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ARTICULO ORIGINAL

Produccién de anticuerpos policlonales IgG contra la proteina
iduronato-2-sulfato sulfatasa y desarrollo de un sistema de
deteccién para IDS humana recombinante

Olga Pefia *, Angela Sosa *, Olga Echeverri, Homero Saenz, Luis A. Barrera

Instituto de Errores Innatos del Metabolismo (IEIM), Pontificia Universidad Javeriana,
Bogota, D. C., Colombia.
* Los dos autores contribuyeron igualmente para este trabajo.

Introduccion. La enfermedad de Hunter es un trastorno lisosémico caracterizado por la
deficiencia de la enzima iduronato-2-sulfato sulfatasa (IDS) (EC 3.1.6.13). Esta enfermedad, al
igual que muchos trastornos metabdlicos, son patologias intratables mediante la terapéutica
convencional; sin embargo, existe la posibilidad de ser tratada alternativamente mediante
terapia génica o terapia de reemplazo enziméatico.

Objetivo. El Instituto de Errores Innatos del Metabolismo (IEIM) ha desarrollado un sistema de
expresion de sulfatasas para producir IDS humana recombinante (IDShr) en Escherichia coli y
Pichia pastoris, con resultados favorables. El objetivo principal de este trabajo fue desarrollar
un sistema de deteccion de IDS humana recombinante.

Materiales y métodos. Para el efecto, se inmunizaron con IDS comercial de TKT (Cambridge,
MA) dos conejos de raza Nueva Zelanda blanca y los anticuerpos purificados a partir del suero
se utilizaron en el desarrollo de una técnica semicuantitativa por dot-blot. Diferentes muestras
de extractos crudos de fermentaciones con P. pastoris y E. coli se procesaron con el fin de
poder determinar la presencia de la enzima.

Resultados. Se demostré que los anticuerpos eran especificos en el reconocimiento de la IDS
sin presentar reactividad cruzada con proteinas contaminantes de los extractos crudos.
Conclusién. Por consiguiente, los anticuerpos se podran usar en el desarrollo de una técnica
ELISA tipo sandwich como método de deteccion y cuantificacién de la enzima y en procesos
de purificacion de la misma mediante cromatografia de afinidad.

Palabras clave: mucopolisacaridosis |, iduronato sulfatasa, sindrome de Hunter, terapia de
reemplazo enzimatico, anticuerpos policlonales, dot-blot, anticuerpos policlonales.

Production of polyclonal antibodies to protein iduronate-2-sulphate sulphatase (IDS) and
development of a detection system for human recombinant IDS

Introduction. Hunter syndrome is a lysosomal disorder characterized by iduronate 2-sulphate
sulphatase (IDS) genetic deficiency. Although MPS type Il (Hunter) has no cure, enzyme
replacement therapy (ERT) and gene therapy are potential new approaches to treatment.
Objective. The Institute for the Study of Innate Errors of Metabolism is currently developing a
sulphatase expression system through human recombinant IDS (hrIDS) in Pichia pastoris and
Escherichia coli.

Material and methods. A monitoring method for IDS was developed by production of polyclonal
antibodies from rabbit against human IDS. Two New Zealand white rabbits were immunized
with commercial IDS. These antibodies were used in a dot-blot method for detection and partial
quantification of human recombinant IDS. P. pastoris and E. coli fermentation crude extracts
were processed to determine IDS presence.

Results. The antibodies were demonstrably IDS specific, without cross reaction with crude
extract contaminant proteins.

Conclusion. Therefore, these antibodies can be used to establish an ELISA sandwich system
as a method for detecting and quantifying a protein of interest. The antibodies can also be
employed in an affinity chromatography step during the IDS purification process.

Key words: mucopolysaccharidosis, IDS, Hunter syndrome, ERT, polyclonal antibodies

181



PENA O., SOSA A., ECHEVERRI O. et al.

Los errores innatos del metabolismo son un grupo
de enfermedades genéticas poco frecuentes,
dentro de las cuales se encuentran los trastornos
lisosémicos como las mucopolisacaridosis.

