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INTRODUCCION

GENERAL. -

Les avances recientes en diferentes disciplinas tales como

Biologia Molecular, Inmunclogia e Ingenieria de Proteinas, son

algunas de las razones por las cuales ha habido un creciente

interés por el desarrollo de una nueva generacién de vacunas.

Existen muchas razones que justifican esta busqueda de vacunas

novedosas, no siende la mas frecuente Jla carencia de una vacuna

convencional. Abaratar el cesto de la produccién, hacerlas mas

seguras ¢ mas eficientes o 1la posibilidad de poder generar
vacunas multifuncionales han sido algunos de los motivos que han

conducido a la implementacion de metodologias modernas para la

produccién de vacunas. La aparicién de nuevas compafiias gue

apoyvyan financieramente esos proyectos es un ejemplo del

importante mercado que se espera para estos nuevos productos (1).

De 1las rutas exXploradas para la producciétn de estas nhuevas

vacunas, la mas importante emplea metodologias de DNA
recombinante. La identificacidén de los determinantes antigénicos

protectores facilita el posterior aislamiento y manipulacién de

las regiones de los genes que los codifican. La expresién

controlada de los genes de estos determinantes permite la

produccion masiva del producto ¥y la manipulacion necesaria para

su purificacién homogénea. Otro aspecto importante es que,

ademas, se podria lograr su ‘aislamiento de todos aquellos



productos indeseables, ya sean de la misma proteina$,o:de'btro

producto del huésped original.

Finalmente, el aislamiento de diferentes determinanfes
protectores permitiria la posibilidad de generar vacunas
polivalentes céntra uno o mas patégenos. Esto es especialmente
util cuando el agente infeccioso presenta un ciclo de vida
complejo. El aislamiento de determinantes protectores de
diferentes etapas del desarrollo del patdogeno nos proveeria con
una vacuna de amplioc espectro de proteccién contra este (2).

Uno de 1los problemas mas graves gque enfrenta este enfoque
reduccionista de produccidén de vacunas, y que se ve acentuado en
las alternativas que dependen de 1la utilizacion de péeptidos
sintéticos come inmunégenos, es la pobre estimulacion
inmunolégica que estos generan. Sin embarge, recientemente se han
propuestoe formas de sortear el problema mediante la presentacion
al sistema inmune de me=zclas de peptidos representativos de
determinantes responsables de estimular +tanto al sistema inmune
humoral come al sistema inmune celular (3). Este tipo de trabajos
ha explicado inclusive las teorias acerca del uso de proteinas
acarreadoras para aumentar la potencia inmunolégica: la presencia
de péptidos sintéticos capaces de estimular ceélulas B o celulas T
del sistema inmune podria llegar a imitar de manera eficaz 1la

potencia del complejo epitope-proteina acarreadora.



\
"Todo le anterior, mas los avances que se tienen en el desarrollo

de adyuvantes novedosos (4), nos da una idea de lo que sera la

futura generacién de vacunas.



TOXINA TETANICA

Como se puede ver en la figura 1, en su forma extracelular, la
toxina tetanica es una proteina constituida por dos subunidades:
la cadena pesada de 100 Kdaltones y 1la cadena ligera de SO
Kdaltones unidas por un puente disulfuro. De manera similar a
otras toxinas bacterianas (por ejemplo la toxina de difteria), 1la
toxina tetanica es sintetizada por Clostridium tetani como una
sola cadena polipeptidica. Sin embargo, debido a la accién de
proteasas, la toxina es recuperada del sobrenadante de cultive en
una forma de dos subunidades polipeptidicas. La digestién con
papaina de la toxina tetanica genera dos fragmentos: el fragmento
B, el cual esta compueste por la mitad amino terminal de 1la
cadena pesada unida por el puente disulfuro a la cadena ligera, ¥
el fragmento C, que representa la mitad carboxilo terminal de la

cadena pesada.

A fin de ejercer los efectos toéxicos, la toxina tetanica debe
viajar hasta su 6érgano blanco: la Médula Espinal. La primera
etapa del mecanismo de accién de la toxina consiste en su unién,
mediada por una moleécula receptora, a las terminales nerviosas
motoras.Se ha sugerido que la toxina =se une a gangliosidos del
tipo GD2 y GD1b en las terminales nerviosas motoras (mas adelante
ge discutira la posible existencia de un segundo Treceptor de

naturaleza proteica}) y posterjormente es internalizada mediante




endocitdsis y transportada intra-axonalmente por el procesoc de

transporte retrégrado.

Despues de ser transportada a la sindpsis motora, la toxina causa
la estimulacidn continua de la neurona motora. Hay evidencias de
que la toxina actla presinapticamente, afectando la liberacién de

neurotransmisores inhibitorios (glicina o GABA). El bloqueo de 1a

liberacidén de neurcotransmisores no es enteramente restringido a

los del tipo inhibitorio, dado que en rares casos la toxina puede
actuar periféricamente blogqueando la liberacién de Acetilcolina

causando de tal manera una paréalisis flacida.

En resumen, a fin de ejercer su efecto téxico comun, la toxina
tetanica debe ser unida e internalizada por una terminal nerviosa
motora, viajar hacia el soma de la neurona, para posteriormente
gser liberada al espacio sinaptico a fin de interaccionar con las
terminales nerviosas inhibitorias. Sin embarge, se desconoce el
mecanismo mediante el cual 1la toxina lleva a cabo esta compleja
ruta y actualmente existe un intenso estudio acerca del numero de

membranas con las cuales la toxina debe interaccionar y/o cruzar.

Existe un conocimiento muy escaso acerca de los mecanismos por
los cuales la toxina tetanica inhibe la liberacién de
neurotransmisores. Se sabe que los neurotransmisores son
sintefizados en las terminales nerviosas y empacados en vesiculas

sinapticas. La liberacién ocurre por exocitdsis de la vesicula o
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de su contenide vy parece depender de un incremento de la
concentracion de calcio axoplasmico durante la transmision del
impulso nervioso. Las fracciones puras de membranas
sinaptosomales contienen actina y las vesiculas sinapticas estan
cubiertas con miosina: la liberacién del neurotransmisor puede
invelucrar, por lo tanto, el contacto entre vesiculas y membrana
presinaptica con la formacidn de una proteina tipo actomiosina la
cual posee actividad de ATPasa dependiente de calcioc. En
presencia de calcio, la hidrolisis de ATP podria causar la
contraccién de 1la proteina induciendo un cambio en la vesicula
einaptica y la secrecién de neurotransmisor. Se ha demostrado que
la toxina tetanica se une a la proteina tipo actomiosina,
disminuyendo su habilidad contractil mediante la inhibicién de su
actividad de ATPasa dependiente de calcio. De tal forma , la
toxina tetanica puede bloquear la liberacién del neurotransmisor
mediante 1la inhibicién de la contraccidn de la proteina tipo
actomiosina vy la posterior exocitésis de la vesicula sinaptica o

de su contenido.

