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Introduccion

El sistema inmune adaptativo presente en los seres vivos vertebrados posee
la capacidad de generar una extraordinaria diversidad en el repertorio de
receptores de antigenos especificos que se expresan de manera clonal en
linfocitos B 'y T (BCR y TCR, respectivamente), se estima que la diversidad
potencial de estos repertorios esta entre 1 x 1011y 1 x 108, Estos repertorios
son entes dinamicos y los procesos que los regulan son conocidos como la
teoria de la seleccioén clonal de Burnet. El principal problema para el estudio
integral y comprensién del repertorio es su gran diversidad, ya que las
técnicas usadas tradicionalmente como la espectratipificaciéon, PCR Mdltiplex,
FACS tienen sesgos metodolégicos inherentes a las mismas técnicas que
impiden un andlisis integral del repertorio inmune. El desarrollo de técnicas
de secuenciaciobn masiva de ADN como la pirosecuenciacién permite el
analisis del repertorio inmune de manera global, a costos y tiempo
razonables, por lo que en este trabajo se disefia una nueva estrategia para
investigar la diversidad del repertorio expresado para IgK basada en esta
técnica. Al expander nuestro entendimiento sobre el sistema inmune y sus
repertorios se podra analizar de mejor forma la interaccion entre el huésped y
agentes patégenos, identificar biomarcadores con fines prondsticos o
diagnésticos, detallar la respuesta a vacunas, examinar el comportamiento

del repertorio inmunoldgico en neoplasias y en enfermedades autoinmunes.

Hipotesis : Es posible el estudio de la diversidad expresada del repertorio del
receptor de Linfocitos B, desde un punto de vista cualitativo y
semicuantitativo, mediante el desarrollo de una nueva estrategia
metodoldgica.

Objetivo : Desarrollar una nueva estrategia metodolégica basada en
secuenciacion masiva en paralelo de ADN, para el estudio de la diversidad
expresada de la cadena ligera k de inmunoglobulina (IgK) humana en sangre
periférica de individuo adulto sanos. Describir de manera cualitativa y semi-
cuantitativa el repertorio expresado para IgK en linfocitos B de sangre
periférica. Comparar los repertorios expresados para IgK en los sujetos

sanos voluntarios.



Resumen

Los organismos vertebrados tienen un sistema inmune adaptativo capaz de
generar receptores de antigeno con el potencial de reconocer a casi cualquier
antigeno. Cada linfocito T y B expresa un receptor Unico, esta poblacion de
receptores es conocida como repertorio inmunolégico. Hasta ahora, el
conocimiento de la diversidad y la estructura del repertorio no ha sido
reportada con precision. Con la finalidad de explorar esta diversidad con una
profundidad nunca antes lograda, exploramos el uso de nuevas tecnologias
de secuenciacién masiva de ADN. En este trabajo reportamos un analisis sin
precedentes del repertorio expresado para la cadena ligera Kappa en
individuos sanos: el numero de secuencias obtenidas superé a las
registradas en GenBank, se descubrio la expresion de rearreglos no
reportados previamente y se revel6 convergencia en el repertorio expresado
en individuos sanos. Este nuevo abordaje para el estudio del repertorio se
presenta como una opcion practica para enriquecer el conocimiento sobre los
repertorios de linfocitos, su diversidad y estructura, asi como para una mejor
comprension de la respuesta inmune, proyectando la identificacion de

biomarcadores con fines diagnosticos o terapéuticos.
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Introduccion

El sistema inmune adaptativo presente en los seres vivos vertebrados posee
la capacidad de generar una extraordinaria diversidad en el repertorio de
receptores de antigenos que se expresan de manera clonal en linfocitos By T
(BCR y TCR, respectivamente). Cada linfocito expresa un receptor Unico,
estimandose que la diversidad potencial del repertorio de linfocitos esta entre
1 x 101 (Davis y Bjorkman 1988) y 1 x 1018 (Sanz 1991). Dicha diversidad le
permite identificar y reaccionar potencialmente ante casi cualquier antigeno
(Silverstein 1999). EIl repertorio de linfocitos T y/o B es definido como una
coleccion de linfocitos, caracterizado por su receptor especifico para
antigeno. Este repertorio es dinamico debido a inactivacion funcional,
seleccion negativa de aquellas clonas potencialmente auto-reactivas y
seleccion positiva de clonas reactivas a antigenos a los que el sujeto se ve
expuesto a lo largo de su vida, tales procesos son conocidos como la teoria
de la seleccion clonal (Burnet 1959). La gran diversidad en el repertorio de
receptores de antigeno para linfocitos representa el problema central para su
estudio y comprension. Las técnicas usadas de manera convencional como la
espectratipificacion, PCR Mudltiplex, FACS tienen como principal desventaja
que no realizan un andlisis global del repertorio inmunolégico por limitaciones
inherentes a las técnicas mismas, sesgando asi los resultados obtenidos
mediante ellas. La pirosecuenciacién masiva en paralelo ha sido usada para
el estudio del repertorio inmunoldgico de peces Zebra, permitiendo un
analisis cualitativo y semi-cuantitativo sin sesgos metodoldgicos y ampliando
el conocimiento previo sobre el tema (Weinstein, 2009). Por lo que se plantea
sea parte de una nueva estrategia metodologica para el analisis de la
diversidad de dichos repertorios y las modificaciones que sufren ante un reto
antigénico podria brindar la oportunidad para ampliar el conocimiento sobre la
dindmica de la seleccion clonal, ademéas de ayudar a la comprension de los
procesos fisiopatoldgicos asociados a enfermedades infecciosas y
autoinmunes, ademas de la busqueda de biomarcadores basados en la

diversidad del repertorio expresado (Boudinot, 2008).



