerpos monoclonales y antigenos de los Clusters de
Diferenciacion (CD) en diferentes especies (NHP, rumiantes, equinos, carnivoros,
conejos, conejillos de india, pollos y peces), indicando un alto grado de conservacion
en los epitopes de superficie de los linfocitos durante la evolucion para CD9, CD11,
CD14, CD18, CD21, CD29, CD44, CD45, CD49d; CD61, CD86, CD921 y CD172a
(Saalmuller & Aasted, 2007). En 2016, Hoglind y cols., realizaron una evaluacion
sistematica de los anticuerpos monoclonales humanos para la deteccién de interferén
gamma e interleuquina-2 en primates no humanos del viejo (mono rhesus, macaco
cangrejero, macaco cola de cerdo, mono verde africano, babuinos) y nuevo mundo
(Aotus spp., monos ardilla, titi comun), encontrando una panreactividad de los
anticuerpos monoclonales, con reconocimiento de estas citoquinas en todas las
especies de NHP, que fueron posteriormente analizadas en ensayos de captura y
citometria de flujo con células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) (Hoglind
et al., 2017).

En el presente estudio, se estan reportando cuatro nuevos anticuerpos monoclonales
producidos para el reconocimiento especifico de los antigenos de superficie (CD) en
la evaluacion de memoria inmunoldgica a largo plazo para linfocitos T (CD4*,
CD45R0") vy linfocitos B (CD19*, CD27*), a partir de PBMCs de Aotus nancymaae.
Los anticuerpos monoclonales anti-humano comerciales fueron valorados contra estas

proteinas de memoria, pero soélo el anticuerpo comercial SK3 reacciond frente al CD4
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de células de Aotus nancymaae; las otras tres proteinas no fueron reconocidas por los
anticuerpos monoclonales anti-humano. A pesar que el estudio de Daubenberger y
cols. en el 2001, reporta que el anticuerpo anti-humano CD45RO (UCHL1) reconocio
las células de Aotus nancymaae con una baja afinidad, en el presente estudio no se
logro reproducir este resultado. La pérdida de reactividad del anticuerpo monoclonal
CD45R03A8G1 contra células de humano con doble marcaje con el anticuerpo
monoclonal comercial UCHL1, se puede atribuir primero que todo a una diferencia en
la identidad de la secuencia (sélo un 58% de identidad) y /o a la falta de glicosilaciones
del péptido usado para la inmunizacién. Los anticuerpos producidos con prediccion de
epitopes B en marcadores de células de Aotus nancymaae, presentaron una
reactividad intermedia frente a las células de humanos, en el caso de los anticuerpos
CD194G12A3G3, CD45H3D10 y CD45R0O3A8G1. A pesar que el péptido de CD27
inoculado presentaba una identidad del 86% entre Aotus nancymaae y humano, el
monoclonal CD275F11C11 no reconocio las células humanas, por lo que se postula
que las sustituciones P173R, A175L y A181P pueden ser criticas en el reconocimiento
de la region hipervariable del anticuerpo en la union al CD27 humano.

Uno de los problemas asociados con los candidatos a vacunas es la induccion de
células de memoria de larga vida, por lo que son necesarias inmunizaciones repetidas,
las cuales llegan a ser un problema para los pacientes de zonas rurales dispersas de
paises en vias de desarrollo, donde el acceso a los centros de salud y hospitales es
dificil. En el desarrollo de vacunas, la evaluacion de la memoria inmunoldgica a largo
plazo es poco conocida. El presente trabajo permitid generar cuatro anticuerpos
monoclonales que permitiran valorar la respuesta a largo plazo, tanto de células T
como células B de memoria, en el modelo experimental de monos Aotus spp. Estos
nuevos reactivos seran de gran utilidad al momento de seleccionar candidatos a
vacuna antimalarica que generen respuestas protectivas de larga duracion,
permitiendo asi tamizar qué candidatos deberian continuar siendo evaluados en

posteriores estudios clinicos en humanos.
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8 CONCLUSIONES

Con este trabajo de investigacion en la produccién de anticuerpos monoclonales que
reconozcan células de memoria de Aotus spp. (CD275F11C11, CD45H3D100,
CD194G12A3G3, Cd45R0O3A8G1), se ha avanzado en el desarrollo de herramientas
inmunoldgicas que permitan la evaluacion cuantitativa de la respuesta inmune a largo
plazo del modelo que es propuesto para el estudio de una gran cantidad de
enfermedades que afectan a la especie humana, siendo la malaria una de las mas

importantes.

Como valor agregado, se pudo comprobar la reactividad cruzada de los anticuerpos
elaborados frente a células de memoria en humano, lo que los convierte en una

herramienta con doble propdsito.
Los anticuerpos monoclonales producidos seran de gran utilidad para completar el

“set” de herramientas requerido para la valoracién de la memoria inmunoldgica a largo

plazo en el modelo experimental de monos Aotus spp.
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9 PERSPECTIVAS

Se plantean como perspectivas del presente trabajo, el continuar con la evaluacién,
estudio y produccién de otras herramientas complementarias que permitan la
valoracion de la respuesta inmune a largo plazo, en particular, merece la pena iniciar
la produccion de anticuerpos monoclonales para otros marcadores celulares como
CD62L y CCRY.

La realizacién de otro tipo de ensayos funcionales, como la evaluacién de la
produccion de citoquinas in vitro mediante ensayos citométricos como los de CBA
(cytometric bead array), permitirdn obtener informacién valiosa, no sélo de la duracion
de la respuesta inmunologica, sino ademas del tipo de perfil de respuesta inducido
como, por ejemplo, la induccion de respuestas proinflamatorias tipo Thl, o de

produccion de anticuerpos neutralizantes como la mediada por un perfil Th2.
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Anexo 1 : Comité de ética.

Carta de aprobacion del proyecto como parte del macroproyecto “Evaluacién y caracterizacion de las
células dendriticas después de la estimulacién con péptidos sintéticos candidatos a vacuna frente a
Plasmodium falciparum encapsulados en microesferas”
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Abstract

Even though several malaria vaccine candidates are currently in clinical phase 2, and 3 trials, their mechanisms of immune
protection are not fully understood, and durations of vaccine protection are largely unknown. The Aotus monkey model has been
recommended by the World Health Organization for the study of malaria vaccine candidates because of strong similarities to
pathology and genetic background observed in humans. However, the lack of antibodies specific for molecular surface markers
of immune cells in Aotus have delayed advances in malaria research. Among commercial monoclonal antibodies (mAbs) for
human CD19+, CD27+ B cell and CD4+, CD45RO+ memory T cell molecular markers, only those of the clone SK3 recognized
Aotus CD4 T cells. Here, bioinformatics approaches were used to design antigenic peptides that correspond to the extracellular
regions of the membrane proteins CD19, CD27, CD4, and CD45RO, to produce mAbs. 1746 resulting hybridoma clones
recognized molecular surface markers of immune cells by flow cytometry and 30% of them bond to the synthetic peptide by ELISA.
The mAbs, CD194G12A3G3, CD275F11C11, CD45H3D10, and CD45R0O3A8G1 bound to 17.7%, 40.1%, 27.4 and 51% of the
Aotus’ PBMCs with high affinity (0100 ng/106 cells) but displayed only medium affinity to human cells (0300 ng/106 cells) in FACS
analyses. Double staining of B and T cells showed that the mAbs CD194G12A3G3 and CD275F11C11 recognized 15.9%, and
CD45H3D10 and CD45R0O3A8G1 bound to 20.6% of Aotus’ PBMCs, suggesting that the mAbs recognized membrane protein
markers of memory B and T cells. These mAbs are useful for the identification and tracking of memory cells in the Aotus model to
elucidate which human immune cells may mediate protection against malaria.

Introduction

The principle etiological agent of malaria is a parasitic protist of the genus Plasmodium. Completion of its life cycle requires
vertebrate or invertebrate hosts (1). The parasite has the capacity to infect a wide range of animals, including non-human primates
(NHPs), humans, reptiles, birds and rodents. The four main species that are recognized as human pathogens include Plasmodium
malarie, Plasmodium ovale, Plasmodium falciparum, and Plasmodium vivax. A fifth species that has emerged in recent years to
infect humans is Plasmodium knowlesi, which in the past was wrongly diagnosed as Plasmodium malarie, due to morphological
similarity (2, 3).

By estimation, 219 million cases of malaria occurred world-wide in 2017 (Cl 95% 203-262). The majority of these cases were
registered in Africa (92%), followed by Southeast Asia (5%), and the Eastern Mediterranean (2%). Within the same year,
approximately 435 thousand deaths resulted from malaria; with 93% of the fatalities in Africa alone. While a decreasing trend of
disease fatalities was observed for Africa, Southeast Asia, and the East Pacific, an increase in the malaria death rate was noted
in the Americas. The most prevalent parasite in sub-Saharan Africa was P. falciparum; responsible for 99.7% estimated malaria
cases in 2017. The population of infants below the age of five is by far most vulnerable to the infection, suffering up to 61% of
malaria-related deaths world-wide (266,000 cases). P. vivax is the second parasite most prevalent of infection in malaria with
global estimated of 3.4%. It is distributed at South-East Asia region (37% of cases), Eastern Mediterranean region (31%) and
predominant in the Americas region (74% of cases) (3).

There are no approved vaccines against P. falciparum and P. vivax, despite the research efforts of the last decades. RTS,S/AS01
is the only vaccine candidate that has advanced to phase-3 clinical trials. This vaccine contains a recombinant fusion protein that
consists of a part of the circumsporozoite protein (CSP) of P. falciparum, the viral envelope of the hepatitis B virus (HBsAg), and
the ASO1 adjuvant (4). It has been administered to thousands of people (including children) in various parts of the world, however
the vaccine efficacy during 7 years after the last vaccination was reduced, to -2,4% (95% ClI, -26.1 to 16.8) in high endemic
regions (5). It had been hypothesized that the vaccine efficacy waned after the third year due that the vaccine only protects against
the pre-erythrocyte stage by antibodies, preventing the liver cell sporozoite invasion but does not induce immunity against the
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erythrocyte stage, responsible for clinical malaria. However, other studies had reported high titer of IgG antibody responses to
only 4 proteins including CSP (sporozoites: 2, trophozoite:1 and schizonts:1) but low titers of antibody responses to a wide range
of Pf antigens, that appear to be of short duration (6, 7). The immunological mechanisms by which it induces protection are not
completely understood. The results obtained indicated that the vaccine cannot induce life-long memory T cells and B cells.
Following malarial stimulation, naive B-cells give rise to memory B-cells and antibody-secreting plasma cells. However, these
plasma cells survive for months or year in humans, generating short-term memory. Plasma cells are not all long-lived; they may
subdivide into two different groups, the first characterized by their extra-follicular localization and short-lived cells and the second
considers long-lived plasma cells and are localized in the bone marrow (8, 9). Consequently, these long-lived immune cells play
a key role in maintaining serum antibody levels and CD4+ T helper memory cells to conserve recognition of P. falciparum. The
production of long-lived plasma cells is an important issue for the protection against malaria and should be systematically
investigated for malaria vaccine candidates. An ideal vaccine against malaria should generate long-lived plasma cells, CD4+ and
CD8+ T cells.