Se ha sugerido tambien que la toxina tetanica podria actuar
mediante un efecto al metabolismo de los nucledtidos ciclicos. En
la paralisis de iris inducida por toxXina tetanica, se ha
observado una reversidn temporal del efecto de la toxina por la
adicion de nucleotidos ciclicos o por la adicién de teofilina, la
cual inhibe 1la actividad de fosfodiesterasa (antagonista de
nucleotidos ciclicos). Los nucledétidos ciclicos parecen tener un

papel importante en la transmisiétn sinaptica, probablemente

6



manteniendo la integridad de la vesicula sinaptica y pueden estar
involucrados tambien en la entrada de calcio a las terminales
nerviosas, de tal forma que la alteracién del metabolismo de los
nucledtidos ciclicos por 1la toxina tetanica podria tener

influencias sobre la liberacién de los nheurotransmisores.

Existen hipotésis atractivas (9) gue proponen que la toxina o
algun fragmento de é&sta pudiera tener cierta afinidad por los
sitios gue wunen calcio de la proteina blanco de la toxina. La
toxina competiria con el calcio libre por la unién a esos sitios.
La wunién de 1la toxina podria inactivar la proteina blanco al

impedir que adopte la estructura activa.

La mayoria de los investigadores piensan, aunque sin muchas
evidencias, que, al igual que otras toxinasg, la toxina tetanica
podria tener un sitio intracelular de accién, sin embarge se
desconoce si este tipo de accidén pudiera ser de naturaleza

enzimatica.

Analizando el mecanismo de accidn propueste para la toxina, es
atractiva 1la aparente relacién que surge entre estructura y
fﬁncién de la molécula. Al parecer, las priﬁcipales etapas del
mecanisme de accién: unisén al receptor, formacion de poros en la
vesicula endocitica y la supuesta accién enzimatica, podrian
llevarse a cabo por diferentes dominios estructurales de la

molécula.



El estudio con fragmentos de la toxina ha permitide identificar
algunos de estos dominios estructurales: existen evidencias que
el dominio involucrado en la unién del receptor se encuentra
codificado por 1la regién carboxilo terminal de la molécula,
esgpecificamente por el fragmento € de 1la toxina (5). Se ha
encontrado que bajo condiciones de PpH &cido la regiétn amino
terminal de la cadena pesada tiene la capacidad de insertarse en
wvasiculas lipidicas y de esta manera poder formar poros en la
membrana (6) y existe la hipétesis que la cadena ligera podria
ser responsable de la actividad (probablemente enzimé&tica)
necesaria para la inhibicioén de la liberacion de los

neurotransmigsores (7).

Mas recientemente, se ha encontrado que la toxina completa, el
fragmento B v la cadena ligera pero no el fragmente C, son
capaces de inhibir la exocitésis de ceélulas cromafines en cultivo
(8). Dado que las ceélulas carecen del receptor especifico de la
toxina, se ha especulado gque la molécula blanco de la toxina

pudiera estar involucrada en el mecanismo general de exocitésis.

Exiete cierta controversia respecto a la naturaleza del receptor
que emplea la toxina para unirse a las células neuronales. Se
supone gue el receptor que utiliza la toxina es un ganglidsido;
sin embargo, se ha propuesto la existencia de un segundo receptor
necesario para la formaciétn de un complejo ternario de alta
afinidad compuesto por ganglidésido-toxina-segundo receptor {10).

Este receptor pudiera ser de naturaleza proteica y necesario para
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la internalizacién de la toxina a la célula neuronal. Se ha

propuesto gue la interaccién de la toxina con el ganglidsido

pudiera ser importante para permitir la interaccién exitosa con

este receptor proteico. Este hecho podria ser consecuencia

directa del incremento de la concentracién efectiva de toxina en

cercania al segundo receptor de menor afinidad que el gangliésido

por toxina. Otra posibilidad es que 1la unidén al ganglidsido

induce un rearreglo conformacional de la toxina de tal forma que

se incrementa su afinidad por el segundo receptor.

L.Los analisis de toxicidad e inmunogénicidad de fragmentos de la

toxina han revelado que €l fragmento € es un buen candidato para

produccién de una vacuna de subunidad en contra de tétanos. En

estos estudios Ee ha demostrado que a pesar de existir

determinantes antigénicos protectores en el fragmento B de la

toxina, a dosis altas este fragmento es capaz de producir -

sintomas téxicos (11). Estos sintomas son diferentes a los de

tétanos y curiosamente, son csimilares a la paralisis flacida

producida por la toxina potulinica.

A diferencia del fragmento B, el fragmento C no presenta ningun

indicio de toxicidad y puede inducir anticuerpos protectores

contra la toxina. Dado que en esta regién se encuentra el dominio

que interacciona con el receptor de la toxina no es sorprendente

que anticuerpos contra este fragmento sean protectores contra

tétanos.



OBJETIVO

El objetivo . del presente trabajo de tesis consiste en el

aislamiento de un fragmento de DNA del Egenoma de Clostridium

tetani que codifique para el fragmento C de la toxina. Dicho

fragmento se utilizard para la produccién en E. celi de

proteinas de fusidén acarreadoras del fragmente € de la toxina.

Finalmente, se tratard de caracterizar inmunolégicamente al

fragmento asi producido.

Es necesario hacer notar que la cepa de £. tetani empleada para

el aislamiento del DNA genémico proviene de la Gerencia General

de Biolégicos y Reactivos de la Secretaria de Salud (G.G.B.R.),

productores en nuestro pais de la wvacuna contra tétanos: el

toxoide tetanicoe.
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JUSTIFICACION

El hétodo convencional de produccién de la vacuna contra tetanos
Ee basa en el principio de detoxificacién de la teoxina sin
eliminar sus propiedades inmunogénicas. La preparacion del
toxoide tetidnico consiste en el tratamiento con formaldehido de
toxina semi-purificada. Usuzlmente, la toxXina es recuperada del
medio de cultivo en una forma semi-cruda pars posteriormente ser
tratada con formaldehido para producir al toxoide. El toxoide asi
producido posteriormente pasa por varias etapas de purificacion
por filtracion. El tratamiento con formaldehido, bajo las
condiciones usadas para producir al teoxoide, da como resultade la
formacién de enlaces metilénicos tanto intramoleculares como
intermoleculares, La formacién de enlaces intermoleculares
permite la apariciéoén de formas polimerizadas. La presencia de
pelimeros en las preparaciones de toxoide da lugar a la aparicion
de una actividad floculante reducida cuando se compara toxoide
contra toxina tetanica. Las vacunas para uso en humanos
cominmente consisten de toxoide semi-purificado cuya actividad
floculante especifica se encuentra en un rango de 1000 a 2000

unidades Lf por miligramo de proteina.

Normalmente, las preparaciones de toxolde estan sujetas a varias
pruebas, incluyendo las pruebas de potencia, ausencia de
toxicidad, esterilidad, actividad floculante, pureza, contenido

de formaldehido 1libre, v 1la prueba de irreversibilidad de
toxicidad.
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La produccién de una vacuna recombinante o sintética en contra de
la toxina tetanica podria tener consecuencias importantes en
algunas de las etapas de la produccién de la vacuna convencional.
En primer lugar, podria reducirse a niveles minimos los peligros
inherentes que ocasiona el manejo de cepas bacterianas de alto
riesgo y 1la producecidn masiva de material toxico. Dade que la
vacuna alternativa consistiria de regiones inmunogénicas y nho
toxicas de la toxina ¥y ya que su produccién se llevaria a cabo en
un huésped de caracteristicas indcuas, el aparato de seguridad

necesario durante 1la produccién convencional seria irrelevante y

podria ser reducido a un minimo.