La mucopolisacaridosis tipo Il o sindrome de
Hunter (OMIM: 309900) se clasifica como una
enfermedad de herencia ligada al cromosoma X
(1,2). Es causada por deficiencia de la iduronato
2-sulfato sulfatasa (IDS), codificada por el gen
IDS, ubicado en la region Xq27.3-Xqg28. Este gen
contiene 24 kb, aproximadamente, y esta
compuesto por 9 exones y 8 intrones (3,4).

Esta enzima cataliza la remocion del sulfato en
la posicion C2 del acido L-idurénico presente en
el heparan sulfato y dermatan sulfato (1); la
deficiencia de esta reaccion no permite la
degradacién completa de dichos sustratos y
explica su acumulacion y excrecion.

El diagnéstico de la enfermedad en el laboratorio
se realiza mediante la determinacion de muco-
polisacaridos en orina y deficiencia enzimatica en
células como leucocitos y fibroblastos (5).

Las alteraciones o mutaciones que ocurren en el
gen de la IDS se traducen en anomalias
estructurales y de actividad, lo cual origina con
ello la deficiencia enzimatica y el acumulo de
mucopolisacaridos en diferentes tejidos. Esto
produce manifestaciones clinicas de la
enfermedad como facies toscas, hepatoespleno-
megalia, trastornos respiratorios y cardiovasculares,
retardo mental y del desarrollo.

La incidencia que se ha reportado de esta
enfermedad en Israel entre 1967 y 1975 fue de
1:34.000 nacidos (6); en el Reino Unido se estimd
en 1:132.000 (7), y en British Columbia en
1:111.000 (8). En Colombia aun no existen datos
de prevalencia o incidencia para esta enfermedad.

Para el tratamiento de la enfermedad de Hunter
se haintentado el trasplante de médula éseay el
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intercambio de plasma (9-11) sin obtener
resultados favorables. Recientemente, se han
intentado otras medidas terapéuticas como la
terapia génica (12) y la terapia de reemplazo
enzimatico (13). /n vitro se ha logrado corregir la
deficiencia enzimatica en fibroblastos Hunter,
empleando IDS expresada en células Chinese
Hamster Ovari (CHO) (14); sin embargo, existen
limitantes para el uso de la terapia de reemplazo
enzimatico, como los altos costos de produccion
de la enzima y la necesidad de dosis frecuentes.

La utilizacion de tecnologias de ADN recombinante
para expresar proteinas foraneas permite obtener
grandes cantidades de proteina, superiores a las
extraidas de fuentes naturales. (15,16). Por tal
razon, el Instituto de Errores Innatos del
Metabolismo esta tratando de producir de forma
heteréloga la IDS humana recombinante (IDShr)
en Escherichia coliy Pichia pastoris, con miras a
obtener la enzima pura para implementar un
tratamiento de reemplazo enzimatico en la
enfermedad de Hunter.

Para el desarrollo de los procesos de produccion
y purificacion de la enzima, en este trabajo se
obtuvo un anticuerpo policlonal anti-IDS que se
utilizé en un sistema de deteccidn de IDS por dot-
blot para el control de la produccion enzimatica y
en la construccion de una columna de afinidad
que se esta usando en el proceso de purificacion
de la proteina.

Materiales y métodos
Produccion de un suero policlonal anti-IDS

Para la produccion de anticuerpos anti-IDS se
utilizé IDS 12S0201G recombinante, altamente
purificada producida en células CHO, la cual fue
donada por la empresa Transkariotic Therapies. Su
concentracién proteica, actividad enzimatica y
peso molecular fue confirmada mediante técnicas
convencionales de Folin-Lowry (17) en un
espectrofotometro Biospec-1601 (Shimadzu
Corporation) a 620 nm, fluorometria (18) y SDS-
page (19), respectivamente.

El esquema de inmunizacion se llevé a cabo en
el Bioterio de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia de la Universidad Nacional de
Colombia. Se utilizaron dos conejos de raza Nueva
Zelanda blanca con una edad 10 semanas. Los
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conejos se inmunizaron cuatro veces por via
intradérmica a intervalos de 7 dias, con dos
concentraciones diferentes de IDS (100 pg/mly
50 mg/ml), utilizando como vehiculo adyuvante
completo e incompleto de Freund (20).