Plasmodium has great potential to move and adapt from NHP to human models. P. falciparum’s origin has been determined
recently and African apes have been identified as a probable reservoir. Different species of Plasmodium have been identified in
gorillas, baboons and chimpanzees (10, 11). Some New World monkeys are susceptible to P. falciparum, P. malarie and P. vivax
infection. Such correlation between humans and NHP, making them models of choice for studying human malaria as well as
biomedical research (12). Using NHP models have been proposed due to their similarity with humans in terms of their physiology,
immune system, neuroanatomy, reproduction, cognitive development and social structure (10).

The choice of NHP model depends on the nature of the pathogen being studied, its adaptability in the chosen model and the
reproducibility of the results regarding the target species. Similarities between humans and this model suggest that data obtained
from NHP should have great validity compared to other animal models (10). The NHP model has been a fundamental tool in
understanding Plasmodium biology for decades now, the pathogenesis of malaria, preclinical research, developing new
pharmacological challenges and new interventions (1).

NHP and human models’ phylogenetic closeness makes these animals an excellent model for studying a broad range of biological
phenomena. The World Health Organization recommends primates from the genera Aotus and Saimiri as experimental models
for studying malaria since they develop reproducible parasitemia when inoculated with P. vivax or P. falciparum blood or sporozoite
(Spz) stages. This means that they are ideal for studying the pathogenesis of malaria as well as preclinical studies regarding
potential vaccines for controlling malaria (13-15). Preclinical evaluations in NHP experimental models can provide valuable
information concerning the immunogenicity, efficacy and safety of a series of compounds and formulations as a prior step to their
use in humans (11). Owl monkeys’ immune system molecules (MHCII-DRB, IGKV, Vy9V&2 T-cells, MHC-DPB1, MHC DQA and
DQB, T-cell receptor alpha V, J, and C genes, T-cell receptor y-variable gene and CD45 phosphatase) have been described and
characterised in an effort to design and test a synthetic antimalarial vaccine (16-29). Such studies have demonstrated that Aotus
monkeys have an immune system having significant structural and functional characteristics in common with the human immune
system.

The lack of reagents and tools for evaluating a primate’s immune system response represents a limitation regarding the use of
NHP models, especially when the aim is to evaluate the immune response of memory T- and B-lymphocytes’ surface antigens.
This study describes the production of mAb against Aotus’ B- and T-cell memory markers using synthetic peptides derived from
CD19, CD27 (memory B-cells) CD4 and CD45R0O (memory T-cells). Identifying such cells will help in understanding protection-
inducing immune responses induced by antimalarial vaccine candidates in NHP models.

Results

Anti-human monoclonal antibodies’ reactivity to Aotus proteins

Anti-human mAbs were tested against Aotus’ PBMCs cells; human PBMCs were used as control. The SK3 anti-human CD4 clone
reacted with Aotus peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and was used as positive control; however, anti-human CD27
0323, anti-human CD45R0O UCHL1and anti-human CD19 4G7 clones did not react with them. All clones reacted positively with
human cells (Figure 1A and 1B). Other studies have tested commercial antibodies; however, none of them have reacted with
Aotus cells (30-32).

Predicting high binding B-cell epitopes in silico
It was decided to produce mAbs using an in silico approach for finding extracellular B-cell epitopes due to missing antibodies which
would have recognised Aotus cells.

Aotus nancymaae CD27 (access number XP_012328288.1), CD19 (XP_012320028.1), CD4 (AKM95886.1) and CD45RO
(XP_012315003.1) proteins’ predicted B- and T-cell epitopes were obtained from the GenBank database
(https:/lwww.ncbi.nlm.nih.gov/protein/?term=Aotus+nancymaae+genome). The sequences were used for predicting the
extracellular domain, signal peptide and B-epitope (Table 1).

CD45RO0 (low-molecular-weight protein tyrosine phosphatase (LMW-PTP) type-C receptor) was analysed from a DNA sequence,
since the CD45R0 sequence was not available when designing the peptides. Previous studies have shown that CD45R0 is a
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CD45splice variant, lacking exons 4, 5 and 6 (33, 34); exons 4, 5 and 6 were thus removed from the RNA sequence and translated
into amino acids (aa) for obtaining the (extracellular) 144-ENPTSPTTDSHETITLSPSGSTAHS-175 peptide (Supplementary Figure
1, Table 2).

Mouse immunogenicity

FACS and ELISA analysis of immunized mice sera revealed complex antibody responses with the synthetic peptides. Sera
reactivity by ELISA after the second and third immunizations revealed CD27A (1:12.800), CD19A (1:600), CD4 (1:12.800), CD27
(1:400), CD4A (1:200) and CD45R0O mixed titers (only mouse CD45R0.21, 1:200; the other 2 were negative) (Fig. 2A). However,
mouse sera reactivity with Aotus’ PBMCs by FACs gave CD27A (36.1%), CD27 (35.7%), CD19A (12.6%), CD19 (43.6%), CD4A
(26.6%), CD4 (38.7%) and CD45RO (28.8%) (Figure 2B). The mice selected for producing the mAbs were chosen for their positive
reactivity by FACS and ELISA analysis. Positive cut-off threshold was taken as being twice the standard deviation for pre-immune
sera by ELISA. The best reactivities (by FACS) with the Aotus sub-population being studied were selected, bearing in mind that
the mice selected to fusion the spleen cells with myeloma (PAI) were CD27.6, CD19.12, CD4A.16 and CD45R0.21.

Generating and characterizing memory B- and T-cell mAb protein markers

One thousand, seven hundred and forty-six mAbs were produced from immunized mice, containing 417 positive clones for CD19,
354 for CD4, 760 for CD27 and 215 for CD45R0; these mAbs recognized the peptides or cells by ELISA or FACS, or both. The
3C7C11B2, 3C7G3H4F4 and 4G12G2D5 clones were the best mAbs for detecting CD19 on live cells after three and four cloning’s
by limiting dilution. CD4 was recognised by clone 5H3D10, this being the only clone which reacted with the protein and peptide by
ELISA, FACS and immunofluorescence. CD27 was recognised by 5F11C11, 5E9D4, 2F7F9 and 2F7F1 and CD45R0O by 3A8G1.

One mAb was selected for each protein to continue characterising the cells: CD194G12A3G3, CD45H3D10, CD275F11C11 and
CD45R0O3A8G1. The mAbs were tested against human and Aotus cells; only mAb CD275F11C11 did not recognise the human
cells (Figure 1A, Figure 1B). There was 31.5% human cell recognition by mAb CD194G12A3G3, 24.1% by CD45H3D10 and 22%
by CD45R0O3A8G1 (Figure 1C), thereby confirming Aotus monkeys’ immunological proteins’ close identity with those of humans.

Confirming mAb reactivity with CD4, CD19 and CD45R0O proteins

Human cells were stained with anti-human antibodies and the specific mAb for each protein to know whether the mAbs recognised
the correct proteins. Aotus cells were stained with mAb CD45H3D10 and anti-human CD4 which recognised 28% of the same
population (double positive); however, mAb CD45H3D10 recognised 4% of the population which was not recognised by anti-
human CD4 (Figure 3A). Such reactivity may have been due to some monocytes having receptors binding to antibodies’ fragment
crystallisable (Fc) region.

Human cells were labelled with mAb CD194G12A3G3-anti-human CD19 and mAb CD45R0O3A8G1-anti-human CD45R0O. The
CD19 sub-population was recognised by both antibodies, but 11% of cells were only recognised by anti-human CD19 antibody.
However, the tailor-made mAb reacted with the CD19 human population (Figure 3B). The CD45RO3A8G1 mAb recognised 22%
of the human cell population (Figure 3C); however, mAb reactivity decreased to 8.73% when this mAb was used in combination
with commercial anti-human CD45 (Figure 3C). The commercial antibody could have had higher affinity for CD45RO than
CD45R0O3A8GL1. It is known that UCHL1 binding to CD45RO depends on aa O-glycosylation, especially asparagine 174 and
serine 176, encoded in the junction of exon 3 and exon 7. Sialic acid is also necessary for this commercial mAb’s reactivity (35).

Mass spectrometry was used for confirming CD45RO3A8G1 reactivity with CD45R0O. Aotus CD45R0O was purified after passing
Aotus PBMCs membrane proteins through a CD45RO3A8G1-sepharose column; they were separated from contaminant proteins
by native SDS-PAGE. Peptide fingerprinting and MS data identified the Aotus vociferans CD45 short form (GenBank accession
number: AAS069031) having 27 peptide-long sequence coverage (Supplementary Table 1). Taking mass spectrometry results
and the FACS analysis together, it is highly probable that CD45RO3A8G1 recognised Aotus CD45R0.

Memory B- and T-cell staining

Aotus PBMCs were double labelled with mAbs for recognising CD45RO+ (PB) labelled lymphocytes and, simultaneously, with
CD4+ (FIT-C) to differentiate the cell lines. This led to identifying CD4+ (36.4% of total lymphocytes) and CD45RO+ populations
(45.7%), as well as a double labelled CD4+ and CD45RO+ memory T-cell population (16.3%) (Figure 4A). CD 27+ (PB) (28.3%
total Aotus PBM) and CD19+ (PE) (18.9% PBMCs) labelled lymphocytes were also recognised. A double labelled CD27+ and
CD19+ memory B-cell population was also identified (16.0%) (Figure 4B).
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Discussion

The disease produced by obligate eukaryotic parasites from the genus Plasmodium continues being a neglected pathology
regarding public health in developing countries and takes a substantial amount of lives per year, especially regarding children, i.e.
one child every 30 seconds, meaning about 3,000 children every day (36). Worldwide efforts in the search for an effective vaccine
(as a significant mechanism for controlling the disease) have been limited by the parasite’s tremendous genetic variability, as well
as its mechanisms for evading the immune response when exposed to vaccine candidates.