Estructura del receptor de antigeno para linfocitos B

El receptor de antigeno de linfocitos B (BCR del inglés B cell receptor) es una
glucoproteina heterodimeérica tipo | de la familia de las inmunoglobulinas, que
esti anclada a la superficie celular y se compone de dos cadenas pesadas
idénticas (IgH) y dos cadenas ligeras idénticas (IgL) que pueden ser del
isotipo K 0 A.La regién del BCR que reconoce al antigeno y que confiere
especificidad clonal es la regibn amino-terminal, conocida también como
region variable (V), que es diferente para cada clona. La region carboxilo-
terminal es conocida como region constante (C).

La especificidad del receptor de antigeno es dada por la combinacién de la
region variable de IgH e IgL (VH y VL respectivamente) (Davis 2004). La
region VH esta constituida por recombinacion de segmentos V, D y J, en

tanto que la region VL esta formada por segmentos V' y J.

Mecanismos para la generacién de diversidad en BCR

La diversidad del repertorio de receptor de linfocitos se genera de forma
aleatoria mediante recombinacion soméatica de segmentos génicos
codificados en la linea germinal. Este proceso de recombinacion se lleva a
cabo de manera clonal solamente en linfocitos en etapa de maduracién en
organos linfoides primarios. La regién VH estd compuesta por segmentos V
(variable), D (diversity) y J (junction), en tanto que la region VL se compone
de segmentos V y J. La dimension del repertorio esta parcialmente fijada por
la diversidad combinatoria de los segmentos génicos codificados en la linea
germinal, no obstante, debido a la ambigiiedad en los sitios de corte y
reparacion de los extremos involucrados durante la recombinacion y a la
adicion de nucledtidos por la desoxynucleotidil-transferasa terminal (TdT) en
las uniones V-D, D-J y V-J la diversidad del repertorio es mucho mayor a la

simple combinatoria de elementos de linea germinal (Max, 1999).

La unién del anticuerpo con el antigeno se determina por la estructura de los
CDR1, CDR2 en diferentes segmentos del segmento V y sobre todo en la
CDR3 de la region VH y VL, cuya variabilidad deriva de la yuxtaposicion de

diferentes segmentos V, D, J y la adicion aleatoria de nucleétidos. Aunque la



contribucién del CDR3 de VH es crucial en determinar la especificidad, el
apareamiento preferencial con ciertas cadenas de IgL también contribuye a

determinar la especificidad del anticuerpo (Davis, 2004).

El estudio de la diversidad del repertorio se ha realizado mediante técnicas
convencional como FACS (Kedzierska 2008), espectrotipificacion (Yao 2005),
PCR multiplex (Mariani 2009). El problema con estas técnicas es que son
poco Utiles para el estudio integral del repertorio, poco practicas, ademas de
ser caras y contener sesgos inherentes a las mismas técnicas impidiendo el
analisis cualitativo y semi-cuantitativo del repertorio. Lo anterior conduce al
poco conocimiento del repertorio expresado de linfocitos con la necesidad

imperante de desarrollar nuevas estrategias para el andlisis del mismo.

Mediante el uso de tecnologias de secuenciacion masiva (Margulies, et al.
2005) , el empleo de herramientas bioinforméticas y bajo el enfoque de la
biologia de sistemas, nuestro grupo de trabajo ha desarrollado una nueva
estrategia para estudiar la diversidad del repertorio de linfocitos de manera
cualitativa y cuantitativa que puede proporcionar informacién fundamental
para comprender mecanismos fisiologicos del sistema inmune adaptativo
ante procesos infecciosos, enfermedades autoinmunes y eventos como la

vacunacion o exposicion a ambientes especificos.

El objetivo de este estudio es conocer por primera vez la diversidad del
repertorio expresado de la cadena ligera kappa en individuos sanos, sin
sesgos, para asi obtener nueva informacién que permita el analisis integral
de este sistema biolégico permitiendo asi el poder diseflar modelos

predictivos sobre la respuesta inmune.



Material y Métodos

Obtencién de RNA : Mediante venopuncion de la parte anterior del codo de 4
individuos adultos sanos con edades entre 29 y 40 afios de edad, se
colectaron 10 ml. de sangre periférica en un tubo con EDTA, dicha
intervencion cont6 con la aprobacion del comité de Bioética y de
Investigacion del INSP. A partir de esta muestra bioldgica se aislaron células
mononucleares en un gradiente de Ficoll. A continuacién se purificé el RNA
total de estas células por el método de TRIzol. La integridad del RNA fue
analizada por electroforesis en gel de agarosa al 1%, su concentracién fue

determinada por espectrofotometria.