Otra ventaja que se hace aparente con la produccidn de una vacuna
alternativa de naturaleza no téxica consiste en la produccién de
lotes mas homogéneos de vacuna en comparacién con los producidos
por el metodo convenciocnal. Dado que la produccién de la vacuna
alternativa no dependeria de etapas de detoxificacién del
producto, s& evitaria una fase que es esencial para la calidad

del producto convencional.

Finailmente, existen ciertas reacciocnes secundarias que Bge
presentan en algunes sujetos inoculados con toxoide tetanico que
podrian eliminarse con el uso de uﬁa vacuna alternativa. Estas
reacciones secundarias se le han adjudicado al toxoide mismo.

Adicionalmente, la presencia de determinantes antigénicos
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extrafos a los de la toxina pudiera ser la causa de los fenémenos

de hipersensibilidad presentados.

Considero qQue una importante justificacién para llevar a cabe
este proyecto eaes que su realizaciétn permite la interaceién de
grupos del sector salud, encargados de produccién de vacunas, con
grupos dedicados a la investigacién en biologia molecular. Esto
deberia fomentar la incorporacién de enfoques nueves al

desarrollo de vacunas de interés nacional.

Otro asp=cto que es necesario Jjustificar consiste en nuestra
estrategia de trabajo. Inicialmente nuestro plan de trabajo
invelucraba una etapa inicial de busqueda e identificacién
inmuncolégica del fragmento C de la toxina a partir de un banco de
expresion de fragmentos de DNA del genoma de €. tetani clonados
en el vector de expresidén gtll, debido a que el gene no habia
sido clonado. Sin embargeo, ceincidente al inicio del trabajo dos
grupeos de investigacién en forma independiente publicaron datos
de secuencia nucleotidica del gene de la toxina tetanica. Esto
modificé el plan de trabajo hacia la estrategia que Be
desarrolla en esta tesis. Debido a gue el material biocloégico
reportado no esta disponible, vya que pertenecen a companias
privadas, decidimos iniciar el proyectoc en la etapa de busqueda y
aislamiento de una regidén de DNA similar a la reportada
utilizando la cepa de €. tetani que se emplea para la produccién
de la wvacuna convencional contra tétanos en nuestro pais.

Asimismo, alguncos de los experimentos realizados tienen su
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contraparte o utilizan informacién de investigacién desarrocllada

‘paralelamente por los grupos mencionadeos (datos de secuencia

necesarios para el disefioc de las sondas moleculares empleadas

para rastrear el gene de la toxina).

Con tode lo anterior, consideramos correcto colaborar en esta

etapa temprana de produccidn de una vacuna alternativa al toxoide

tetanico: caracterizacién a nivel de DNA del fragmento C de la

toxina y a nivel inmunolégico del fragmento expresadc en E, coli
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MATERIALES Y METODOS

1.- Cepas bacterianas ¥y Plasmidos.

Para este trabajo se utilizaron las cepas HB101 ¥y JM101 ¥y 1la
cepa P678-54 que produce minicélulas (17), los plasmidos pUCL2 ¥y
puciz (12). El DNA de C. tetani se obtuvo de la variante téxica

no esporulante EB88 de la cepaz Massachusetts.

2.- Preparacién de DNA recombinante.

El trabajo con €l DNA de 1los plasmidos se 1llevo a cabo
esencialmente de la forma que resumen Maniatis et. al.(18) Las
endonucleasas de restriccion, la ligasa de DNA del fago T4, ¥ el
fragmento grande de la polimerasa I de DNA de E. coli (fragmento
Klenow) se obtuvieron de New England Biolabs. Todos los reactivos
utilizados se ¢btuvieron de los siguientes distribuidores: Sigma,

Baker o Bio-Rad.
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3.~ Purificacion de DNA total de C. tetani.

‘El procedimiento consistié basicamente en una etapa de lisis

de las ceélulas con SDS. Finalmente, se llevan a cabo etapas de

.extraccion fenol/cloroformo y precipitacién del DNA total.

4.~ Transformacidn.

Las cepas de E. coli wutilizadas en el estudic, fueron
transformadas segiin el método de Cohen et. al., {19) que
basicamente consiste en la permeabilizacién de la membrana
bacteriana por el tratamiento con CaCl 100mM, seguido de un

choque térmico a 42 C y recuperacién de las células.

5,~ Purificacién de DNA de plasmido.

El método utilizado para 1la purificacién de plasmido de
volumenes grandes ({ comunmente mayores a 250 ml ), fué el de la
ligis alcalina descrito por Maniatis et. al. (17) el cual incluye

un gBradiente isopichnico de Cloruro de Cesio.
6.- Microensayo de DNA de plasmido.
La obtencitn de DNA de plasmide de volumenes pequeiios de

cultive ( 32 a S ml ), fué realizada por el método de lisis

alcalina descrito por Rodriguez y Tait (20).
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7.- Electroforésis de DNA.

Se siguieron las condiciones descritas por Maniatis et.

al.(17) en lo que respecta a geles nativos o desnaturalizantes de

agarosa y acrilamida.
8.~ Transferencia de DNA a soportes sélidos.

Para la transferencia de DNA separado electroforéticamente en
geles de agarosa o acrilamida se utilizéd el metodo de Southern
(21), que basicamente consiste en tratar el gel con una solucién
desnaturalizante ( hidroxido de sodic } y posteriormente con una
solucién neutralizante ( Tris-HCl ). La transferencia al soporte
sélido se lleva a cabo por capilaridad. Para fijar el DNA al

soporte, la membrana se hornea a 80 C por 2 horas.
9,- Sintesis y purificacién de oligonucledtidos.

La sintesis se lleve a cabo manualmente por €l metodo de
fosfotriester en fase sélida descrito por Ito et. al.(22)

utilizando blogques de dimeros o trimeros previamente

sintetizados. Esencialmente el metodo consigte en ciclos de
acoplamiente de bloques de nucledtidos con etapas intermedias de

enmascaramiento ¥y desblogueo de los grupos reactivos. La
purificacién de los oligonuclebtidos asi sintétizados se llevo a
cabo en geles de peliacrilamida preparativos. Las bandas de oligo

ge visualizaron por sombreo con UV del DNA en €l gel sobre placas
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de silica-gel fluorescentes y se cortaron para eluirse de la
acrilamida con agua a 237 C. Para eliminar la urea, se liofilizé
la solucién de elucién vy posteriormente se hicieron varios

lavades con etanol.
10.- Preparacién de las sondas radiactivas.