The need for an optimal experimentation model for vaccine development as a step prior to human experimentation represents
another limitation, from an ethical point of view. The WHO recommends the Aotus monkey model. However, the lack of cellular
immunology-related tools has hindered immune response detection, evaluation and quantification in preclinical studies of malaria
vaccine candidates, as well as advances in vaccine development. Immune system cells secrete cytokines which play a significant
role in malarial invasion and development and disease transmission; it is worth mentioning that cytokines secreted by long-lived
memory cells also contribute towards protection.

Developing specific tools aimed at detecting and quantifying these molecules and memory cells’ membrane proteins enables
important information to be provided about the physio-pathological and immunological changes occurring during the NHP model’s
infection phase. They can also help in evaluating an immune response arising from immunisation with vaccine candidates with a
view to developing a protective response against malaria (32).

Developing reagents which react with expression antigens regarding lymphocyte differentiation in the Aotus model has been slow
compared to progress in obtaining reagents in humans and the murine model. These limitations have restricted researchers to
developing specific reagents represented in many species; this is why mAb cross-reactivity studies have taken advantage of
certain protein sequences’ homology and identity between different species, offering an alternative approach regarding the
detection of new reagents for less characterised species (37).

Saalmuller et al., (2007) determined widespread cross-reactivity overcoming mAb reactivity with a wide range of cluster
differentiation (CD) antigens amongst species (NHP, ruminants, equines, carnivores, rabbits, guinea pig, chicken and fish),
indicating a high degree of epitope conservation on lymphocyte surface during CD9, CD11, CD14, CD18, Cd21, CD29, Cd44,
CD45, CD49d; CD61, CD86, CD921 and CD172a evolution.

Hoglind et al., 2016, made a systematic evaluation of human mAbs for detecting interferon gamma and interleukin-2 in old (Rhesus,
cynomolgus, pigtail macaques, African Green monkey, baboon) and New World NHP (Ma’s night monkey, squirrel monkey,
common marmoset). They found mAb panreactivity, recognising cytokines from all NHP species which were subsequently
analysed in capture assays and flow cytometry with PBMC (31).

The present study has reported producing 4 new mAbs for the specific recognition of surface antigens (CD) for evaluating long-
term immunological memory for T- (CD4+, CD45R0O+) and B-lymphocytes (CD19+, CD27+) in Aotus nancymaae PBMC. Anti-
human mAbs were tested against these proteins but only SK3 reacted to Aotus CD4 cells; the other 3 proteins were not recognised
by the anti-human mAbs (30, 32). Although Daubenberger et al., found that the anti-human CD45R0O (UCHL1) antibody recognised
Aotus cells with low affinity, the present study could not reproduce this result. The loss of mAb CD45RO3A8G1 reactivity with
human cells in double staining with mAb UCHL1 could have been due to the lack of glycosylation of the peptide used for
immunisation and a different aa sequence (58% identity).

The mAbs produced when adopting this approach had high affinity for Aotus cells and 3 of them (CD194G12A3G3, CD45H3D10
and CD45R0O3A8G1) also had a medium affinity reaction with human cells. CD275F11C11 did not recognise the human cells,
although identity with the peptide was 86%. The 3 aa in human cells (positions P173R, A175L and A181P) or one of them could
be critical for antibody hypervariable region binding to human cells.

One of the problems associated with antimalarial vaccine candidates is inducing short-lived memory cells; this requires repeat
immunisations, becoming problematic in developing countries’ rural areas where access to health centres or hospitals is difficult.
The Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC) has been studying synthetic peptide-based vaccine candidates from
the conserved regions of the proteins which the parasite uses to invade target cells. Such peptides must be modified to bind with
high affinity to specific MHCII (38, 39); however, the long-lived memory responses involved in this are not known. The mAbs
produced here could enable memory cells (T and B-cells) to be ascertained after one year, checking their immune responses
reacting with immunised peptides and the parasite. The mAbs produced here should provide a good tool for identifying long-lived
immune memory cells in the Aotus model and predicting human immune responses and protection.
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Materials and Methods

Ethical considerations

BALB/c mice were maintained according to that laid down by Law 84/1989, Colombia Ministry of Health Resolution 8430/1993
(40, 41), the US National Institutes of Health (NIH) Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (8th edition) (2011) (42) and
the American Veterinary Medical Association’s (AVMA) Guidelines for the Euthanasia of Animals (June 2007) (43). The
Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales (UDCA) Agricultural Sciences Faculty’s Bioethics Committee approved this
study. Two milliliters of blood were collected from 40 healthy adult Aotus monkeys in 4 ml heparinised Vacutainer tubes (BD
Biosciences).

FIDIC’s primate station in Leticia, Amazonas, Colombia was used for the monkey experiments, in compliance with animal care
regulations laid down by the Colombian Ministry of Health (Law 84/1989) and Colombian Institute of Health regulations for animal
care, monitored weekly by CORPOAMAZONIA (resolutions 0202/1999 and 0028/2010). This study was approved by UDCA'’s
Health Research Ethics Committee and FIDIC’s Primate Station Ethics Committee. Human samples were collected from healthy
adults residing in Bogoté, Colombia. This study was performed according to the legal framework for research in Colombia and the
Colombian Ministry of Health’s Resolution 8430/1993. The patients were at least risk; all data was kept confidential and rigorously
protected.

In silico prediction of peptide sequences

The sequences described in GenBank for Aotus nancymaae proteins CD4 (AKM_95886.1) and CD45R0O (XP_012315003.1) were
taken as memory T-cell markers and CD19 (XP_012320028.1) and CD27 (XP_012328288.1) sequences as memory B-cell
markers for designing the peptides used in murine model immunisations. The TMHMM Server 2.0
(http://lwww.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM) transmembrane protein localization prediction tool was then used for determining a
protein of interest’'s extra-membrane sequences to which an antibody would bind (by predictions based on the hidden Markov
model) (44).

The Signal IP 4.1 server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) was then used for predicting signal peptide presence and
localization in a protein of interest’s aa sequence (Supplementary Figure 1.). The signal peptide’s sequence was then eliminated
from the bioinformatics prediction phase. IEDB Analysis Resource (http://tools.iedb.org/bcell/) software, using the BepiPred Linear
Epitope Prediction model, was used for predicting B-epitopes after determining a protein’s extra-membrane aa sequences and
removing the peptide signal.

The Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast) was then used for aligning the epitopes’
predicted peptide sequences with Mus musculus and Homo Sapiens CD protein homologous sequences described in GenBank
for determining their homology and identity. Predicted epitope sequences having less than 50% identity with Mus musculus were
selected for being synthesized for immunising the mice (Table 3).

Peptide synthesis

The multiple-solid-phase system, using the tert-butoxycarbonyl (t-Boc) approach, was used for chemically synthesizing the
selected epitopes’ peptide sequences (45). The peptides were hydrolysed with TFA/TIS/H20 (95%/2.5%/2.5%), purified by RP-
HPLC, lyophilised and then analyzed by MALDI-TOF, thereby confirming their molecular weight. Circular dichroism was also used;
the spectrum was recorded at 20°C by Jasco J-815 spectropolarimeter coupled to a Peltier PFD-425S system for temperature
control. 0.1 mg/mL peptide solutions were used at differing 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) percentages (46). The spectra were recorded
at 195 a 260 nm, using a 1 mm quartz cell (parameters: 100 nm / min exploration speed, 0.2 nm data pitch, 2s response, 1 nm
bandwidth and 3 scans) (47).

Mouse immunisation

Seven groups (3 mice per group) of BALB/c female mice were subcutaneously immunized three times, two weeks apart, with 30
ug synthetic peptides (Table 2) coupled to keyhole limpet haemocyanin (KLH) (Sigma Aldrich cat: H7017) suspended in Sigma
Adjuvant System oil-in-water emulsion (Sigma Aldrich cat: S6322). All synthetic peptides (7) were individually coupled to the KLH
carrier using glutaraldehyde as coupling agent (48). Mice were sacrificed one month after the last immunization peptide without
adjuvant was administered on days 5 and 4 before to obtain the splenocytes needed for mAb-secreting hybridoma production.
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The mice chosen for mAb production were anesthetised with ketamine+xylazine and then humanely sacrificed, following AVMA
Guidelines for the Euthanasia of Animals (42).

Measuring immunogenicity

Antibodies specific for each CD protein were analyzed 14 days after the second immunization by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) using Nunc MaxiSorp uncoated flat-bottom 96-well ELISA plates (BioLegend, Cat: 423501), coated with the
synthetic peptides (1.0 ug/well). The plates were incubated (2 h at 22°C) with 1:100 dilution of mouse sera diluted in PBS with
skimmed milk (5.0%). Specific antibodies were detected using alkaline phosphatase-conjugated rabbit anti-mouse IgG (Sigma
Aldrich, Cat: SAB3701085) as secondary antibody and p-nitrophenyl phosphate, disodium salt (PNPP) was used as substrate.

FACS analysis involved using the mAbs obtained against memory cell protein markers for Aotus spp. and human PBMCs. Mouse
sera or hybridoma supernatants were incubated for 2 hours at room temperature (RT); fluorescein isothiocyanate (FITC)-
conjugated goat anti-mouse secondary antibody was used for developing the reaction. Labelled mAbs were incubated for 30 min
at 4°C and the positive population was evaluated by FACSCanto Il cytometer (BD, Biosciences) and FlowJo V10 software.