Generacion de genotecas de cDNA: Se usO 1pg de RNA total para la
sintesis de cDNA, usando el kit comercial SMART RACE cDNA Amplification
Kit de Clontech. Se siguié el protocolo descrito por el proveedor para la
sintesis de dichas genotecas (Clontech SMART RACE cDNA Amplification Kit
User Manual).

Generacion de amplicones IgKV: Las genotecas de cDNA fueron usadas
como molde para generar genotecas de amplicones de la region variable del
gen VLK mediante el método RACE 5" modificado del kit de Clontech. La
modificacion consiste en sustituir el oligonucle6tido UPM del kit por el
oligonucleo6tido FP_Amp_Nup_Piro. Dicho oligo es similar al UPM con la
salvedad de que en el extremo 5 contiene una secuencia adaptadora “A”
necesaria para el protocolo de Pirosecuenciacion masiva en paralelo en la
plataforma FLX 454 de Roche.

Los amplicones de IgKV fueron generados mediante PCR RACE 5" usando
los oligonucledtidos FP_Amp Nup Piro y IGKC Piro que prima
especificamente en el gen que codifica la regién constante de las cadenas
ligeras Kappa (CLK), este oligo también contiene la secuencia adaptadora “B”
para la secuenciacibn masiva en la plataforma FLX. Ambos oligos estan
disefiados de acuerdo a los estandares descritos en el protocolo de
Pirosecuenciacion de amplicones GS del manual GS FLX Amplicon DNA
Library Preparation Method. Los productos generados por PCR RACE 5

fueron analizados mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%, se



espera un producto con tamafio aproximado de 500 pb, posteriormente

fueron purificados usando columnas de Promega.

Secuenciacion masiva en paralelo de amplicones IGKV  : Los amplicones
generados fueron analizados por fluorescencia en el equipo BioAnalyzer
2100 LabChip de Agilent para determinar su concentracion y calidad. Se
utilizaron aproximadamente 100 ng. de cada libreria de amplicones para su
amplificacion clonal por PCR, usando el estuche GS emPCR Il de Roche de
acuerdo al protocolo del proveedor. La Pirosecuenciacién de las genotecas
se realizd en el equipo Genome Sequencer FLX System, desarrollado por
454 Life Sciences Corporation de Roche usando el estuche GS LR70 de
acuerdo a las instrucciones del proveedor. Cuatro genotecas fueron
secuenciadas, cada una en 2 de ocho carriles disponibles en una placa GS
Pico titer LR70, una libreria mas fue secuenciada en 2 de 16 carriles
disponibles de una placa similar. Las secuencias generadas con esta
plataforma tienen una longitud promedio de 250 pb. La direccion de la
secuenciacion fue en antisentido con la finalidad de obtener informacion del

segmento JK, el CDR3 y parte de la region VK.

Procesamiento de datos obtenidos : De acuerdo al software y protocolo de
la plataforma GS FLX 454 Life Sciences-Roche se obtiene una base de datos
de las secuencias en un archivo formato fasta, que fue depurado de
secuencias menores a 150 pb, de aquellas que carecian de la secuencia
clave o que no correspondian al extremo 5°de CK. Se realizaron andlisis con
longitudes de 130, 150, 180 y 230 pb a partir del segmento JK hacia el
extremo 57, encontrando que con secuencias de 150 pb se obtiene una

capacidad de asignacién aceptable (R?=0.95).

Asignacion de uso de segmento VK para las secuencia s obtenidas:
Usando BLASTn como herramienta local se asigné el segmento génico
usado en cada una de las secuencias (Altschul, 1990). Para validar a
BLASTn como método de asignacion de segmento VK, la base de datos fue
examinada con las secuencias de IgK obtenidas de GenBank y comparadas

con los datos reportados en una caracterizacion reciente (Collins, 2008).



Como complemento a este analisis se usoé la herramienta IMGT/V-Quest, que
es un sistema disponible en la red que permite identificar los segmentos Vy J
en cada secuencia, ademas de brindar informacién sobre la diversidad de
unién, mutaciones, inserciones y supresiones de bases, asi como datos
sobre variabilidad alélica (Brochet 2008). La limitacion de esta plataforma es
que el andlisis esta limitado a 50 secuencias de manera simultanea, por lo
gue no fue usado con todas las secuencias obtenidas en la secuenciacion
masiva en paralelo. De cualquier forma sirvié para verificar los resultados de

BLASTnN en la asignacién de segmento para algunas secuencias.