De 10 a 20 pmelas del olige apropiado se trataron con la
polinucledtido cinasa de T4 en presencia de 50 a 100 uCi de
P-ATP en buffer de cinasa (Maniatis). Para eliminar la marca no
incorporada se utilizaron columnas de DEAE-celulosa o de Sephadex
G-50. En el caso de usar columnas de DEAE-celulosa los lavados de
la marca no incorporada se hiciefon con NacCl 0.2 M en buffer TE y
la elucidén del oligo se realizéd con NaCl 0.5 M en buffer TE. En
‘Sephadex G-50 el oligo se eluy6é con buffer TE tomandec alicuotas
de 2 gotas cada una. En ambos casos, despues de determinar la
actividad especifica obtenida, los oligos radiactivos se

utilizaron directamente.
11.~ Ensayos de hibridacién DNA-DNA.

Para el caso de hibridacién en colonia, éstas se transfieren
cuidadosamente a discos de nitrocelulosa o de Whatman 540. Para
ambos casos existen etapas de desnaturalizacién/lisis de las
colonias con NaOH y de neutralizacion del pH. En el casc de usar
nitrocelulosa existe una etapa extra de fijacién del DNA a la

membrana. Las hibridaciones tanto de membranas de Southern como
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de hibridacién en colonia se llevaron a cabo a 42 C durante toda
la noche en presencia de por lo menos 5X10 cpm de 1la sonda
utilizada. La exposicién de las membranas radiactivas se llevé a
cabo a ~70 C utilizando doble pantalla de exposiciédn durante toda
la noche. HNormalmente leos lavados se hicieron en SS5SC 6X a

diferentes temperaturas dependiendo del ruido de fondo obtenido.

12.- Electroforésis de proteinas.

Las muestras de proteinaz se analizaron en geles de 10 y
15% de poliacrilamida-SDS de acuerdo al método descrito por
Laemmli {(23). Esencialmente, las proteinas se solubilizan en un
bafio de agua hirviendeo y en presencia de un amortiguador
desnaturalizante. Antes de cargar el gel las muestras se
centrifugan brevemente para eliminar los restos insolubles. El
gel se corre a 5 mA hasta gque las muestras penetran al gel
separador, posteriormente el gel se corre a 15 mA por 3 o 4
horas. Después de la electroforésis, el gel es tefiido con azul de

Coomassie.

13.- Preparacion de minicélulas.

El meétodo utilizado para la preparacién de minicélulas
depende de la utilizaciédn de gradientes de sacarcsa y ha sido
descrito por Meager et. al. (24) Para el ensayo de sintesis de
proteinas se utiliza un medio de cultive libre de metionina, 1a

cual es suministrada separadamente en forma radiactiva. Previo a
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esta etapa se recomienda una preincubacion de 15 minutos en
ausencia de S -Metionina para depletar los mRNA endogenops. Las
muestras asi obtenidas se tratan como se indica en electroforésis
de proteinas. El gel se seca al vacio y se expone a placa

autoradiografica a temperatura ambiente durante toda la noche.

14.- Transferencia de proteinas a soportes sélidos e

inmunoreaccién.

Las proteinas separadas por gel fueron transferidas
electroforéticamente a membranas de nitrocelulosa esencialmente
como lo describe Towbin et. al.{(25). La reaccién con los
anticuerpos se llevd a cabo bésicamente como 1lo recomienda el
proveedor del ensayo utilizade ( Promega ). Brevemente, existen
etapas de bloqueo de sitjos inespecificos de unién a proteinas,
reaccién con el anticuerpo dirigideo contra el antigeno deseado vy
reaccién de un segundo anticuerpo dirigido contra el primerc y
acoplade a fosfatasa alcalina. Finalmente, ge desarrolla una
reaccidn de coleor con reactivos suministrados en el paquete

distribuido por el proveedor.
15.- Inmunoprecipitaciones.

El método utilizado sigue al reportado por Mellman et. al.
(26) ¥y consiste en la lisis de las bacterias con detergente , una

reaccién de leof antigenos con 1la dilucion apropiada del

anticuerpo requerido y precipitacién del complejo antigeno-
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anticuerpo en presencia de proteina A-sefarosa ( Pharmacia }. Se

recomienda pre-adsorber el anticuerpo y los antigenos con
extracto de proteinas de E. ¢celi y con proteina A-sefarosa
respectivamente.

16.~ Secuencia de DNA.

Esta se llevd a cabo por el metodo de Sanger et. al.(27)
utilizando Sequenasa { USB ) y el procedimiento descrito por los
mismos proveedores del ensaye tanto para la purificacién de
templado ¥y reacciones de polimerizacidn como para la preparacion
y tratamiento del gel de secuencia. Se utilizéd como issétopo
radiactivo S- thio dATP y la exposicién autoradiografica fué a

temperatura ambiente durante toda la noche.

17.~ Contencién biolégica.

Parte de este trabajo fué realizado bajo instalaciones de
contencién bioldgica y confinamiento fisico del tipo P-2 ¥y con el
uso de vectores apropiados para manipulaciones genéticas del tipo

descrito en este trabaljo.
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RESULTADOS

Deteccidn del pene de la toxina.

Dado que existe un riesgo al trabajar con C. tetani.. se decidio
llevar a cabo todos los experimentos de aislamiento de DNA vy
clonacidn de la regién que codifica para el fragmente ¢ de la
toxina bajo un sistema de confinamiento fisgsico tipeo P-2. Esto ge
continuaria hasta no estar seguros de tener aislada la regioén de
DNA que codifica para el fragmento ¢, el cual se sabe no
presenta ningin indicio de toxicidad y es capaz de inducir

anticuerpos protectores contra la toxina tet&nica.

La primera etapa del presente trabajo consistid en aielar DNA
total de la bacteria C. tetani que emplea el Sector .Salud del
pais para 1la produccién del toxoide tetdanico. Cabe hacer notar
que los cultivos de C. tetani se llevaron a cabo en la misma
G.G.B.R. bajo sus condiciones de seguridad. La G.G.B.R. nos
suministro ﬁﬁa pastilla celular congelada para el aislamiento del

DNA total de la bacteria.

Para detectar el gene de la toxina empleamos como sonda molecular
oligonucledtidos (oligos) sintéticos complementarios a la regién
que nos interesa del gene: la region que codifica para el

fragmento € de la toxina. &Se sintetizarén varios oligos

22



dirigidos contra esta region a par;ir de ;os datos de secuencia

va publicados. (figura 2)

Usando tecnicas de hibridacién del tipo. Southern, logramos

detectar fragmentos de . DNa del genoma de C. tetani que son

homélogos 2 los oligos empleados como sondas (figura 23). Para la
caracterizacién del gene de 1la toxina utilizamos diferentes
enzimas de restriccién de tal forma que se pudiera identificar un
fragmento de DNA que codifigque para el fragmento C y que fuera
similar al fragmento reportado por los grupos gue aislaron el

gene completo de la toxina.

Analizando la fotografia del mismo gel mostrado en 1la figura 3,

pero tefiido con bromuro de etidio, no parece haber habido
digestiones parciales del DNA total digerido con las enzimas de
restriccién empleadas, por lo que las bandas extras que aparecen

pudieran provenir de hibridacién secundaria a otras regiones.
Como se puede observar en esa misma figura, las digestiones del
DNA con las enzimas Eco RI y Bgl 1II producen un fragmento de DNA
del tamano esperado, aproximadamente 2000 y 3200 pares de bases
respectivamente. De acuerdo al mapa del gene de la toxina
mostrado en la figura 2 no existen sitios cercanos para la enzima
Bam HI, por lo que se produce una banda de alto peso molecular al
digerir el DNA total con esta enzima de restriccién. lLa digestidn
con Eco RI produce un fragmentoc de aproximadamente 2000 pares de
bases. Dado este resultado, tendriamos que afiadir otro sitio de

Eco RI alrededor de la regiétn de ©& KB del mapa del gene de la
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toxina mostrade en la figura 2 & no reportado por el grupo de

Eisel et. al. (14).