Generating mAbs

Spleen cells were isolated and fused with myeloma PAI cells (non-antibody producer), kindly provided as a gift by Professor Gerd
Pluschke from the Swiss Tropical Institute, Basel, Switzerland, using 50% polyethylene glycol (MW 1,400-1,800, Sigma Aldrich
cat: 10783641001) (49). The hybridoma cells were suspended in hypoxanthine, aminopterin and thymidine (HAT) medium with
20% fetal bovine serum (FBS) and distributed 1,000,000 cells/mL on 96-well plates. The antibodies were selected for their positive
reactivity to Aotus spp. cells using flow cytometry. The selected positive clones were also tested by ELISA and immunoprecipitation

(IP).
Labelled monoclonal antibody

CD27 (5F11C11), CD19 (4G12A3G3), CD4 (5H3D10), and CD45RO (3A8G1) mAbs which had high affinity for membrane
proteins by FACS were produced and purified by affinity chromatography using HiTrap Protein G HP antibody purification columns
(GE Healthcare Life Science; cat: 17040401). 5F11C11 (CD27) and 3A8G1 (CD45R0O) mAbs were labelled with Pacific Blue
Succinimidyl Ester (Thermo Fisher Scientific; Cat: P10163), 5H3D10 (CD4) with fluorescein isothiocyanate isomer | (Sigma Aldrich,
Cat: F7250) and 4G12A3G3 with rodamine B isothiocyanate (Sigma Aldrich, Cat: 283924), as per manufacturer’s protocols.

Anti-human antibodies’ reactivity against cluster differentiation markers

Human and Aotus cells were stained with the tailor-made mAbs and commercially labelled antibodies (anti-human CD27-Pacific
Blue (BioLegend, Cat:0323), anti-human CDA4-PerCP (BD Biosciences, Cat:347324), anti-human CD45RO-PerCP (BD
Biosciences, Cat: 555494 and anti-human CD19-FITC (BD Biosciences, Cat: 340864) to confirm mAb reactivity with CD27, CD19,
CD4 and CD45RO0. The tailor-made mAbs and commercial antibodies were incubated for 30 min at 4°C, then washed and analysed
by FACSCanto Il cytometer (BD, Biosciences) using FlowJo V10 software.

Furthermore, 1 mg 3A8G1 (CD45R0O) mAb was purified for immunoprecipitation of recognised protein. The mAb was covalently
coupled with cyanogen-bromide (CNBr)-activated sepharose beads, following the manufacturer’s instructions. Sixty-seven million
Aotus spp. peripheral blood cells were isolated/obtained following a Ficoll-Hypaque density gradient spinning. These cells were
lysed using RIPA Lysis and Extraction Buffer (Sigma-Aldrich, Cat. R0278). Membrane proteins were incubated overnight at 4°C
with sepharose-coupled mAbs; proteins recognised by the mAbs were eluted with 0.1% TFA. These proteins were subjected to
electrophoresis with 8% polyacrylamide gel. The gel was stained with colloidal Coomassie and the bands of interest were
sequenced by mass spectrometry.

Mass spectrometry identification of proteins
Gel bands were cut out from the poliacrylamide gels stained with 50% acetonitrile and 100 mM ammonium bicarbonate. Proteins

were reduced in 10 mM Tris(2-carboxyethyl) phosphine hydrochloride (Pierce) and 50 mM ammonium bicarbonate. lodoacetamide
(IAM) was used for alkylation, followed by 8 h digestion with trypsin at 37°C. Markus or Daniel protocol (Ref)
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Table 1. Predicting B-cell epitopes’ high binding in silico

Length | Signal peptide
Protein B-cell epitope sequence
(aa) (aa)
CD27 260 20 168- QLPAPTPSTHWPAQRSLCSSD-188
CD19 559 21 98-CQPGPPSEKPWQPGWTVSVEGS-119
CD4 457 25 144- ESPPGSSPSVECTSPRGKRIQGMKNLSVSQLE-175
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Table 2. Peptides designed in silico by TMHMM, signal peptide and IEDB

Protein Peptide Sequence
CD27AAo0na 39852 KECTECDPPPDTLLTTQLSKALDPHLQ
CD27A0na 39853 QLPAPTPSTHWPAQRSLCSSD
CD19AAo0Nna 39854 CGLENRSSEGPSSPSGNLMSSQLY IWAKDRPK
CD19Aona 39855 CQPGPPSEKPWQPGWTVSVEGS
CD4AAo0Nna 39856 ESPPGSSPSVECTSPRGKRIQGMKTLSVSQLE
CD4Aona 39857 VVVLAFQQASSTVYKKEGEQV
CD45R0OA0Nna 39858 ENPTSPTDSHASETITLSPSGSSAHS*

*The CD45RO peptide was obtained after removing exons 4, 5 and 6 from the complete CD45
sequence.
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Table 3. Predicting memory B- and T-cell epitopes

Species Access AA CD4

number position
Aotus AKM95886.1 | 144-175 | ESPPGSSPSVECTSPRGKRIQGMKNLSVSQLE
nancymaae
Homo AAB51309.1 | 144-175 | ESPPGSSPSVQCRSPRGKNIQGGKIILSVSQLE
sapiens
Mus AAA37402.1 | 147-179 | DSNSKVSNPLTECKHKKGKVVSGSKVLSMSNLR
musculus
Selected ESPPGSSPSVECTSPRGKRIQGMKTLSVSQLE
peptide
Species Access number | AA CD45RO

position

Aotus XP_012315003.1 | 26-50 ENPTSPTTDSHETITLSPSGSTAHS
nancymaae
Homo NP_563578.2 26-54 QSPTPSPTDAYLNASETIITLSPSGSAVIS
sapiens
Mus NP_035340.3 26-53 QTPTPSDGASLTTLTPSTLGLASTDPPS
musculus
Selected ENPTSPTDSHASETITLSPSGSSAHS
peptide
Species Access number | AA position | CD19
Aotus nancymaae | XP_012320028.1 | 98-119 CQPGPPSEKPWQPGWTVSVEGS
Homo sapiens NP_001171569.1 | 97-118 CQPGPPSEKAWQPGWTVNVEGS
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Mus musculus EDL17351.1 97-118 CQKRPPFKDIWQPAWTVNVEDS

Selected peptide CQPGPPSEKPWQPGWTVSVEGS
Species Access number | AA CD27

position
Aotus XP_012328288.1 | 168-188 | QLPAPTPSTHWPAQRSLCSSD
nancymaae
Homo XP_016875721.1 | 168-188 | QLPARTHSTHWPRQRSLCSSD
sapiens
Mus AAI39126.1 158-179 | QLPNSTVYSQRSSHRPLCSSD
musculus
Selected QLPAPTPSTHWPAQRSLCSSD
peptide

The peptides were selected from the extracellular domains without membrane proteins’ signal peptides as memory B-
and T-cell markers. The letters highlighted in green show substitution in the Homo sapiens sequence and yellow in

the Mus musculus sequence compared to that for Aotus spp.
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Figure 1. Anti-human antibodies reactivity against Aotus and human cells. 1A. Aotus cells
stained with anti-human CD4-PerCP, anti-human CD27-Pacific Blue, anti-human CD19 FITC and
anti-human CD45-Pe Cy5. 1B. Human cells used as positive control for the human mAbs. 1C.
Tailor-made mAbs (CD45H3D10, CD275F11C11, CD194G12A3G3, and CD45R0O3A8G1) at 0.4

g concentration per antibody.

Figure 2. Mouse sera reactivity against synthetic peptides and Aotus cells. 2A. ELISA analysis
of antibody reactivity with synthetic peptides. The mouse sera were diluted 1:100. 2B. FACS
analysis of serum reactivity with Aotus cells; anti-mouse-FITC was used 1:100. ELISA: the

numbers below the X axis refer to each immunised mouse.

Figure 3. Indirect confirmation of monoclonal antibody reactivity against memory cell
molecular markers. 3A. Aotus cells double stained with CD45H3D10-FITC and anti-human CD4
PerCP. 3B. Human cells double labelled with CD194G12A3G3-PE and anti-human CD19 FITC,
and 3C. with CD45R0O3A8GL1 Pacific Blue and anti-human CD45RO PE Cy5. The left-hand
column shows the doubled staining, the middle one tailor-made mAbs and the right-hand column

shows anti-human antibodies.

Figure 4. Aotus memory cells dual antibody staining. 4A. Memory CD4 T-cells labelled with
CD45H3D10-FITC and CD45RO3A8G1 Pacific Blue. 4B. Memory B-cells labelled with
CD194G12A3G3-PE and CD275F11C11. The left-hand column shows double staining analysis,
the middle one mAb anti-T- or B-markers and the right-hand column anti-second membrane

protein antibody for identifying the memory cells.
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Figure 2. Mouse sera reactivity against synthetic peptides and dofnus cells. 2A. ELISA analysis of antibody reactivity against
synthetic peptides. The mouse sera were diluted 1:100. 2B. FACS analysis of serum reactivity against dofus cells, anti-
mouse-FITC was used 1:100. ELISA: the numbers below the X axis correspond to each immunized mouse.
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Figure 4. Aotus memory cells double antibody staining. 4A. Memory CD4 T cells labeled with CD45H3DI10-FITC
and CD45RO3ARG 1 Pacific Blue. 4B. Memory B cells labeled with CD194G12A3G3-PE and CD275F11CI11. The
left column showed the analysis of doubled staining, the middle one with monoclonal antibody anti-T or B marker and
the right column with anti-second membrane protein antibody to identify the memory cells,
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Supplementary Figure 1. Alignment of Cluster Differention (CD) 27, CD19, CD4 and
CDA45RO0. Highlight yellow color is signal peptide and green color mAb selected peptides.