Estimacién de la frecuencia clonal y agrupamiento d e las secuencias:

Una vez que las frecuencias obtenidas fueron depuradas, se realiz6
agrupamiento clonal de las mismas usando el software TGICL con los
siguientes parametros —p 98, -1 145 y —v 1. Este software realiza la funcion de
agrupar secuencias idénticas o0 casi-idénticas, cuyo origen muy
probablemente es clonal, mediante este agrupamiento se reduce la
complejidad de la base de datos, se define la diversidad clonal en el

repertorio expresado y se conoce la frecuencia de cada grupo de secuencias.



Resultados

Secuenciacibn masiva de genotecas Vk : Una vez depuradas las
secuencias obtenidas en las corridas de acuerdo a los criterios descritos en la
metodologia, se obtuvieron 15,107 secuencias para la primer libreria
secuenciada (kE), 22,601 para L5, 27,641 para L6, 16,161 para L7, 18,963
para L8 (Tabla I). El primer dato llamativo es que una vez que se realizo la
asignacion de segmento para estas secuencias, todas las genotecas tuvieron
al menos 78% de identidad con algun rearreglo KV-KJ, llegando a ser de
89% para una de ellas, lo que representa un namero muy superior al de las
secuencias IgK reportadas en GenBank. Para las secuencias restantes se
realiz6 un BLASTn con la intencion de encontrar identidad con el genoma
humano, se encontr6 que una proporcién importante (5-14%) de estas
secuencias tuvieron identidad con el intron 5" del segmento Ck. Para el resto

de las secuencias no fue posible encontrar identidad alguna (Tabla I).

Tabla I. Resultados de secuenciacion masiva

Genoteca secuencias>150 pb KV-KJ (%) Intron KJ-KC (%) No hits (%)
kE 15,107 12,910 85.5 1,491 99| 706 4.7
L5 22,601 19,361 85.7 1,840 8.1] 1,400 6.2
L6 27,641 24,751 89.5 1,616 5.81 1,274 4.6
L7 16,161 12,682 78.5 2,270 14.0( 1,209 7.5
L8 18,963 16,558 87.3 1,307 6.9 1,098 5.8

GenBank 2,003 2,003 100.0 0 00| 0 0.0

Tabla |. Resultado del proceso de secuenciacion masiva de las 5 genotecas
derivadas de sangre periférica de 4 individuos adultos sanos del sexo masculino y
las obtenidas del Genbank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/index.html). La
segunda columna se refiere al niUmero total de secuencias incluidas para analisis
subsecuente. La tercera columna se refiere al nUmero absoluto y % de secuencias
catalogadas como re-arreglos de IGK. La cuarta columna describe el total y % de
secuencias que mapearon con el intron IGKJ-IGKC y que representan transcritos
potencialmente “estériles”. La Ultima columna describe el nimero y % de secuencias
no mapean en el genoma humano y cuya identidad desconocemos.

Uso de la diversidad combinatoria potencial en suje  tos sanos: Para
caracterizar la proporcion del repertorio de IGK que se expresa en Linfocitos
B del repertorio potencial, se mapearon los rearreglos de las 5 genotecas
mediante BLASTn. ElI nimero total de combinaciones VJ para K es de 200
(40V x 5J=200), de las cuales el 48% se encontraban en todas las genotecas
y en GenBank. Asi mismo, se encontré un “agujero” en el repertorio, es decir,

la ausencia de 14% de los rearreglos posibles en todas las genotecas y el



Genbank. Quizas el dato mas significativo fue el encontrar que con esta
nueva estrategia se obtuvo evidencia de la expresion de rearreglos que no
habian sido reportados previamente en GenBank, representando un
porcentaje de 23% del total de combinaciones posibles, mostrando asi que la
estrategia puede aportar datos que han pasado por alto al usar metodologias

convencionales para el estudio del repertorio.

Distribucion de rearreglo
n=200
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Figura 1. Distribucion del rearreglos posibles (200) generados mediante diversidad
combinatoria de segmentos IGKV e IGKJ. En azul se presentan los rearreglos
presentes en las genotecas secuenciadas nunca antes descritos en el GenBank. En
verde se representan re-arreglos compartidos en las cinco genotecas y el GenBank.

Comparacion de la frecuencia relativa de re-arreglo s en sujetos sanos:

Una vez asignados los rearreglos de cada secuencia, se obtuvieron las
frecuencias relativas de cada uno de ellos en cada genoteca para poder
compararlas entre si. Los sujetos de los que se obtuvo la muestra no se
encuentran relacionados genéticamente y el repertorio de uno de ellos fue
caracterizado en dos experimentos diferentes, al realizar la correlacién de las
frecuencias relativas en las cinco genotecas se encontré sorprendentemente
un alto grado de correlacion entre las cinco genotecas. Las cinco genotecas
coincidian presentar los mismos rearreglos altamente representados y un

gran numero de rearreglos con frecuencias relativas bajas (Figura 2).