Identificacién del fragmento de DNA _que codifica para el
fragmento C v construccion de un banceo gendmico.

Para tener una.base raciconal en el aislamiento del fragmento de
interés, se verificd la presencia de los sitios mas relevantes en
el DNA total. En la figura 4 se muestran los resultados obtenidos
en hibridaciones tipo Southern de muestras de DNA total) de C.
tetani digerido simultaneamente con dos enzimas de restriccién
diferentes. Comparando estos resultados con les mostrados en la
figura 2, 1las bandas que aparecen en la hibridacién con el oligo
1 como sonda molecular son todas del tamafic esperado. La
digestién que se muestra en el carril 4 de la figura 4A no fue
total, eso explica la aparicidén de 1l1las dos bandas. La doble
digestién Eco RI/Hpa II mostrada en €1 carril 3 dé la figura 4B,
produce un fragmento de tamafio idéntice al producido por la
digestién con la enzima Hpa II sola, dado que los sitios de
reconocimiento para esta enzima se& encuentran internos en el

fragmento de DNA producido por la enzima Ecoc RI (figura 2).

Por razones de seguridad, a8 fin de evitar clonar el gene entero
de la toxina, decidimos construir un bancoe de fragmentos de DNA
purificades de gel y en un rango de 2000 a 4000 pares de bases.

Eligimes como candidato el fragmento de alrededor de 3000 pares
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de bases producido con la enzima de restriccién Bgl II. De
acuerdo a la secuencia reportada, esta regién corresponde al
fragmento C de la toxina y se extiende a 1la regién 3' no
codificadora del gene de la toxina. Ademas, este fragmento de DNA
contiene tambien una porciétn del fragmento B. Los fragmentos
pures se insertaron en el vehiculo de clonacidn pBR327 en su
sitio de Bam HI que es compatible con los extremos de DNA

producidos por la endonucleasa Bgl I1.

Clonacién del fragmento de DNA que codifica para el fragmento C

de la toxina.

Utilizando los mismos oligos de los experimentos de deteccion del
gene de la toxina, rastreamos por hibridacién en colonia varios
filtros representativos del banco de fragmentos de DNA aislados
del genoma de C. tetani. Se identificaron varias clonas positivas
(figura S) vy procedimos a la purificacion del DNA del pléasmido de
algunas de éstas para continuar con la caracterizacion de las
clonas portadoras del fragmento de DNA que codifica para el
fragmento C de la toxina. En la figura 5, la c¢olonia marcada con
la flecha podia ser tomada de manera aislada, por lo que
decidimos caracterizar especialmente su DNA del plasmidc. Se
purificé tambien, el DNA del plasmido de wvarias colonias
alradedor de alguna sefial positiva en 1la autoradiografia, dado
que fué practicamente imposible identificar claramente la colonia

de la cual provenia la sefial.



_Caracterizacién del fragmento de DNA clgnado.

La caracterizacion del inserto de DNA se llevd a ciihieo haiermaclo
uso de los dates de secuencia ya reportados de esta malgiony p=or
lo tanto de sitios de restriccién tnicos en el fragmenliwgo coo 58 ©N
Eco RI y Acc 1I. Dado gque el vector posee tambisit-ja sities e
reconocimiento para estas endonucleasas, esto nNosppzmeermltir-= a
mapear de manera exacta la orientacién de nuestro iprmesertt cen
respectc a nuestro vehiculo de clonacién. En la fn jwera 7 =e
muestra un mapa preliminar de una de nuestras clonas gidimdidtass .
El esquema muestra la posiciétn de los oligos usados (wemo ondex s
en los Southerns que se muestran en la figura 6-b. Come u se peckfe
observar en esta figura las bahdas que aparecen puedenw) lljplinrsse
a partir de un mapa de nuestro inserto como el sy mostrad ! ©
anteriormente. En otros experimentos (no mostrados)  demedsgnaps na. =
fino con diferentes enzimas de restriccidn aparecierigel a clertazss
irregularidades como la presencia de sitios no previyg gitos pres
algunas enzimas de restriccién dado el evento degpzulloniiom
deseado. Como se& puede observar en la figura 7 existe wrgss regiorsx
desconocida hacia arriba de 1la parte 5' terminal dysy nustre—
ingserto. Este fragmento extra puede provenir de ngw ewptes
indeseable de la clonacidén y, por carecer de algunos iipoilitio de=
restriccion esperados segun la secuencia del gene de  liyyw toxina,

se podria especular que no pertenece al gene de la tay mina {var-—

figura 2 para una comparacidhn}.
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En la figura 6A se muestran digestiones del DNA del plasmideo
purificado de varias colonias alrededor de 1la colonia positiva
sefialada con una flecha en la figura 5. El DNA del plasmido para
esta colonia se encuentra en el carril 2 digeride con la enzima
Eco RI y en el carril 8 digerido con Acc I. Esta ultima digestion
no fué total, sin embargo, las dos bandas inferiores de esa misma
digestion son reales dado que la regién desconocida, discutida

anteriormente, parace tener otro sitio de Acc I.

Dada esta situacién, decidimes wvelver a aislar un fragmento
apropiado de esta clona e insertarlo en un vector tipo pUC. Para
llevar a cabo lo anterior decidimos tomar el fragmento Bgl II-
Hind II1 de nuestra clona candidata € insertarlo en €l vector puC
13. Estoc posicionaria nuestro inserto en una forma tal que se
impediria 1la produccion de _una proteina funcional y ademas
permitiria tomar ventaja de los miltiples sitiog para
endonucleasas que poseen estos tipos de vectores para futuras
clonaciones a vectores de expresién. La caracterizacion (no
mostrado) con diferentes enzimas de restriccidn ya sea en
diéestiones sencillas, dobles ¢ multiples, nos ha permitido
comparar el mapa de nuestro fragmento con el mapa ya reportado.
Esto nos permite confirmar la identidad de nuestro fragmento como
responsable para codificar el fragmento C de la toxina teétanica.

A esta clona la llamaremos en adelante pUCi3tetC.
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Clonacidén a vectores de expresidn,

Como vectores de expresion decidimos utilizar uno de la misma

familia de 1los pUC (12) gracias a su facil manipulacidén y

comprobada eficacia.

El primer vehiculo recombinante de expresién que decidimos
construir consistié de un fragmento Eco RI - Eco R1 aislado del
vector pUCl3tetC e insertado en el sitio Eco RI del vector puUC
12 (ver figura ). Este fragmento acarrearia una peguefia porcion
del multisitio de clonacién del vector y casi en su totalidad el
fragmente C y, lo mas importante, se eliminaria toda la regiéon 3°

no codificadora del gene de la toxina (ver figura B).