CDh27

>XP 012328288.1 CD27 antigen isoform X1 [Aotus nancymaae]
MAWPHPWWLCILGTLVGLSA TPAPKICPERHYWAQGKLCCQOMCAPGTFLVKDCDQHRKAAQCDPCMPGVS
FSPDHHTRPHCESCRHCNSGLLIRNCTITANAECACPKGWQCRDKECTECDPPPDTLLTTQLSKALDPHL

QPTHLPYVSEMLEARTAGHMQTLAGFROUPAPTPSTHWPAQORSECSSS FIRILVIFSGTFLVETLAGALF

LHOQRKYRPNRGESPVEPAEPCPYSCPREEEGSTIPIQEDYRKPEPTSSP

>AAT39126.1 CD27 antigen [Mus musculus]

MAWPPPYWLCMLGTLVGLSAT LAPNSCPDKHYWTGGGLCCRMCEPGTFFVKDCEQDRTAAQCDPCIPGTS
FSPDYHTRPHCESCRHCNSGFLIRNCTVTANAECSCSKNWQCRDQECTECDPPLNPALTRQPSETPSPQP
PPTHLPHGTEKPSWPLHROUPNOTVYSORSSHRPUCSSDCIR IFVTFSSMFLIFVLGAILFFHQRRNHGP
NEDRQAVPEEPCPYSCPREEEGSAIPIQEDYRKPEPAFYP

>XP 016875721.1 CD27 antigen isoform X1 [Homo sapiens]
MARPHPWWLCVLGTLVGLSA TPAPKSCPERHYWAQGKLCCQMCEPGTFLVKDCDQHRKAAQCDPCIPGVS
FSPDHHTRPHCESCRHCNSGLLVRNCTITANAECACRNGWQCRDKECTECDPLPNPSLTARSSQALSPHP
QPTHLPYVSEMLEARTAGHMQTLADFRONPARTUSTHNPPORSHCSSD FIRILVIFSGMFLVFTLAGALF
LHQRRKYRSSKRQNTGLRSCPCTTPHWLNPTAHAWNLTETHQLHFTSLGPTPSLPLAGVLLTPLPQAHPP
LPISFSRLPLPPLLAKTHRISFCRORRKSCGACRALSLOLPOGGGGQHHPHPGGLPKTGACLLPLSQHLR
ELHYSPGLHPHPADHPRESETWQPQLQSHPLVRALSCVHVTECLFETGRDEDKYG

Extracellular sequence Without Signal peptide

>XP 012328288.1 CD27 antigen isoform X1 [Aotus nancymaae]
TPAPKICPERHYWAQGKLCCQOMCAPGTFLVKDCDQHRKAAQCDPCMPGVSEFSPDHHTRPHCESCRHCNSGLLTIRNCTI
TANAECACPKGWQCRDKECTECDPPPDTLLTTQLSKALDPHLOQPTHLPYVSEMLEARTAGHMQTLAGFRQLPAPTPST
HWPAQRSLCSSD

>AAI39126.1 CD27 antigen [Mus musculus]
LAPNSCPDKHYWTGGGLCCRMCEPGTFEFVKDCEQDRTAAQCDPCIPGTSFSPDYHTRPHCESCRHCNSGEFLIRNCTVT
ANAECSCSKNWQCRDQECTECDPPLNPALTRQPSETPSPQPPPTHLPHGTEKPSWPLHRQLPNSTVYSQRSSHRPLCS
SDCIR

>XP 016875721.1 CD27 antigen isoform X1 [Homo sapiens]
TPAPKSCPERHYWAQGKLCCQMCEPGTFLVKDCDQHRKAAQCDPCIPGVS
FSPDHHTRPHCESCRHCNSGLLVRNCTITANAECACRNGWQCRDKECTECDPLPNPSLTARSSQALSPHP
QOPTHLPYVSEMLEARTAGHMQTLADFROQLPARTLSTHWPPQRSLCSSD

AAI39126.1 M -LAPNSCPDKHYWTGGGLCCRMCEPGTFFVKDCEQDRTAAQCDPCIPGTSFSPDYHTRPH 59

Xp 012328288.1 A TPAPKICPERHYWAQGKLCCQOMCAPGTFLVKDCDQHRKAAQCDPCMPGVSFSPDHHTRPH 60

XP 016875721.1 H TPAPKSCPERHYWAQGKLCCQOMCEPGTFLVKDCDQHRKAAQCDPCIPGVSEFSPDHHTRPH 60
Kk Kok akkks Kk KKk akk KKK AKKK Lk K KKKAKKK LK K | KAKKK KKK KK

AAI39126.1 CESCRHCNSGFLIRNCTVTANAECSCSKNWQCRDQECTECDPPLNPALTRQPSETPSPQP 119

XP_012328288.1 CESCRHCNSGLLIRNCTITANAECACPKGWQCRDKECTECDPPPDTLLTTQLSKALDPHL 120

XP 016875721.1 CESCRHCNSGLLVRNCTITANAECACRNGWQCRDKECTECDPLPNPSLTARSSQALSPHP 120

KKK KK KKK KK ek s kAKX s AR KA KK sk 0 KAKKK kAR KARK 2 Kk . K. K

AATI39126.1 PPTHLPHGTEKPS————————— WPLHRQLPNSTVYSQRSSHRPLCSSDCIR 161

Xp 012328288.1 QPTHLPYVSEMLEARTAGHMQTLAGFRQLPAPTPSTHWPAQRSLCSSD--- 168

Xp 016875721.1 QPTHLPYVSEMLEARTAGHMQTLADFRQLPARTLSTHWPPQRSLCSSD——-— 168

Khkk kKo ok * ok Kk k * .. ek kK Kk Kk
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Peptide 167 QLPAPTPSTHWPAQRSLCSSD 188

AAI39126.1 QLPNSTVYSQRSSHRPLCSSD
XP_012328288.1  QLPAPTPSTHWPAQRSLCSSD
XP_016875721.1 QLPARTESTHWPPQRSLCSSD

CD19

>XP 012320028.1 B-lymphocyte antigen CD19 isoform X1 [Aotus nancymaae]
MPPPCLLFFLLFLTPMGVRPQ EPRLVKVEEGDDAVLLCLEETSHDPAQQLVWWRESSSLEPFLKLTLGLP
GLGIHVGPWGIWLFIFNVSHQMGGFYLEOPCPPSERPHOPCNIVSVEGSGE LFRWNASDLGGRGCGLENR
SSEGPSSPSGNLMSSQLY IWAKDRPKIWEGEPPCGPLRDSLNQTLSQDLTMAPGSTLWLSCGVPPDSVSR
GPLSWTHVRPKETNFSLLSLELKDNHPARDMWVMEKGLLLPQATAQDAGKYYCHRGNLTISWHLEITARS
ALWHWLVRTGGWKVPAVT LTYMIFCLGSLVGILHLQRALVLRRKRKRMTDPARRFFKVTPPPGSGPQNQY
GNVLSLPTPTSGLGRAQRWAAGLGGTAPSYGNPRSDVEADGAVGSRSPPGAGPEEEEGEGYEEPDSEEGS
EFYENDSNLGQODQLSQDGSGYENPEEEPLGPEDEDSFSNAESYENEDEELTQPVSRTMDFLSPHGSAWDP
SREATSLAGSQSYEDMRGILYSAPQLRSIRGQPGPNHEEDADSYENMDNPDGPDPAWGGGGHVGTWGAR

>EDL17351.1 CD19 antigen [Mus musculus]

MPSPLPVSFLLFLTLVGG RPQKSLLVEVEEGGNVVLPCLPDSSPVSSEKLAWYRGNQSTPFLELSPGSPG
LGLHVGSLGILLVIVNVSDHMGGFYLECORRPPERDINOPANTVNVEDSGEMFRWNASDVRDLDCDLRNRS
SGSHRSTSGSQLYVWAKDHPKVWGTKPVCAPRGSSLNQSLINQDLTVAPGSTLWLSCGVPPVPVAKGSIS
WTHVHPRRPNVSLLSLSLGGEHPVREMWVWGSLLLLPQATALDEGTYYCLRGNLT IERHVKVIARSAVWL
WLLRTGG WIVPVVTLVYVIFCMVSLVAFLYCQRAFILRRKRKRMTDPARRFFKVTPPSGNGTONQYGNVL
SLPTSTSGQAHAQRWAAGLGSVPGSYGNPRIQVQDTGAQSHETGLEEEGEAYEEPDSEEGSEFYENDSNL
GQDQVSQDGSGYENPEDEPMGPEEEDSFSNAESYENADEELAQPVGRMMDFLSPHGSAWDPSREASSLGS
QSYEDMRGILYAAPQLHSIQSGPSHEEDADSYENMDKSDDLE PAWEGEGHMGTWGTT

>NP 001171569.1 B-lymphocyte antigen CD19 isoform 1 precursor [Homo sapiens]
MPPPRLLFFLLFLTPMEVRP EEPLVVKVEEGDNAVLQCLKGTSDGPTQQLTWSRESPLKPFLKLSLGLPG
LGIHMRPLAIWLFIFNVSQQOMGGFYLEQPCPPSERANOPCNTVNVEGSGELFRWNVSDLGGLGCGLKNRS
SEGPSSPSGKLMSPKLYVWAKDRPEIWEGEPPCLPPRDSLNQSLSQDLTMAPGSTLWLSCGVPPDSVSRG
PLSWTHVHPKGPKSLLSLELKDDRPARDMWVMETGLLLPRATAQDAGKYYCHRGNLTMSFHLEITARPVL
WHWLLRTGGWKVSA VTLAYLIFCLCSLVGILHLQRALVLRRKRKRMTDPTRREFKVTPPPGSGPQNQYGN
VLSLPTPTSGLGRAQRWAAGLGGTAPSYGNPSSDVQADGALGSRSPPGVGPEEEEGEGYEEPDSEEDSEF
YENDSNLGQDQLSQDGSGYENPEDEPLGPEDEDSFSNAESYENEDEELTQPVARTMDFLSPHGSAWDPSR
EATSLAGSQSYEDMRGILYAAPQLRS IRGQPGPNHEEDADSYENMDNPDGPDPAWGGGGRMGTWSTR

Extracellular sequence Without Signal peptide

>XP 012320028.1 B-lymphocyte antigen CD19 isoform X1 [Aotus nancymaae]

EPRLVKVEEGDDAVLLCLEETSHDPAQQLVWWRESSSLEPFLKLTLGLPGLGIHVGPWGIWLEIFNVSHOMGGEFYLCQ
PGPPSEKPWQPGWTVSVEGSGELFRWNASDLGGRGCGLENRSSEGPSSPSGNLMSSQLY IWAKDRPKIWEGEPPCGPL
RDSLNQTLSQDLTMAPGSTLWLSCGVPPDSVSRGPLSWTHVRPKETNEFSLLSLELKDNHPARDMWVMEKGLLLPQATA

ODAGKYYCHRGNLTISWHLEITARSALWHWLVRTGGWKVPAVT

Extracellular sequence Without Signal peptide
>EDL17351.1 CD19 antigen [Mus musculus]