Figura 2. Correlaciéon de la frecuencia
relativa de rearreglos en cinco
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Una vez que se estableci6 la similitud entre las cinco genotecas observadas,
se realizé la descripcion de las frecuencias de cada rearreglo, que evidencio
la expresion de transcritos para las 5 familias de genes Vk funcionales, se
encontr6 que casi las dos terceras partes del total de las secuencias
obtenidas (58%) corresponden a los rearreglos IGKV1-39/1D-39/J1 (13%),
IGKV2-28/2D-28/J5 (19.8%) y IGKV3D-15/J2 (24%). Resalta también que el
hecho de que el Unico gen de la familia IV, IGKV4-1 obtiene casi el 5% de las
secuencias totales, de igual manera los genes de la familia 1ll, V3-11/3D-11y
V3-20/3D-20 representan casi el 10% de las frecuencias. De forma tal que
tres rearreglos VJ y 3 segmentos V mas, acaparan casi el 75% de las
secuencias totales, dejando al resto de los segmentos con frecuencias muy

bajas, la mayoria con una frecuencia relativa de alrededor de 0.1% (Figura 3).
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Figura 3. Caracterizacion de la genoteca kE de acuerdo con la diversidad de re-
arreglos IGKV (eje x), IGKJ (eje z) y el nimero de secuencias no agrupadas (eje y).
La caracterizacién se realiz6 mediante BLASTn. Nétese que los re-arreglos IGKV1-
39/1D-39-IGKJ1; KV2-28/D2-28-J5 y KV3-20/VD3-20-J2 acaparan la mayor cantidad
de secuencias.

Cuantificacion de la diversidad en grupos de probab le origen clonal

comun: Una vez conocidas las distribuciones de las frecuencias de
secuencias de acuerdo al rearreglo usado en ellas, se realiz6 agrupamiento
de las mismas con el software TGICL. Al hacer esto, minimizamos la
redundancia de la base de datos a secuencias con gran identidad entre si,
gue muy probablemente sean del mismo origen clonal, brindando asi una
nueva perspectiva para el analisis del repertorio expresado en los Linfocitos
B. Bajo esta perspectiva sobresale la diferencia que existe entre la proporcion
de transcritos respecto al uso de segmentos VK y la proporcion de la
diversidad clonal del repertorio, en especifico de los segmentos con mayor
proporcion de transcritos: IGKV1-39/1D-39, IGKV2-28/2D-28 y IGKV3D-15,
gue al ser agrupados presentan una diversidad clonal menor a la obtenida
antes del agrupamiento. Caso contrario a los segmentos IGKV1-33/1D-33,
IGKV1-9, IGKV2-30, IGKV3-11/3D-11, IGKV3-20/3D-20 e IGKV4-1, cuya
proporcion de transcritos es baja, pero la proporcion de la diversidad clonal
llega a ser casi del 10% (Figura 4). De acuerdo a estos datos podemaos inferir
gue ciertos segmentos génicos son transcripcionalmente muy activos, pero
su diversidad clonal no es tan extensa. De igual forma se presenta de nueva
cuenta el hecho de que pocos segmentos acumulan el mayor porcentaje de

la diversidad.



Relacion entre diversidad clonal y uso de segmentos V
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Figura 4. Diversidad del repertorio de acuerdo con el uso de genes IGKV en
secuencias no agrupadas y en secuencias agrupadas con TGICL. El agrupamiento
reduce la redundancia y permite la definicion de grupos clonales. El analisis permite
la identificacion de diversidad clonal en grupos de linfocitos con el mismo segmento
V. Estos datos sugieren que la diversidad clonal en el grupo IGVK2-28/2D-28,
IGKV3-15/3D-15 e IGKV4-1 es baja, pero que las clonas son transcripcionalmente
muy activas.

Los datos obtenidos en los andlisis previos muestran que el repertorio
expresado de IgK en individuos sanos puede ser de hasta 87% de la
diversidad combinatoria total, en esa diversidad expresada la mayoria de los
rearreglos estan representados a bajas frecuencias. El siguiente paso en el
estudio del repertorio expresado fue el correlacionar la proporcién de la
diversidad total con la diversidad de segmento IGKV, al hacerlo para la
genoteca KE se manifiesta que los rearreglos dominantes son altamente
redundantes, evidenciando que el incremento en la abundancia de transcritos
no estd asociado con un incremento proporcional de la diversidad, esto
pudiera ser explicado por la activacion de ciertas clonas de linfocitos, en
particular de células plasméticas que tienen una gran actividad
transcripcional, o bien por la expansién de alguna clona en especifico. La
correlacion de los sujetos sanos contrasta de manera contundente con la
correlacién obtenida para la base de datos de GenBank, que presenta

redundancia limitada.