El manejo de los animales fue aprobado por el
Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias de
la Pontificia Universidad Javeriana 'y cumplié con
las normas establecidas para el efecto segun lo
dispuesto en la Resolucién No. 008430 del
Ministerio de Salud.

Purificacion de
anticuerpos policlonales anti-IDS

Se realizd a partir del suero de los conejos,
mediante la utilizacion de una columna de afinidad
Hi Trap Protein A (Amersham Pharmacia
Biotech®); para la separacion se utilizé una
bomba peristaltica con flujo constante del suero,
a una velocidad aproximada de 1 ml/min. El
proceso de elucion se realizé en solucién tampén
de acido citrico 0,1 M, pH 3,6; las fracciones
recolectadas se cuantificaron por el método de
Folin-Lowry en un espectrofotometro Biospec-
1601 (Shimazu Corporation) a 620 nm, y se
evaluaron por SDS-page.

Titulacién de
los anticuerpos policlonales anti-IDS

El titulo de los anticuerpos se determiné por el
método de dot-blot en una camara Bio-Dot™
Aparatus de Biorad. El antigeno se adicion6 en
una concentracion constante de 25 ng/ml a una
membrana de nitrocelulosa Hybond de 0,22 nm;
como control negativo de la prueba se adicioné
TBS (Tris Base 20 mM, NaCl 500 mM, pH 7,5). La
membrana fue bloqueada con una solucién de
TTBS (TBS-Tween 20 al 0,1%) BSA 2%.

Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas
dobles de las fracciones obtenidas durante el
proceso de purificacién en TTBS-BSA al 2%. Se
utilizaron como controles sueros preinmunes de
cada uno de los conejos. Por ultimo, se adicioné
el conjugado anti-lgG de conejo, conjugado a
peroxidasa (Sigma A-9169) a una concentracién
de 0,4 ug/ml en solucion TTBS-BSA al 2%. La
prueba se visualiz6 con solucién cromogénica de
3’-3" diaminobenzidina durante 30 segundos.

PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES ANTI-IDS

Determinacioén de la especificidad de
anticuerpos policlonales anti-IDS

La especificidad de los anticuerpos se determiné
mediante la técnica de Western blot. Las proteinas
presentes en los extractos crudos de P. pastoris
y la IDS pura se separaron mediante SDS-page y
se transfirieron a papel de nitrocelulosa Hybond:;
la membrana se cort6 en tiras y se bloqueéd en
solucion de TTBS y leche descremada al 5%.
Como anticuerpo primario se utilizé 1IgG de conejo
anti-IDS y como control positivo, un anticuerpo
monoclonal anti-IDS donado por Kasuko
Sukegawa de la Universidad de Gifu de Japon.
Los anticuerpos secundarios que se usaron fueron
anti-lgG de conejo marcado con peroxidasa (Sigma
A-9169) y anti-lgG de ratén, conjugado a
peroxidasa (Sigma A-9044), respectivamente.

Desarrollo de una técnica semicuantitativa
para IDS por dot-blot

Se desarrollo una primera fase utilizando el
anticuerpo policlonal anti-IDS en cuatro diluciones
diferentes (1/500, 1/1.000, 1/2.000 y 1/4.000)
enfrentado a varias concentraciones de IDS pura
en diluciones seriadas por duplicado desde 60 g
hasta 1 ng/ml.

Posteriormente, se realizé una curva de calibracion
utilizando diluciones seriadas por duplicado desde
10 pug/ml hasta 0,3 pg/ml. Los extractos crudos
de P. pastoris y E.coli se procesaron con
anticuerpo primario IgG anti-IDS en dilucién 1/
2.000.

Resultados
Caracteristicas de la IDS 12S0201G

Usando el método de Folin-Lowry se obtuvo una
concentracion proteica de 1,7 mg/ml. Los
resultados de la actividad enzimatica fueron de
alrededor de 1,2 mU/mg, lo que se ajusta al rango
dado por TKT (1,0-3,5 mU/mg). Mediante SDS-
page se pudo evidenciar que el peso molecular
de la IDS 12S0201G se encuentra entre 70 y 90
kd, al igual que su alto grado de pureza (figura 1).