RPOKSLLVEVEEGGNVVLPCLPDSSPVSSEKLAWYRGNQSTPFLELSPGSPGLGLHVGSLGILLVIVNVSDHMGGEYL
COKRPPFKDIWQPAWTVNVEDSGEMFRWNASDVRDLDCDLRNRSSGSHRSTSGSQLYVWAKDHPKVWGTKPVCAPRGS
SLNQSLINQDLTVAPGSTLWLSCGVPPVPVAKGSISWTHVHPRRPNVSLLSLSLGGEHPVREMWVWGSLLLLPQATAL

DEGTYYCLRGNLTIERHVKVIARSAVWLWLLRTGG
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Extracellular sequence Without Signal peptide

>NP 001171569.1 B-lymphocyte antigen CD19 isoform 1 precursor [Homo sapiens]
EEPLVVKVEEGDNAVLQCLKGTSDGPTQQLTWSRESPLKPFLKLSLGLPGLGIHMRPLAIWLFIEFNVSQOMGGEFYLCQ
PGPPSEKAWQPGWTVNVEGSGELFRWNVSDLGGLGCGLKNRSSEGPSSPSGKLMSPKLYVWAKDRPEIWEGEPPCLPP
RDSLNQSLSQDLTMAPGSTLWLSCGVPPDSVSRGPLSWTHVHPKGPKSLLSLELKDDRPARDMWVMETGLLLPRATAQ

DAGKYYCHRGNLTMSFHLEITARPVLWHWLLRTGGWKVSA

EDL17351.1 RPOKSLLVEVEEGGNVVLPCLPDSSPVSSEKLAWYRG-NQSTPFLELSPGSPGLGLHVGS 59
XP 012320028. ---EPRLVKVEEGDDAVLLCLEETSHDPAQQLVWWRESSSLEPFLKLTLGLPGLGIHVGP 57
NP 001171569. —-—-EEPLVVKVEEGDNAVLQCLKGTSDGPTQQLTWSRE-SPLKPFLKLSLGLPGLGIHMRP 57
:*:****.:.** * * :* :::*.* * . ***:*: * ****:*:
EDL17351.1 LGILLVIVNVSDHMGGFYLCQKRPPFKDIWQPAWTVNVEDSGEMFRWNASDVRDLDCDLR 119
Xp 012320028. WGIWLFIFNVSHOMGGEFYLCQPGPPSEKPWQPGWTVSVEGSGELFRWNASDLGGRGCGLE 117
NP_001171569. LATWLFIFNVSQOMGGFYLCQPGPPSEKAWQPGWTVNVEGSGELFRWNVSDLGGLGCGLK 117
.* *.*.***.:******** * * ***.***.**.***:****.**: . .*.*.
EDL17351.1 NRSSGSHRSTSG----SQLYVWAKDHPKVWGTKPVCAPRGSSLNQSLINQDLTVAPGSTL 175
Xp 012320028. NRSSEGPSSPSGNLMSSQLYIWAKDRPKIWEGEPPCGPLRDSLNQTL-SQDLTMAPGSTL 176
NP 001171569. NRSSEGPSSPSGKLMSPKLYVWAKDRPEIWEGEPPCLPPRDSLNQSL-SQDLTMAPGSTL 176
KkkKk ok Kok SRk KK AK Kk k sk K ok Kkokk ook kkkok s kR kKKK
EDL17351.1 WLSCGVPPVPVAKGSISWTHVHPRRPNVSLLSLSLGGEHPVREMWVWGSLLLLPQATALD 235
XPp 012320028. WLSCGVPPDSVSRGPLSWTHVRPKETNFSLLSLELKDNHPARDMWVMEKGLLLPQATAQD 236
NP 001171569. WLSCGVPPDSVSRGPLSWTHVHPKGP-KSLLSLELKDDRPARDMWVMETGLLLPRATAQD 235

KAKAKKAK  Ke ek s kkAKK LK. KAKKK K ek KKKk KKK K kAKX
EDL17351.1 EGTYYCLRGNLTIERHVKVIARSAVWLWLLRTGG--—-———-— 269
Xp 012320028. AGKYYCHRGNLTISWHLEITARSALWHWLVRTGGWKVPAVT 277
NP_001171569. AGKYYCHRGNLTMSFHLEITARPVLWHWLLRTGGWKVSA-- 274

Kk kkk kkkkk . Koeee Kk ek Kkk e kk kK

97 CQPGPPSEKPWQPGWTVSVEGS 119

EDL17351.1 M

XP 012320028.1 A
NP 001171569.1 H

COKRPPFKDIWQPAWTVNVEDS
CQPGPPSEKPWQPGWTVSVEGS
CQPGPPSEKRWQPGWTVRVEGS

* % KKk . K*kk kkk kK K
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CD4

>AKM95886.1 CD4 [Aotus nancymaae]

MNGGIPFRHLLLVLQLALLPAVTHG KTVVLGEKGETVELPCETSLKKNVQFHWKTSDQIKILGNQGSFLT
RGQSKLADRIDSKKSSWDRGSFPLIIKNVQVEDSETYICEVERKKEEVELQVFGLTASPDTNLLQGQSLT

LTLESPPESSPSVECTSPRERRIOCMRNISVSONEN I ODSGTWKCTVSQRPELLFKINVVVLAFQQASSTV
YKKEGEQVEFSFPLAFAAEKLTGSGELCWQAEKASSSKSWISFNLTSQEVCVKVVTQDPKLRMGKKLPLH

LTLPQALPQYAGSGNFTLALKGKTGKLHQKVNLVVMRATQLONNLTCEVWGPTSPKLMLSLKLENQEAKV

SKQEKAVWVLNPEAGVWQCLLSDSGQVLLESKVEVLPTWSPPVQPMA LIVPGGVAGLLVFTGLGIFFCVR
CRHRRRQAERMSQIKRLLSEKKTCQCPHRFQKTCGPI

>AAA37402.1 T-cell differentiation antigen [Mus musculus]
MCRAISLRRLLLLLLQLSQLLA VTQEKTLVLGKEGESAELPCESSQKKITVFTWKFSDQRKILGQHGKGV
LIRGGSPSQFDRFDSKKGAWEKGSFPLIINKLKMEDSQTYICELENRKEEVELWVFKVTFSPGTSLLQGQ
SLTLTLDSNSKVSNPETECKHRKKCRVVSGSRVUSMSNER QDS DFWNCTVTLDOKKNWEGMTLSVLGFQS
TAITAYKSEGESAEFSFPLNFAEENGWGELMWKAEKDSFFQPWISFSIKNKEVSVQKSTKDLKLQLKETL
PLTLKIPQVSLQFAGSGNLTLTLDKGTLHQEVNLVVMKVAQLNNTLTCEVMGPTSPKMRLTLKQENQEAR
VSEEQKVVQVVAPETGLWQCLLSEGDKVKMDSRIQVLSRGVNQ TVFLACVLGGSFGFLGFLGLCILCCVR
CRHQQROAARMSQIKRLLSEKKTCQCPHRMOKSHNLI

>AAB51309.1 surface antigen CD4 [Homo sapiens]
MNRGVPFRHLLLVLQLALLPAATQGK KVVLGKKGDTVELTCTASQKKSIQFHWKNSNQIKILGNQGSFLT
KGPSKLNDRADSRRSLWDQGNFPLIIKNLKIEDSDTYICEVEDQKEEVQLLVFGLTANSDTHLLQGQSLT
LTLESPPESSPSVOCRSPREKNIQCERTESVSONELODSGTWTCTVLONQKKVEFKIDIVVLAFQKASST
VYKKEGEQVEFSFPLAFTVEKLTGSGELWWQAERASSSKSWITFDLKNKEVSVKRVTQDPKLOMGKKLPL
HLTLPQALPQYAGSGNLTLALEAKTGKLHQEVNLVVMRATQLQKNLTCEVWGPTSPKLMLSLKLENKEAK
VSKREKAVWVLNPEAGMWQCLLSDSGQVLLESNIKVLPTWSTPVQPM ALIVLGGVAGLLLFIGLGIFFCV
RCRHRRRQAERMSQIKRLLSEKKTCQCPHRFQKTCSPI

Extracellular sequence Without Signal peptide

>AAB51309.1 surface antigen CD4 [Homo sapiens]

KVVLGKKGDTVELTCTASQKKS IQFHWKNSNQIKILGNQGSFLTKGPSKLNDRADSRRSLWDQGNFPLIIKNLKIEDS
DTYICEVEDQKEEVQLLVFGLTANSDTHLLQGQSLTLTLESPPGSSPSVQCRSPRGKNIQGGKTLSVSQLELQDSGTW
TCTVLONQKKVEFKIDIVVLAFQKASSIVYKKEGEQVEFSFPLAFTVEKLTGSGELWWQAERASSSKSWITFDLKNKE
VSVKRVTQDPKLQMGKKLPLHLTLPQALPQYAGSGNLTLALEAKTGKLHQEVNLVVMRATQLOKNLTCEVWGPTSPKL
MLSLKLENKEAKVSKREKAVWVLNPEAGMWQCLLSDSGQVLLESNIKVLPTWSTPVQPM

>AKM95886.1 CD4 [Aotus nancymaae]
KTVVLGEKGETVELPCETSLKKNVQFHWKTSDQIKILGNQGSFLTRGQSKLADRIDSKKSSWDRGSFPLIIKNVQVED
SETYICEVERKKEEVELQVFGLTASPDTNLLQGOSLTLTLESPPGSSPSVECTSPRGKRIQGMKNLSVSQLEIQDSGT
WKCTVSQRPELLFKINVVVLAFQQOASSTVYKKEGEQVEFSFPLAFAAEKLTGSGELCWQAEKASSSKSWISEFNLTSQE
VCVKVVTQDPKLRMGKKLPLHLTLPQALPQYAGSGNFTLALKGKTGKLHQKVNLVVMRATQLONNLTCEVWGPTSPKL
MLSLKLENQEAKVSKQEKAVWVLNPEAGVWQCLLSDSGQVLLESKVEVLPTWSPPVQPMA

>AAA37402.1 T-cell differentiation antigen [Mus musculus]
VTQEKTLVLGKEGESAELPCESSQKKITVFTWKESDOQRKILGQHGKGVLIRGGSPSQFDRFDSKKGAWEKGSEFPLIIN
KLKMEDSQTYICELENRKEEVELWVEFKVTFSPGTSLLOGOSLTLTLDSNSKVSNPLTECKHKKGKVVSGSKVLSMSNL
RVODSDEWNCTVTLDQKKNWFGMTLSVLGFQSTAITAYKSEGESAEFSFPLNFAEENGWGELMWKAEKDSFEFQPWISFEF
SIKNKEVSVQKSTKDLKLOQLKETLPLTLKIPQVSLQFAGSGNLTLTLDKGTLHQEVNLVVMKVAQLNNTLTCEVMGPT
SPKMRLTLKQENQEARVSEEQKVVQVVAPETGLWQCLLSEGDKVKMDSRIQVLSRGVNQ
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AAA37402.
AAB51309.
AKM95886.