La distribucion de la frecuencia de grupos de proba ble origen clonal
comun sigue una ley de potencia: Conforme a la informacién obtenida en
el estudio del repertorio expresado para IGK hemos notado que la mayor
parte las secuencias obtenidas (aproximadamente 75%) provienen de un
ndamero limitado de rearreglos VJ y segmentos génicos, en tanto que la
mayor parte de la diversidad del repertorio se encuentra representada con
una baja frecuencia clonal. Con el objetivo de conocer el tipo de distribucion
que sigue la clonalidad en el repertorio de IGK, para las 5 genotecas se
correlacion6 el numero de secuencias con probable origen clonal comin con
el nimero de clonas diferentes en una escala logaritmica, de esta forma
gueda de manifiesto que un nudmero limitado de secuencias con probable
origen clonal coman acaparan la mayoria de los transcritos, en tanto que una
gran proporcién de la diversidad clonal estd representada por un numero
limitado de transcritos. Esta distribucion es caracteristica de los sistemas
libres de escala, que describen una proporcién 80/20 definida por leyes de
potencia (Barabasi, 2003). (Figura 5).
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Figura 5. Representacion del nimero de secuencias por clona (eje X) con respecto a
el numero de clonas (eje y) en una escala logio-logio para las cinco genotecas. Unas
cuantas clonas (que contienen el segmento IGVKV1-39/1D-39, K2-28/2D-28 e KV3-
15/3D-15) acaparan la mayoria de los transcritos (esquina inferior derecha),
mientras que un alto nimero de clonas solo tienen pocos transcritos (esquina
superior izquierda). La distribucion de la frecuencia clonal parece ser libre de escala
y se determina por una ley de potencia.

Uso de segmentos V en individuos sanos con respecto al Genbank: Las
5 genotecas estudiadas provienen de sujetos sanos, sin antecedentes
patoldgicos de importancia, en tanto que los datos de GenBank provienen de
multiples experimentos e individuos. Para comparar la frecuencia clonal de un
sujeto sano contra la frecuencia clonal de GenBank de acuerdo al uso de
genes IGKV-IGKJ se usoO un cociente normalizado de frecuencia para cada
rearreglo, encontrando que los segmentos 1 y 2 de IGKJ estan sobre-
representados para GenBank, en tanto que los segmentos 4 y 5 se
encuentran sobre-representados para el individuo normal, lo anterior en
segmentos V relacionados con enfermedades autoinmunes tales como

IGKV3-20 (Figura 6-A).

Al estudiar el uso del segmento IGKV3-20/3D-20 en las secuencias obtenidas
de los sujetos sanos se encuentra que su frecuencia es de alrededor de 5%
del total de las secuencias y de casi el 10% de la diversidad clonal (figura 4),
en tanto que para GenBank es de alrededor del 20% para ambos (dato no
mostrados). Siendo conocidos los sesgos inherentes de GenBank podria
asociarse el uso del segmento IGKV3-20/3D-20 a un proceso patoldgico,
para obtener mayor informaciébn al respecto se buscé de manera
intencionada la presencia de términos asociados a enfermedades
autoinmunes en los registros de GenBank para las secuencias IGKV3-20/3D-
20 y se compar6 con la aparicion de estos términos en el resto de los
registros de GenBank para IGK, se descubrié que la proporcién de registros
que contienen términos relacionados a enfermedades autoinmunes fue mayor
para las secuencias que contienen el segmento IGKV3-20/3D-20 que para el

resto de las secuencias de GenBank (Figura 6-B).
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Figura 6: Comparacion entre la frecuencia clonal de un individuo sano (KE) con la
frecuencia clonal del GenBank segun el uso de genes IGKV-IGKJ. A) El cociente de
la frecuencia clonal relativa (KkE/GB) se transformé a logz, el cual se representa en
una escala semi-cuantitativa de color, donde los tonos rojos indican sobre-
representacion y los verdes sub-representacion de KE con respecto al GenBank. Las
diferencias entre proporciones fueron evaluadas mediante correlacion de dos
proporciones. B) Proporcion de registros del GenBank que utilizan el segmento
IGKV3-20/3D-20 que se encuentran enriquecidas de términos asociados con
enfermedades autoinmunes “anti-DNA”



Discusion

El analisis de la diversidad del repertorio expresado para IgK en este trabajo
brinda informacion sin precedentes sobre el tema, se encontrd la expresion
de rearreglos Vk-Jk que no se habian reportado con técnicas tradicionales, el
ndamero de secuencias obtenidas es notablemente superior al que se
encuentra reportado en GenBank, se identificaron los rearreglos mas
frecuentes en cada individuo y de acuerdo a dichas frecuencias se
encontraron similitudes en los repertorios expresados entre diferentes
individuos, hallando que la distribucion de tales frecuencias sigue una ley de
potencia, ademas de datos que sugieren la edicibn de receptores de

Linfocitos B, tales hallazgos seran descritos de forma amplia a continuacion.