Las secuencias reportadas tanto del gene de la toxina como la del
vactor de clonacién permiten predecir que 1la unién entre el

fragmento <¢lonado y 1la regién gue codifica para los primeros

aminoacidos de B-galactosidasa quedaria fuera de fase abierta de
lectura durante la traduccidn Qel mensajero recombinante (figura
8). Para corregir tal defecto decidimos digerir en forma parcial
el vector recombinante con la enzima Eco RI1I. El1 tratamliento con
el fragmento Klenow de la polimerasa del producto lineal asi
producide nos deberia corregir la fase de lectura en nuestro
inserto, dando origen a2 un producto de 495 aminoécidés ( 59

Kdaltones).
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Expresion del fragmento_de DNA aislado.

Al a2nalizar en geles de poliacrilamida y tincién de Coomassie,
las proteinas totales extraidas de E. coli, bajo condiciones de
inducciédn del promotor que regula la expresién de la proteina de
fusisétn en el vector antes mencionadeo, no se logréd identificar el
producto esperado. Por le¢ tanto, decidimos 1llevar a cabo
experimentos de expresién en minicélulas. Esto nos permitiria
enriquecer productos especificos del vector de exXpresion y
haciendo uso de metionina- S como sustrato para la sintesis de
proteinas aumentariamos nuestra sensibilidad de deteccién de
algun producto dependiente de nuestreo inserto de DNA y del peso

molecular esperado.

En la figura 9 se muestra un experimento de expresién fipico de
minicélulas. Como se puede observar aparece un producto del peso
molecular esperado (aproximadamente 5@ Kdaltones) que es
dependiente del vector con inserto. Esto es, €l producto no
aparece en minicélulas sin plasmido ni aparece tampoco en
miniceélulas con vector solo.

De acuérdo a esta misma figura, el control negativo del
experimento, wvector de eXpresion con inserto fuera de fase de
lectura, nos produce una banda del misme peso molecular al
producto esperado. Un analisis posterior de la secuencia
nuclecotidica de esta costruccién en la regién de la fusibébn y

delpromotor reveld la aparicién de una mutacidon espontanea
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(insercién de un nucledtido) lo cual nos modificé la fase de
lectura esperada, par lo que eso pudiera explicar el resultado
obtenido. Mas adelante se discutiran otros resultados de
experimentos similares hechos por M. E. Munguia en nuestro

laboratorio.

Inmuncidentificacién.

Habiendo identificado un producto del peso molecular apropiado
decidimos llevar a cabo 1las pruebas preliminares de reactividad
con anticuerpos. Se repitieron en minicélulas experimentos
similares a los anteriores ¥y las preteinas separadas por el gel
de poliacrilamida fueron transferidas electroforéticamente a
nitrocelulosa. En este soporte so6lido llevamos a cabo las pruebas

de detecciédn con los anticuerpos monoclonales.

Disponemos de diferentes anticuerpos monoclonales dirigideos
contra el fragmento B y C de 1la toxina tetanica (donados
amablemente por el Dr. Hablig del NIH). En 1la figura 10 se
muestra un experimento tipico de nuestros experimentos de
inmunotransferencia tipo “western”. En esta figura se muestra un
experimento de inmunoreaccién con loe 3 anticuerpos baijo
condiciones idénticas para cada uno de ellos. Como se puede
apreciar 1la proteina inmunoreactiva aparece unicamente en las
muestras tratadas con anticuerpos dirigidos contra el fragmento
C. La exposicién autofadiogréfica de esta inmunotransferencia (no

mostrade) resulta en la aparicién de una banda 9que migra en el



peso molecular de la proteina que reacciona con les anticuerpos y
previamente observada en los experimentos de expresion en

minicélulas (ver figura 9).

En experimentos cuyos resultades no mostramos, se encontré que
exiete reacciédn cruzada de nuestros anticuerpos con los controles

negativos incluyendo proteinas extraidas de miniceélulas

plasmido.

sin
La aparicitén de éste producto inmunoreactive parece ser

especifico para los anticuerpos dirigides contra el fragmento C,

ya que el anticuerpo que reconoce al fragmento B no presenta

inmunoreaccién en ninguna de las condiciones probadas, incluyendo

minicélulas sin pléasmido. Es 4importante mencionar que tampoco

tenemos pruebas contundentes que nos indique que el anticuerpo

dirigido contra el fragmento B sea funcional, por 1lo que los
resultados anteriores podrian deberse simplemente a 1la
imposibilidad de llevarse a cabo cualquier tipo de
inmunoreaccién.

Dado que 1la aparicién de la misma banda inmunoreactiva en
.minicelulas solas podriz estar sugiriendo que el preoducto
inmunoidentificado es un artefacto producido por reacciédn cruzada
coh una proteina del hospedero, decidimos realizar experimentos
de inmunoprecipitacién de las proteinas obtenidas de minicélulas
utilizando un suero policlonal de caballo que cliniqamente se

utiliza como suerc antitoxina tetanica.
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Inmunoprecipitaciones.

En la figura 11 se observa que existe una inmunoprecipitacion
deficiente del producto del peso molecular apropiado. Se puede
observar que existe una reaccién iﬁespecifica con productos
derivados de la proteina B-lactamasa codificada por el piasmido.
Sin enmbargo, dada 1la relaciétn que existe entre las diferentes

proteinas reconocidas por €l anticuerpo antes Yy después de la

inmunoprecipitacién, podria considerarse gue existe un
reconocimiento especifico hacia el producto esperado como
fragmento C. Es importante hacer notar que los anticuerpos

monoclonales empleados funcionaron muy pobremente en los ensayos
de inmunoprecipitacién, por lo que los resultados mostrados se
deben anicamente a los obtenidos con el antisuero policlonal de

caballo,

Finalmente, en colaboracién con Maria Elena Munguia se tienen

‘datos de la secuencia de DNA del inserto aislado que confirman la

identidad del fragmento. El proyecto se encuentra en la etapa de
modificacién dirgida del inserto para su sobreexpresién en E.

coli.
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DISCUSION

En el presente trabajo se describe la clonacién y caracterizacién
de un fragmento de DNA de C. tetani que codifica para el
fragmento C ¥ una porcién del fragmento B de toxina tetanica. La
obtencién de una sefnal positiva en los experimentos de Southern
con diferentes oligonucleédtidos sintéticos complementarios a la
secuencia de DNA reportada del fragmento C y datos parciales de
la secuencia nucleotidica de nuestro inserto son los criterios
por los cuales afirmamos la identidad del fragmento clonado. La
caracterizacidn de este fragmento de DNA con diferentes enzimas
de restriccion parece indicar gue aislamos un fragmento del gene
de la toxina que es idéntico al reportado, al menos en las

regiones de las cuales tenemos datos de secuencia nucleotidica.

Otros grupos (14) han presentado evidencias que demuestran que el
gene estructural de la toxina se encuentra codificado en un
plasmido de alto peso molecular. En nuestro caso decidimos no
investigar esta posibilidad y detectamos el gene de la toxina a
partir de DNA total aislado de nuestra cepa de €. tetani. Sin
embargo, no descartamoe la posibilidad de que el gene detectado
este codificado por un plasmido de alto peso molecular que es

purificado en el DNA total.