AAA37402.
AAB51309.
AKM95886.

AAA37402.
AAB51309.
AKM95886.

AAA37402.
AAB51309.
AKM95886.

AAA37402.
AAB51309.
AKM95886.

AAA37402.
AAB51309.
AKM95886.

AAA37402.
AAB51309.
AKM95886.

Peptide:

AAA37402.
AAB513009.
AKM95886.

=

o e

=

e e

=

=

o e

1
1
1

VTQEKTLVLGKEGESAELPCESSQKKITVFTWKFSDQRKILGQHGKGVLIRGGSPSQFDR 60
————— KVVLGKKGDTVELTCTASQKKSIQFHWKNSNQIKILGNQGS--FLTKGPSKLNDR 53
———-KTVVLGEKGETVELPCETSLKKNVQFHWKTSDQIKILGNQGS--FLTRGQSKLADR 54

ekkkeoke o kk ok ok kK * kk kek Kkhkkk o ook .. * * %

FDSKKGAWEKGSFPLIINKLKMEDSQTYICELENRKEEVELWVFKVTFSPGTSLLQGQSL 120
ADSRRSLWDQGNFPLIIKNLKIEDSDTYICEVEDQKEEVQLLVEGLTANSDTHLLQGQSL 113
IDSKKSSWDRGSFPLIIKNVQVEDSETYICEVERKKEEVELQVFGLTASPDTNLLQGQSL 114

Kk oo . ke ok hkhkkhkkhkkooooo KAk Kk e kk Kk kK ok e kkkk ek KKk .k *x kKA Kk kKk Kk

TLTLDSNSKVSNPLTECKHKKGKVVSGSKVLSMSNLRVQDSDFWNCTVTLDQKKNWEGMT 180
TLTLESPPG-SSPSVQCRSPRGKNIQGGKTLSVSQLELODSGTWTCTVLONQKKVEFKID 172
TLTLESPPG-SSPSVECTSPRGKRIQGMKNLSVSQLEIQDSGTWKCTVSQR-PELLFKIN 172

* Kk k ok ok *  *x .« % ekk o kK kK kK ekoek o kkk * ok kok . *

LSVLGFQSTAITAYKSEGESAEFSFPLNFAEE--NGWGELMWKAEKDSFFQPWISEFSIKN 238
IVVLAFQKASSIVYKKEGEQVEFSFPLAFTVEKLTGSGELWWQAERASSSKSWITEDLKN 232
VVVLAFQQASSTVYKKEGEQVEFSFPLAFAAEKLTGSGELCWQAEKASSSKSWISENLTS 232

* Kk kK .. * Kk kKK *kkkkkk k. * * kkk ke kKo * . * k. ok .

KEVSVQKSTKDLKLQLKETLPLTLKIPQVSLQFAGSGNLTLTLD--KGTLHQEVNLVVMK 296
KEVSVKRVTQDPKLOMGKKLPLHLTLPQALPQYAGSGNLTLALEAKTGKLHQEVNLVVMR 292
QEVCVKVVTQDPKLRMGKKLPLHLTLPQALPQYAGSGNFTLALKGKTGKLHQKVNLVVMR 292

e kX k. k ek kk e oo . * Kk Kk K .k k Kk ekkkkhkk o kk ok * kkhkkekkkkhkkk oo

VAQLNNTLTCEVMGPTSPKMRLTLKQENQEARVSEEQKVVQVVAPETGLWQCLLSEGDKV 356
ATQLQKNLTCEVWGPTSPKLMLSLKLENKEAKVSKREKAVWVLNPEAGMWQCLLSDSGQV 352
ATQLONNLTCEVWGPTSPKLMLSLKLENQEAKVSKQEKAVWVLNPEAGVWQCLLSDSGQV 352

Lakka s Akkkk kkkkkks kekk kkakkakk: sk ok ks kkskskkkkkks sk
KMDSRIQVLSRGVNQ-—-——-— 371
LLESNIKVLPTWSTPVQPM- 371
LLESKVEVLPTWSPPVQPMA 372
ek e ek

144ESPPGSSPSVECTSPRGKRIQGMKTLSVSQLE 175

DSNSKVSNPLTECKHKKGKVVSGSKVLSMSNLR
ESPPG-SSPSVOCRSPRGKNIOGEKELSVSQLE
ESPPG-SSPSVECTSPRGKRIQGMKNLSVSQLE

108



CD45R0O

>XP 012315003.1 receptor-type tyrosine-protein phosphatase C isoform X4 [Aotus
nancymaae]
MTMYLWLKLLAFGFAFLDTEVEVAG
TKIATTPAKPSCDKKYANITVDYSYDNNTKLFTAKLNVNEVVKCADEFDCTNNM
LHNLKECEIRTVTISDNSCTAPNKTLKLDVPPEVDKFHLKDHTSPEKANTTINLKWETENFTCDRNKITYRFQCGKIT
SDKEYIVLEDRKPNHNYTCYSEILYNHRKYININETIQTDFGIPEEPQNVTCRSEGAHEGVITWNHPHSLFHSFTLCF
ONKPDNCEFQVDKNLTKYDLONLKPYTKYDLSLYAYITARVORNGTAVPCHFTTNSARPSEVONMTVSITSENSMLVKC
NAPKDLNGPRGRYHLEVKDGDSLVRNESNHTCLFHVKNLQYSTKYTFSAYYHNGDYPGHPVSEFQSTSYNFEFKA
LIAFLAFLIIVTSIALLVVLYKIYDLHKKRSCNLDEQQELVERDDEKQLMNVEPIHADILLETYKRKIADEGRLFLAE
FOSIPRVFSKFPIKEARKSENONKNRYVDILPYDYNRVELSEINGDAGSNYINASYIDGFKEPRKYIAAQGPRDETVD
DEWRMIWEQKATVIVMVTRCEEGNRNKCAEYWPSVEEGTRAFGDVVVKLNQHKRCPDYTIIQKLNI INKKEKTAGREVT
HIQFTSWPDHGVPEDPHLLLKLRRRVNAFSNEFFSGPIVVHCSAGVGRTGTYIGIDAMLEGLEAENKVDVYGYVVKLRR
QRCLMVQVEAQYILIHQALVEYNQFGETEVNLSELHPYLHNMKKRDPPSEPSPLEAEFQRLPSYRSWRTQHIGNQEEN
KSKNRNSNVIPYDENRVPLKHELEMSKESEHDSDESSDDDSDSEEASKYINASFIMSYWKPEVMIAAQGPLKETIGDFE
WOMIFQRKVKAIVMLTELKRGDQELCAQYWGEGKQTYGDIEVDLKDTNKSSTYTLHVFELRHSKRKDPRTVYQYQYTN
WSAEQLPAEPKELISMIQVLKQKLPOKNSSEGNKYHKSAPLLIHCRDGSQQTGIFCALLNLLESAETEEVVDVEQVVK
ALRKARPGMISTFEQYQFLYDTIASTYPAQNGOVKKNNHQEDKIEFDNEVDKVKODANCVNPLGAPEKLPEANEQAAG
SEPTSGTEGPEHCVNGPANPVLNQVS

>NP 563578.2 receptor-type tyrosine-protein phosphatase C isoform 2 precursor
[Homo sapiens]

MTMYLWLKLLAFGFAFLDTEVEVTG

OSPTPS PTDAY INASETTTNSPSESAVES T TT IATTPSKPTCDEKYANI TVDYLYNKETKLETAKLNVNENVECGNNT
CTNNEVHNLTECKNASVSISHNSCTAPDKTLILDVPPGVEKFQLHDCTQVEKADTTICLKWKNIETFTCDTONITYRE
QCGNMIFDNKEIKLENLEPEHEYKCDSEILYNNHKEFTNASKIIKTDFGSPGEPQITIFCRSEAAHQGVITWNPPQRSFH
NEFTLCYIKETEKDCLNLDKNLIKYDLONLKPYTKYVLSLHAYITAKVQORNGSAAMCHFTTKSAPPSQVWNMTVSMTSD
NSMHVKCRPPRDRNGPHERYHLEVEAGNTLVRNESHKNCDFRVKDLQYSTDYTFKAYFHNGDYPGEPFILHHSTSYNS
KAL

IAFLAFLIIVTSIALLVVLYKIYDLHKKRSCNLDEQQELVERDDEKQLMNVEPIHADILLETYKRKIADEGR
LEFLAEFQSIPRVFSKEFPIKEARKPEFNONKNRYVDILPYDYNRVELSEINGDAGSNYINASYIDGFKEPRKYIAAQGPR
DETVDDEWRMIWEQKATVIVMVTRCEEGNRNKCAEYWPSMEEGTRAFGDVVVKINQHKRCPDYITIQKLNIVNKKEKAT
GREVTHIQFTSWPDHGVPEDPHLLLKLRRRVNAFSNFEFSGPIVVHCSAGVGRTGTYIGIDAMLEGLEAENKVDVYGYV
VKLRRORCLMVQVEAQYILIHQALVEYNQFGETEVNLSELHPYLHNMKKRDPPSEPSPLEAEFQRLPSYRSWRTQHIG
NQEENKSKNRNSNVIPYDYNRVPLKHELEMSKESEHDSDESSDDDSDSEEPSKYINASEFIMSYWKPEVMIAAQGPLKE
TIGDFWOMIFQRKVKVIVMLTELKHGDQEICAQYWGEGKQTYGDIEVDLKDTDKSSTYTLRVFELRHSKRKDSRTVYQ
YOYTNWSVEQLPAEPKELISMIQVVKQKLPOKNSSEGNKHHKSTPLLIHCRDGSQQTGIFCALLNLLESAETEEVVDI
FQVVKALRKARPGMVSTFEQYQFLYDVIASTYPAQONGOQVKKNNHQEDKIEFDNEVDKVKODANCVNPLGAPEKLPEAK
EQAEGSEPTSGTEGPEHSVNGPASPALNQGS