En este trabajo se presentan los resultados del uso de una nueva estrategia
para el estudio del repertorio expresado de IgK de linfocitos B de sangre
periférica de individuos sanos, que a diferencia de las técnicas usadas
habitualmente (espectrotipificacion, FACS, PCR mdltiplex) nos permite
abordar su estudio sin presentar sesgos metodologicos que limiten la
evaluacion de la diversidad real del repertorio. Esto se debe a la modificacion
de la técnica de RACE 5" con un oligonucle6tido complementario a la region
constante de la cadena ligera Kappa (CLK) y empleando un oligonucledétido
universal con una secuencia conocida para el extremo 5 nos permite generar
amplicones para todas los transcritos de IgK contenidos en el RNA, aun
cuando no conozcamos el segmento génico que los codifica, logrando asi
obtener una genoteca que contiene tedéricamente toda la diversidad del
repertorio expresado para IgK. El locus de Igk involucra una region de
aproximadamente 1.8 Mb codificada en el cromosoma 2p11.2 (Lefranc 2005).
Se compone de una regién proximal de aproximadamente 0.5 Mb que
contiene 22-24 genes IGKV, 5 segmentos IGKJ y un segmento IGKC. En
direccion centromérica se encuentra una duplicacion parcial invertida de
aproximadamente 0.45 Mb denominada region distal (D) que codifica para
17-22 genes IGKV y se encuentra separada de la region proximal por un

intervalo gendémico de 0.8 Mb (Tomlinson, 1995). Se calcula que la



duplicacién del locus IGK ocurri6 hace aproximadamente 1-2 millones de

afios y por lo tanto esta ausente en primates no humanos (Kawasaki, 2001).

El uso de la pirosecuenciacion masiva en paralelo ha demostrado ser (til
para el estudio de la diversidad del repertorio, se ha descrito la diversidad del
repertorio de la cadena pesada de los anticuerpos de los peces Zebra,
encontrando que el uso de los segmentos VDJ no es uniforme, que la
distribucion de la frecuencia y diversidad del repertorio son similares entre
individuos, y que existe convergencia en la diversidad del repertorio para la
cadena pesada de anticuerpos entre los individuos estudiados. (Weinstein,
2009). También se ha usado esta nueva tecnologia para la caracterizacion
del repertorio de linfocitos T basados en la secuencia del CDR3 y en el

subtipo de poblacién efectora al que pertenecen. (Wang, 2009).

Los resultados generados para el estudio del repertorio expresado de la
cadena ligera Kappa utilizando secuenciacion masiva de nueva generacion
(Margulies, 2005) arrojaron una cantidad de secuencias casi 50 veces
superior a las reportadas previamente en GenBank, ademas de encontrar
expresion de rearreglos que no habian sido reportados por técnicas previas,
23% de la combinatoria posible de segmentos IGKV/IGKJ, datos que nos
sugieren un rendimiento superior de esta metodologia, que permitiran una
caracterizacion integral, conociendo asi la constitucion del mismo, su
complejidad estructural y los cambios que experimenta a través del tiempo o

por la exposicion a diferentes estimulos (Linton, 2004).

El describir el uso de los genes IGKV expresados en cada individuo nos
permite identificar los rearreglos mas abundantes, el agruparlos para definir
grupos que probablemente tengan un origen clonal comdn nos permite
teorizar sobre la actividad clonal y los procesos selectivos que han ocurrido
sobre las mismas (Meffre, 2000), sugiriendo que las clonas mas activas
probablemente provengan de células plasmaticas con una gran actividad
transcripcional, a diferencia de los rearreglos que ven disminuida su
frecuencia relativa al agruparlos clonalmente, hecho que podria sugerir el que

se encuentran en estado de reposo.



Al realizar el analisis global del repertorio encontramos para todos los
individuos que un grupo pequefio de secuencias con un probable origen
clonal comudn (seis) acaparan un gran porcentaje del total de las secuencias
expresadas, lo cual sugiere una distribucion libre de escala, obedeciendo una
ley de potencia (Barabasi, 2004), datos que coinciden con lo reportado por
estudios con una metodologia similar (Weinstein, 2009), sorprendentemente
los rearreglos dominantes son los mismos en todas las genotecas y cuentan
con una distribucion de frecuencias similar, al analizar dichas frecuencias
relativas se descubrié una gran correlaciéon entre ellas, hecho que podria
sugerir la existencia de un perfil pablico para IgK, lo cual no necesariamente
limitaria el reconocimiento a diversos antigenos, ya que se ha sugerido que la
cadena pesada del anticuerpo es la que tiene juega un rol primordial en la
especificidad de unién al antigeno (Xu, 2000). Ademéas es posible que el
origen de esta distribucion de frecuencias en las secuencias para IgK pueda
ser explicada por evolucién convergente, que los sujetos al estar expuestos a
un ambiente similar hayan seleccionado ciertos segmento génicos que

brindan estabilidad a los anticuerpos expresados.

Mediante el agrupamiento de secuencias con un probable origen clonal
comun identificamos que algunos segmentos génicos se encuentran
altamente expresados, pero que su diversidad clonal esta limitada, tal es el
caso de los segmentos IGKV1-39/1D-39, IGKV2-28/2D-28 y IGKV3D-15.
Caso contrario a segmentos como IGKV1-33/1D-33, IGKV1-9, IGKV2-30,
IGKV3-11/3D-11, IGKV3-20/3D-20 e IGKV4-1 que su frecuencia es
relativamente baja, pero su diversidad clonal es abundante. Estos hallazgos
sugieren la existencia de clonas transcripcionalmente muy activas y que una
gran parte de la diversidad del repertorio expresado para IgK esta expresado
con frecuencias bajas, que podrian incrementarse ante ciertos estimulos

antigénicos.