Por los resultados obtenidos no tenemos una evidencia clara de 1la
identidad del producto codificado por el fragmento de DNA

aislado. Los experimentos de expresién en miniceélulas parecen
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mostrar la formacién de una proteina c¢con el peso molecular
apropiado la cual es codificada por el plasmido v dependiente del
inserto. Sin embargo, al realizar la caracterizacién inmunoloéogica
de este producto los resultados obtenides son confusos. Al
parecer, existe una reaccién cruzada de los anticuerpos con una
proteina de minicélulas que comigra con el producto gue suponemos
es derivado de nuestro inserto de DNA (datos no mostrados). Esto
podria sugerir que el producto que observamos en minicélulas es
artefactual ¥y no proviene de una expresioén correcta del inserto
que codifica para el fragmento € o que necesitamos validar la
eficacia de los anticuerpos monoclonales. El1 hecho de que
obtengamos resultados identicos con dos anticuerpos diferentes
que reconocen al fragmento € y no asi con un anticuerpo dirigido
contra el fragmento B, parece indicar gque la reaccién cruzada es
de cierta especificidad. Es importante hacer notar que hasta el
momente no tenemos ningun ensayo que nos indique la funcionalidad
del anticuerpo dirigido contra el fragmento B, por 1lo gue existe
la posibilidad de que la respuesta negativa obtenida con este

anticuerpoc se deba simplemente a que este sea inservible.

En vista de los resultados anteriores, decidimos llewvar a cabo
experimentos de inmunoprecipitacidon utilizando anticuerpos
policlonales antitoxina tetanica. De nueva cuenta, sSe obtuvieron

resultados no muy satisfactorices. Existe inmunoprecipitacion
inespecifica de productos derivados de la B-lactamasa codificada
por el plasmido. 8in embargo, pudimos inmunoprecipitar el

producto que suponemos es derivado del inserto de DNA aislado.
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Analizando el nivel de inmunoprecipitacién de todas las proteinas
parece existir un ligero enriquecimiento del producto deseado con
respecto a8 algunas de las proteinas que suponemes inmunoprecipita
inespecificamente. El analisis de estos productos con gnticuerpos
policlonales en pruebas tipo “western" podrian ayudar a reseolver
el problema de inespecificidad de la inmunoreaccioén y en definir

de manera mas precisa la naturaleza de)l producto deseado.

Dados los problemas presentados para la identificacién inambigua
del fragmente € de 1la toxina, los ultimos experimentos de
expresion del fragmento ae DNA aislado realizados por M. E.
Munguia en nuestro laboratorio se han 1llevado a cabo empleando
diferentes vectores de expresiéon al presentade en este trabajo,
los cuales cuentan ademas, con el origen de replicacién del
bacteriofago M13 ¥y, por lo tanto de la ventaja de poder tener con
mayor facilidad los datos de secuencia nucleotidica de cualquiera
de las modificaciones requeridas para la expresién controlada del
inserto de DNA. Sin embargo, v a pesar de los datos precisos de
la secuencia nucleotidica de las diferentes construcciones no se
" ha podido identificar de manera rotunda un producto proteico
especifico para el fragmento C y, por lotanto se carece aun de

su inmunoidentificacién.

Existen varios grupos interesados en la expresion de fragmentos

de la toxina tetaAnica en E. coli (15 y 16}, cuyos trabajos llevan

—_

considerable grado de avance. La primera fase conseistidé en el

il

aislamiento ¥y caracterizacién del gene completo de la toxina
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tetanica. Posteriormente, se construyeron las fusiones apropisdbadas
entre el fragmente € y diferentes proteinas acarreadorasy yw la
expresion correspondiente de estas proteinas hibridas e an el
huesped E. c¢pli. Sin embargo, se ha presentado el problem g3 de
baja produccison de cualquier proteina hibrida acarreadori © . del
fragmento <¢. El1 problema de pobre expresién se ha adjudicascade
tentativamente al uso de codones poco usuales- que presema &g el
gene de 1la toxina. Al parecer, el gene de la toxina utilaliliz
preferentemente codones de muy baja representatividad en E, cocozoli,
El analisis comparativo del gene de la toxina con genes deslt.fitay

baja expresién en E, celi permite agruparlo entre estos tltinmimos,

Ademas, se ha vistoc que en el gene de la toxina existespe 13
tendencia de ocurrir grupos de codones particularmente pobxdoobres
distribuidos con alta frecuencia a todo lo largo del gene (H..HM. §
Munguia, comunicacién personal). Este uso de codones del gnSnne de
la toxina puede ser la causa de terminaciones prematur as que
pudieran explicar los productos de bajo peso molecular quese me hap

observado en los estudios de expresién en E. coli del fragmentasntoC

de la toxina. Sin embargo, a pesar de estos -probleapms ass las
pequefias cantidades gue se han logrado producir de fragenasnted
han eido suficientes para qgue uno de 1los grupos reprt:frtaran
proteccién eficiente contra dosis letales de toxina en retimtons
inoculados con fragmento C producido en bacteria (16). Ademisalds, o

se tuvieron indicios de toxicidad del producto producidlidoe en

bacteria.




En la siguiente etapa de est:e proyecto, despues de validar

inmunclogicamente como fragnento C a la proteina codificada por

el fragmento de DNA que se tienes aislado, se tratara de contender

con el problema del usco de coxjones haciendo énfasis especial en

aquellos grupos continuos de: codones mas defectuosos con

respecto a los utilizados en ge=nes de alta expresiédn por E. coli.

Suponemos que estas modificacicnes permitiran una expresidn mas

regular del fragmento de DMA con lo cual se pueda obtener

cantidades de producto suficie-entes para pruebas biolégicas de

inmunogénicidad y toxicidad em animales experimentales.
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‘Esquema de la toxina teténica donde

Figura 31 . -

se pnuestran los diferentes
dominios estructurales propuestos para explicar algunas etapas
del modo de accién de 1la <toxina. Las representacidnes
corresponden a la forma intracelular y extracelular de la toxina.

La flecha indica el =sitio de corte de papaina para producir los
fragmentos B ¥y C de la toxina. La parte sombreada corresponde al
fragmento C de la toxina.
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Figura 2.-

Mapa de restriccién del gene de la toxina reportade por Eisel et.
al.{(14). Arriba de la figura Ee indican 1los sitios de
reconocimiento mas relevantes de diferentes enzimas de
restriccién. Las barras bajo la figura indican las regiones
complementarias a 1los oligos sintetizados para este proyecto. La
regién sombreada corresponde al fragmento C de la toxina y el
resto codifica para lo que se conoce como fragmento B. La flecha
indica el sitio aproximade donde ocurre la digestiétn con
proteasas del producto final intracelular para producir de esta
manera la forma extracelular de la toxina. E]l inicio de 1a zona
sombreada, adyacente al oligo 1, posiciona el sitio sensible a
pabaina utilizado para l1a produccién de f{fragmento B y C de la
toxina. -
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Figura 3.-