Purificacion y titulacion de anticuerpos

La purificacion de los anticuerpos se realiz6 a
partir del suero obtenido del sangrado total de cada
uno de los conejos, y se obtuvieron cuatro
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Figura 1. Electroforesis de IDS 12S0201G. Carril 1: marcador
de peso molecular en kd; carril 2: IDS 12S0201G. En el corrido
se muestra una sola banda correspondiente a la IDS con
un peso molecular aproximado entre 80 y 90 kd.
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fracciones del proceso de elucion (figura 2), en
las que se observo una mayor concentracién de
proteinas en las fracciones 1y 2 (cuadro 1). Los
resultados de titulo obtenidos para el conejo 1
fueron de 1/65.536, 1/32.768, 1/16.384 y 1/2.048
para las fracciones 1, 2, 3 y 4, respectivamente.
En el conejo 2, los titulos obtenidos fueron de 1/
16.384, 1/2.048, 1/256 y 1/128 para las fracciones
en el mismo orden (figura 3, cuadro 1).

Determinacion de especificidad de
anticuerpo policlonal anti-IDS

En la prueba de Western blot se pudo evidenciar
el reconocimiento de una sola banda por parte del
anticuerpo policlonal anti-IDS a partir del extracto
crudo de P pastoris, la cual se encuentra a la
misma altura de la banda de IDS 12S0201G
reconocida por este mismo anticuerpo y por el
anticuerpo monoclonal (figura 4).

Implementacién de una técnica
semicuantitativa para IDS por dot-blot

Los titulos de anticuerpos obtenidos fueron muy
similares. Las diluciones del anticuerpo 1/500,
1/1.000, 1/2.000 y 1/4.000 presentaron
reconocimiento de la proteina en concentraciones
minimas de 0,07 ug/ml, 0,15 pg/mi, 0,3 ug/mly
0,6 ug/ml, respectivamente (figura 5).

Se evidencio6 que la dilucién 6ptima del anticuerpo
fue de 1/2.000, con buen reconocimiento del
antigeno a diversas concentraciones. Las

SPI F1 F2 F3 F4

50kd

25kd

Figura 2. Electroforesis de las cuatro fracciones purificadas del suero obtenido del conejo 1 (A) y conejo 2 (B), que
muestran las cadenas pesadas y livianas de los anticuerpos purificados, con pesos de 50 kb y 25 kb, respectivamente.

SPI: suero preinmune
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Cuadro 1. Concentracién de proteinas y titulo obtenido de cada una de las muestras recolectadas antes y después del
proceso de purificacion mediante el uso de columna de afinidad Hi-Trap.

Conejo 1 Conejo 2
[Proteinas mg/ml] Titulo por dot-blot [Proteinas mg/ml] Titulo por dot-blot
Suero puro 39,6 43,6
Fraccion 1 13,1 1/65.536 7,84 1/16.384
Fraccion 2 7,5 1/32.768 2,1 1/2.048
Fraccion 3 2,0 1/16.384 0,1 1/256
Fraccion 4 0,01 1/2.048 0,01 1128
A
Suero Control
preinmune negativo
conejo 1
1T ® ® @ @ o o
2% ® ® » ¢ @
F3 8 @& »
Fa B @
1128 /256 1/512 1/1024 1/2048 1/4096 1/8196 1/16384 1/32768 1/65536 1/131072
B
Suero Control
preinmune negativo
conejo 2
® » @

1/128 1/256 1/512 11024  1/2048 1/4096  1/8196  1/16384  1/32768

Figura 3. Titulacién de anticuerpos (1/128-1/131.072) obtenidos de las cuatro fracciones (F1, F2, F3 y F4) obtenidas del
proceso de purificaciéon de los sueros de los conejos 1 (A) y 2 (B). Para el control negativo de la prueba se omitié la
adicién de antigeno a la membrana; de igual manera, se realizaron controles utilizando suero preinmune de los dos

conejos.
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Figura 4. Reconocimiento especifico de IDShr producida
por P. pastoris. (A). Electroforesis de la fraccion retenida de
ultrafiltracion de sobrenadante de P. pastoris en la que se
muestran diferentes bandas de distinto peso molecular para
ilustrar, también, el corrido electroforético de la IDS pura.
Sin embargo, cuando se realiza el Western Blot (B) en
esta misma fraccion, el anticuerpo policlonal es capaz de
reconocer una sola banda que se encuentra a la misma
altura de la IDS pura reconocida por el anticuerpo
monoclonal.
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diferentes tonalidades observadas permitieron
desarrollar una curva de calibracién que sirvi6 para
deducir mas facilmente la concentracién
aproximada de IDS encontrada en los extractos
crudos.