>NP 035340.3 receptor-type tyrosine-protein phosphatase C isoform 2 precursor
[Mus musculus]

MTMGLWLKLLAFGFALLDTEVFVTG QEPTPSDCASHITHTPSTHCHASTDPPSTTIATTTKOTCAAMEGN
ITVNYTYESSNQTFKADLKDVONAKCGNEDCENVLNNLEECSQIKNISVSNDSCAPATTIDLYVPPGTDK
FSLHDCTPKEKANTSICLEWKTKNLDFRKCNSDNISYVLHCEPENNTKCIRRNTFIPERCQLDNLRAQTN
YTCVAEILYRGVKLVKNVINVQTDLGIPETPKPSCGDPAARKTLVSWPEPVSKPESASKPHGYVLCYKNN
SEKCKSLPNNVTSFEVESLKPYKYYEVSLLAYVNGKIQRNGTAEKCNFHTKADRPDKVNGMKTSRPTDNS
INVTCGPPYETNGPKTFYILVVRSGGSEVTKYNKTNCQFYVDNLYYSTDYEFLVSFHNGVYEGDSVIRNE
STNFNAK ALITFLVFLIIVTSIALLVVLYKIYDLRKKRSSNLDEQQELVERDDEKQLMDVEPTIHSDILLE
TYKRKIADEGRLFLAEFQSIPRVESKFPIKDARKPHNONKNRYVDILPYDYNRVELSEINGDAGSTYINA
SYIDGFKEPRKYIAAQGPRDETVDDFWRMIWEQKATVIVMVTRCEEGNRNKCAEYWPSMEEGTRAFKDIV
VTINDHKRCPDYITQKLNVAHKKEKATGREVTHIQFTSWPDHGVPEDPHLLLKLRRRVNAFSNEFFSGPIV
VHCSAGVGRTGTYIGIDAMLEGLEAEGKVDVYGYVVKLRROQRCLMVQVEAQYTILTHQALVEYNQFGETEV
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NLSELHSCLHNMKKRDPPSDPSPLEAEYQRLPSYRSWRTQHIGNQEENKKKNRNSNVVPYDENRVPLKHE
LEMSKESEPESDESSDDDSDSEETSKY INASEVMSYWKPEMMIAAQGPLKETIGDFWOMIFQRKVKVIVM
LTELVNGDQEVCAQYWGEGKQTYGDMEVEMKDTNRASAYTLRTFELRHSKRKEPRTVYQYQCTTWKGEEL
PAEPKDLVSMIQDLKQKLPKASPEGMKYHKHASILVHCRDGSQQTGLFCALENLLESAETEDVVDVEQVV
KSLRKARPGVVCSYEQYQFLYDIIASIYPAQNGOQVKKTNSQDKIEFHNEVDGGKQDANCVRPDGPLNKAQ
EDSRGVGTPEPTNSAEEPEHAANGSASPAPTQSS

Extracellular sequence Without Signal peptide

>XP 012315003.1 receptor-type tyrosine-protein phosphatase C isoform X4 [Aotus
nancymaae]
ENPTSPTTDSHETITLSPSGSTAHSTKIATTPAKPSCDKKYANITVDYSYDNNTKLEFTAKLNVNEVVKCADEFDCTNNM
LHNLKECEIRTVTISDNSCTAPNKTLKLDVPPEVDKFHLKDHTSPEKANTTINLKWETENFTCDRNKITYRFQCGKIT
SDKEYIVLEDRKPNHNYTCYSEILYNHRKYININETIQTDFGIPEEPQNVTCRSEGAHEGVITWNHPHSLFHSFTLCF
ONKPDNCFQVDKNLTKYDLONLKPYTKYDLSLYAYITIARVQRNGTAVPCHFTTNSARPSEVONMTVSITSENSMLVKC
NAPKDLNGPRGRYHLEVKDGDSLVRNESNHTCLFHVKNLQYSTKYTFSAYYHNGDYPGHPVSEFQSTSYNFKA

>NP 563578.2 receptor-type tyrosine-protein phosphatase C isoform 2 precursor
[Homo sapiens]
QSPTPSPTDAYLNASETTTLSPSGSAVISTTTIATTPSKPTCDEKYANITVDYLYNKETKLETAKLNVNENVECGNNT
CTNNEVHNLTECKNASVSISHNSCTAPDKTLILDVPPGVEKFQLHDCTQVEKADTTICLKWKNIETFTCDTONITYRFE
QCGNMIFDNKETITKLENLEPEHEYKCDSEILYNNHKEFTNASKIIKTDEFGSPGEPQIIFCRSEAAHQGVITWNPPQRSFEFH
NEFTLCYIKETEKDCLNLDKNLIKYDLONLKPYTKYVLSLHAYTITAKVQRNGSAAMCHFTTKSAPPSQVWNMTVSMTSD
NSMHVKCRPPRDRNGPHERYHLEVEAGNTLVRNESHKNCDFRVKDLQYSTDYTFKAYFHNGDYPGEPFILHHSTSYNS
KAL

>NP 035340.3 receptor-type tyrosine-protein phosphatase C isoform 2 precursor
[Mus musculus]
QTPTPSDGASLTTLTPSTLGLASTDPPSTTIATTTKQTCAAMEGNITVNYTYESSNQTFKADLKDVQNAKCGNEDCEN
VLNNLEECSQIKNISVSNDSCAPATTIDLYVPPGTDKFSLHDCTPKEKANTSICLEWKTKNLDFRKCNSDNISYVLHC
EPENNTKCIRRNTFIPERCQLDNLRAQTNYTCVAEILYRGVKLVKNVINVQTDLGIPETPKPSCGDPAARKTLVSWPE
PVSKPESASKPHGYVLCYKNNSEKCKSLPNNVTSFEVESLKPYKYYEVSLLAYVNGKIQRNGTAEKCNFHTKADRPDK
VNGMKTSRPTDNSINVTCGPPYETNGPKTFYILVVRSGGSEVTKYNKTNCQFYVDNLYYSTDYEFLVSFHNGVYEGDS
VIRNESTNEFNAK
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NP 035340.3

XP_012315003.

NP 563578.2

NP 035340.3

XP_012315003.

NP 563578.2

NP_035340.3

XP 012315003.

NP 563578.2

NP 035340.3

XP_012315003.

NP_563578.2

NP 035340.3

XP_012315003.

NP 563578.2

NP_035340.3

XP 012315003.

NP 563578.2

NP_035340.3

XP 012315003.

NP_563578.2

QTPTPSD-———-— GASLTTLTPSTLGLASTDPPSTTI-ATTTKQTCAAMFGNITVNYTYE
----ENPTSPTTDSHETITLSPSGSTA----H-STKIATTPAKPSCDKKYANITVDYSYD
QSPTPSPTDAYLNASETTTLSPSGSAV-—---ISTTTIATTPSKPTCDEKYANITVDYLYN

Kk kK SR K ik ik ok SR KKK LK K
SSNQTFKADLKDVQNAKCGNEDCEN-VLNNLEECSQIKNISVSNDS-CAPATTIDLYVPP
NNTKLETAKLNVNEVVKCADEFDCTNNMLHNLKECEIR-TVTISDNSCTAPNKTLKLDVPP
KETKLFTAKLNVNENVECGNNTCTNNEVHNLTECKNA-SVSISHNSCTAPDKTLILDVPP

* kK K. . ok . * % e e kk KK e e ek ok * * * e kK kKKK

GTDKFSLHDCTPKEKANTSICLEWKTKNLDFRKCNSDNISYVLHCEPENNTKCIRRNTEI

EVDKFHLKDHTSPEKANTTINLKWET---ENFTCDRNKITYRFQCGKI---—-—-———-— TSD
GVEKFQLHDCTQVEKADTTICLKWKN--IETFTCDTONITYRFQCGNM—-—-——-—-—---— IFD

ek Kk Kk ek K KhkKk ek ek Kok . * . e ek ek ook

PERCQLDNLRAQTNYTCVAEILYRGVKLVKNVINVQTDLGIPETPKP-SCGDPAARKTLV
KEYIVLEDRKPNHNYTCYSEILYNHRKYININETIQTDFGIPEEPQNVTCRSEGAHEGVI
NKEIKLENLEPEHEYKCDSEILYNNHKFTNASKIIKTDFGSPGEPQIIFCRSEAAHQGVI

* e . ek ke Kk ok ok ok * . e e kk ek K * . * K. .

SWPEPVSKPESASKPHGYVLCYKNN-SEKCKSLPNNVTSFEVESLKPYKYYEVSLLAYVN

TWNHPHS------ LFHSFTLCFQONK-PDNCFQVDKNLTKYDLONLKPYTKYDLSLYAYTIT
TWNPPQR-———--— SFHNFTLCYIKETEKDCLNLDKNLIKYDLONLKPYTKYVLSLHAYIT

H T T T A

GKIQRNGTAEKCNFHTKADRPDKVNGMKTSRPTDNSINVTCGPPYETNGPKTEFYILVVRS
ARVQRNGTAVPCHFTTNSARPSEVQONMTVSITSENSMLVKCNAPKDLNGPRGRYHLEVKD
AKVQRNGSAAMCHFTTKSAPPSQVWNMTVSMTSDNSMHVKCRPPRDRNGPHERYHLEVEA

e ek kkk ook K ek Koo * ek * * e e kk e Kk K * e Kk Kk . * kX %

GGSFVTKYNKTNCQFYVDNLYYSTDYEFLVSFHNGVYEGDSVIRNESTNEFNAK-- 402
GDSLVRNESNHTCLFHVKNLQYSTKYTFSAYYHNGDYPGHPVSEFQSTSYNFKA- 385
GNTLVRNESHKNCDFRVKDLQYSTDYTFKAYFHNGDYPGEPFILHHSTSYNSKAL 393

Peptide: 25 ENPTSPTDSHASETITLSPSGSSAHS 50
QTPTPSD------ GASLTTLTPSTLGLASTDPPS

NP 035340.3

XP_012315003.1

NP 563578.2

----ENPTSPTTDSHETITLSPSGSTA----H-S

[SSBEES - DAVENAS - 7771575 Bl - 18
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53
51
56

111
110
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171
158
164

230
218
224

289
271
278

349
331
338