El identificar que la distribucion del repertorio para la cadena ligera Kappa
sigue una ley de potencia sugiere que esti organizado de manera similar a
las redes celulares del metabolismo (Jeong, 2000), redes de regulacion

transcripcional (Vogelstein, 2000) y redes de interaccion de proteinas



(Almaas, 2007). Esto quiere decir que un gran numero de clonas se
encuentran estan poco representadas, en tanto que unas cuantas acumulan
la mayor frecuencia. En este tipo de redes su estabilidad depende de la
presencia de nodos altamente conectados que interactdan con casi todos los
demas nodos de la red, resulta llamativo el hecho de que en un sistema que
depende de la diversidad de sus componentes dependa en gran manera de
unos cuantos. Generalmente los sistemas que tienen distribucion libre de
escala se caracterizan porque son robustos ante las fallas, sélo resultan
vulnerables cuando un nodo altamente conectado se ve afectado (Jeong,
2001), se han descrito fallas en la respuesta inmune adaptativa que pudieran
explicarse por este mecanismo, al eliminarse ciertos segmentos génicos
(Silverman, 2006), aunque no se conoce con precisidbn de que manera se
reconfigura la red biolégica para mantenerse viable después de la supresion
de uno de sus médulos. Es necesario el continuar el estudio del repertorio de
las cadenas pesadas de anticuerpos y la cadena ligera lambda para poder
tener una imagen completa del repertorio inmune de anticuerpos y conocer

Su organizacion.

Durante el andlisis de las secuencias obtenidas también se identificaron
transcritos del locus IGK que contienen la secuencia del intron localizado en
el extremo 5°del segmento IGKC, este dato resulta interesante ya que nos
puede referir a la presencia de transcritos estériles, o bien edicion de
receptores potencialmente auto-reactivos. (Nemazze, 2006). La edicion de
receptores de linfocitos B es un proceso que ocurre durante su maduracion,
tiene como objetivo cambiar la especificad del receptor en caso de auto-
reactividad y es el principal mecanismo de tolerancia inmunolégica para
células B, dicho mecanismo acontece principalmente en el locus Kappa
mediante rearreglos secundarios VJ, aunque estos rearreglos secundarios
pueden no ser productivos (Halverson, 2004).

Al observar la expresion de los segmentos IGKV3-20/3D-20 en individuos
sanos y compararlo con los datos reportados en GenBank se encontré que
en los individuos sanos existe un mayor uso de los segmentos distales de

IGKJ, dato que junto con la presencia de los transcritos estériles advierte



edicién de receptor (Meffre, 2008), ya que este segmento génico ha sido
asociado previamente con enfermedades autoinmunes.

La relevancia de la tipificacion de un perfil pablico radica en la posible
identificacién de nuevos biomarcadores con un origen clonal comun, por
ejemplo en enfermedades como cancer, infecciones o padecimientos
autoinmunes, el conocer estos marcadores puede facilitar el desarrollo de
inmunoterapia para estos padecimientos o servir como marcadores

prondsticos de alguna enfermedad especifica.



Conclusiones

Se ha realizado un analisis de la diversidad del repertorio expresado para
IGK en individuos sanos, se demuestra que el andlisis del repertorio a gran
escala es viable y accesible. Se descubrié que la distribucion de frecuencias
en las secuencias y la diversidad clonal entre individuos es inesperadamente
parecida. Se encontraron datos que sugieren edicion de receptores para IGK.
La distribucion de las frecuencias de secuencias con un probable origen
clonal sigue una distribucion libre de escala, al igual que muchos otros
sistemas bioldgicos. Se requiere el establecer un control experimental para
verificar la certeza de estos datos, asi como el ampliar su aplicacion a VH y
correlacionar ambos repertorios, ademas del repertorio de linfocitos T. El uso
de esta estrategia para el estudio del repertorio del receptor de linfocitos T y
B puede conducir a la identificacién de biomarcadores basados en clonalidad,
dado que un antigeno especifico puede inducir tanto expansion o delecion de
algunas clonas especificas y al conocer las caracteristicas del repertorio

inmune podemos reconocer estos cambios puntuales.

Limitaciones del estudio

El estudio cuenta con varias limitaciones, el nimero de sujetos estudiados, es
pequefio para poder sugerir la existencia de un perfil publico expresado para
el repertorio de IgK, debiera ampliarse la muestra y la diversidad de la misma
para verificar si los hallazgos encontrados son consistentes. Se ha descrito
qgue el reconocimiento a antigenos depende en mayor parte de la cadena
pesada del receptor de inmunoglobulina, por lo que el estudio de la
diversidad del repertorio de esta cadena es necesario para poder comprender
el repertorio inmune y los cambios que experimenta ante diferentes
circunstancias.

De igual forma dado que la estrategia experimental es nueva, es necesario el
desarrollar controles experimentales adecuados para la técnica y asi
asegurar que no exista algin sesgo metodolégico que no haya sido

identificado aun.
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