Parala curva de calibracion se us6 10 ug/ml como
valor maximo, pues concentraciones superiores
a este valor presentaron superposicién de
tonalidades. El rango discriminatorio de nuestro
método esta, por lo tanto, entre 0,3 ug/mly 10 pug/
ml. Los valores superiores o inferiores no son
confiables (figura 6).

Discusion

Las propiedades de la IDS 1250201G utilizada
como antigeno: peso molecular, actividad
enzimatica, concentracion proteica y pureza,
fueron similares a las suministradas por TKT. El
protocolo de inmunizacion en conejos mostréd que
al usar una concentracion de antigeno de 100 g/
ml, se obtenia un mayor titulo que con la
concentracion de 50 ug/ml, y en el proceso de
purificacién se observé que las mayores
concentraciones de proteina se encontraban en
las dos primeras fracciones eluidas, resultado que
coincide con el titulo obtenido en dichas muestras.

Diluciones de
anticuerpo 60 40 20 10 5

2,5 1,25 0,62 0,31 0,15 0,07 0,03

»
y

Concentraciones
de antigeno

1/500

1/1000

1/2000

e ® ® o » »

~

1/4000

0,019 0,009 0,004 0,002 0,001 CN

Figura 5. Fase de estandarizacion de la técnica de dot-blot como método semicuantitativo de IDS, a diferentes
concentraciones del anticuerpo enfrentado a diferentes concentraciones del antigeno (ug/ml).
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Figura 6. Prueba de dot-blot como método semicuantitavo para IDShr. Muestra los resultados del ensayo, en el cual se
puede analizar la curva de calibracién (IDS pg/ml) frente a cada una de las muestras problema (fermentaciones de P.

pastoris y E. coli).

El alto grado de pureza de la proteina IDS utilizada
en el esquema de inmunizacién permitio que los
anticuerpos obtenidos no presentaran reactividad
cruzada contra las proteinas presentes en los
extractos crudos de P. pastoris, lo cual se pudo
evidenciar mediante la técnica de Western blot,
pues sb6lo una banda es reconocida por el
anticuerpo, que se encuentra a la misma altura
de la banda de IDS 12S50201G reconocida por el
anticuerpo monoclonal donado por Sukegawa.
Esto sugiere que el anticuerpo producido se puede
usar en procesos de deteccion y purificacion de
la proteina, pues no existe reactividad cruzada
contra proteinas contaminantes de P. pastoris,
disminuyendo la posibilidad de obtener resultados
falsos positivos en el proceso de control.

Se desarrollé la prueba de dot-blot como método
semicuantitativo para la deteccién de IDShr,
determinando que la dilucién éptima de anticuerpo
era 1/2.000 y que para la curva de calibracion se
usaran concentraciones de IDS 12S0201G entre
10 pg/ml y 0,3 pug/ml. Esta curva servird como
patrén para determinar concentraciones
aproximadas de IDShr presente en los extractos
crudos de P. pastoris y E. coliy en los diferentes
pasos de purificacion de la misma.

El anticuerpo producido se esta utilizando en
columnas de afinidad para mejorar el proceso de
purificaciéon de la enzima humana recombinante
que estamos produciendo en P. pastoris y para

supervisar los diferentes pasos de purificacion
de laenzima (21).

La produccion de anticuerpos policlonales contra
IDS fue publicado por el grupo de J. Hopwood en
2004 (22) y, recientemente, se ha producido un
anticuerpo monoclonal que esta préximo a
publicarse (23). Estos anticuerpos no se hallan
disponibles en las cantidades requeridas para los
procesos de purificacion y caracterizacion de una
nueva enzima. Esto hizo necesaria la obtencién
de un anticuerpo policlonal util en el proceso de
purificacién de la enzima y en la implementacion
de un sistema propio para la detecciéon y
cuantificacion de la proteina durante los procesos
de produccién en P. pastoris.
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