Autoradiografia de hibridacién tipo Southern utilizendo como
schda el cligo 3 (ver figura 2). Se muestran digestiones del DNA
total extraido de C. tetanl. Carril 1 DNA control lambda/Hind
III; carril 2, digestién con Bam HI;

carril 3, digestién con Hind
I1X; carril 4, digestioétn con Bel 1I; carril 5, digestién con Eco
RI. |
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Autoradiografia de hibridacién tipo Southern de digestiones
dobles o sencillas del DNA total de C. tetani. Se utilizé como
sonda el oligo 1 (ver figura 2). En la parte A de la figura:
carril 1, digestion doble con Bgl II/Hpa 11; carril 2, digestién
con Bgl II; carril 3, digestion con Eco R1; carril 4, digestién
doble con Eco RI/Bgl 1I; carril 5, DNA control lambda/Hind III.
En la parte B de 1la figura: carril 1, digestién con Eco RI;
carril 2, digestion doble con Bgl 1I/Hpa 11; carril 3, digestion
doble con Eco RI/Hpa II; carril 4, digestidn con Hpa II; carril
S, DNA control lambda/Hind III. Se npuestra el tamafio de loe
fragmentos producidos. '
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Figura S.-

Autoradiografia de 1la hibridacién en colonia. Se utilizé como
sonda el oligo 2 (ver figura 2}, La flecha sefiala wuna colonia
positiva que podia ser tomada directamente.
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Figura 6-a.-

En la parte A de la figura: se muestra la fotografia de) gel
tefiido con bromuro de etidio, y transferido @ nitrocelulosa pari
lag hibridaciones mostradase en la siguiente figura.

Laer muestras de la figura corresponden a DNA plasmido purificad.
de colenias en forma aislada alrededor de la colonia seflalada co
una flecha en la figura 5. El1 DNA del plaemidec de esta colonia E
encuentra en el carril 2 y 8. Del carril 1 al 6 son digestione
con Eco RI v del carril 7 al 12 son digestiones con Acc 1. E

carril 13 contiene DNA Jlineal del vector de clonacién com
control.
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Figura €-b. -

Autoradiografias de las hibridaciones de las muestras de la
figura anterior utilizando dos sondas diferentes hibridadas en
forma separada a la misma membrana. La autoradiografia de la
izquierda se obtuvo usandco como sonda de hibridacion al oligo 2.
En la parte de la derecha ge muestra la autoradiografia obtenida
al usar como sonda el oligo 3. Después de la hibridacion con el
oligo 2, la membrana sBe lavé en agua hirviendo para eliminar la
sonda wutilizada vy posteriormente se efectud la segunda
hibridacion.
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Figura 7.-

Mapa aproximado de una cloha positiva determinade a partir de los
resultados mostrados en figuras anteriores y de un mapeo mas fino
(no mostrado) que incluye digestiones coh enzimas con multipes
Bitios de reconocimiento. Las barras muestran la posicidén
aproximada donde reconocen los o©ligos utilizados en los
diferentes experimentos de hibridacién. La parte sombreada de la
figura corresponde a la regiéon que codifica para el fragmento C
de 1la toxina. Existe una regién desconocida 5' del inserto
deseado. Ver texto para la posible procedencia de esta regién.
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Figura 8-A.-

Esta figura es un resumen de los diferentes pasos efectuados para
la construccioen del vector de expresién utilizado. Todos los
eventos de clonacién mostrados se realizaron con los fragmentos
de DNA purificados por gel de agarosa. La region con lineas
horizontales corresponde al fragmento C de la toxina tetanica; la
regioén con lineas verticales corresponde a la porciéon de
fragmento B discutida en el texto; la repgiédtn punteada corresponde
a la porcién de DNA no perteneciente al gene de la toxina y gue
e encuentra hacia el extremo 3' del gene; la regién blanca

‘Ipertenece a la porcioén desconoiﬁga discutida en el texto.



pUC12tetC fuera de fase:

|

ACC ATG ATT ACG AAT TCG AGC TCG CCC GGG GAT CTT TAG AAT ATC AAG

I -

oY,
Multisitio de Clonacibn Frag. é’f

pUC12tetC en fase:

ACC ATG ATT ACG AAT TAA TTC GAG CTG GCC CG6G GGA TCT TTA GAA TAT CAA

I Az N

]/

Eco RI_¥%parado - Frag. d;!

Figura 8-B.-

En esta figura se muestra la secuencia nucleotidica predicha a
partir de los datos de secuencia nucleotidica de 1a toxina ¥y de
las diferentes manipulaciones efectuadas para construir el vector
de expresion en pUCl1l2. La parte inferior es para indicar gque la
reparacién, mediante polimerizacién con fragmento Klenow, en el
sitio de restriccién para la enzima Eco RI deja una fase abierta
de lectura entre los primeros aminocécidos del péptido alfa para

complementacién de B-galactosidasa y la regiétn que codifica para
el fragmento B (y C).
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Figura.g.-

Autoradiografia de un ensayo de sintesis de proteinas en
minicélulas utilizando ¥ s_petionina como marcader radiactivo. La
flecha sefiala el producto cuyo peso molecular es aproximado al
egperado para el fragmento C de la toxina. El carril 1, contiene
proteinas de minicélulas con el vector de expresién en fase de
lectura; los carriles 2 y 3, con vector en fuera de fase; carril
4, con vector de expresién sin inserto; carriles 5 y 6 ,
proteinas de minicélulas sin ningin vector de expresioén. En el

extremo derechoe de la figura se muestran marcadores de peso
molecular.



Figura 10. -

Inmunoreaccion de proteinas obtenidas de miniceélulas con
anticuerpos dirigidos contra el fragmento C (c1 y c2) o B (bl) de
la toxina. Se utilizé una diluciédn 1:100 de leos anticuerpos. Las
minicelulas usadas contienen el plasmido pUC12 con el inserto en
orientacién correcta y en fase de lectura con los primeros
aminocacidos del peptido alfa de complementacién de B-
galactosidasa. Los carriles marcados con M tienen marcadores de
peso molecular como control. Las primeras dos tiras se tifieron
con tinta india como control. La tira 3, muestra una reaccién con
el anticuerpo c¢1; en la tira 5, se muestra una reaccién con el
anticuerpo ¢2; y en la tira 7, la reaccién con el anticuerpo bl.
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Figura 11.-

Inmunoprecipitaciones. Para la parte A de la figura se utilizaron
muestras no pre-adscorbidas de las proteinas provenientes de un
ensayo de minicélulas y la inmunoprecipitacién se& llevd a cabo
con un anticuerpo policlonal utilizado clinicamente como
antisuero tetanico {carril 2); el carril 1 corresponde a una
muestra sin tratar. Para los experimentos mostrados en la parte B
los sueros fueron pre-adsorbidos con proteinas totales extraidas

de E, coli. La expoeicion autoradiografica fue de 1S dias. La
flecha indica el producto esperadc a inmunoprecipitar. El1 carril
1 corresponde a la inmunoprecipitacién con el anticuerpo

policliconal; el carril 2 son muestras sin tratar; y el carril 3 es
una inmunopracipitacién control de las proteinas producidas con
el vector de expresién sin inserte. Las inmunoprecipitaciones con

los anticuerpos monocleonales fueron muy deficientes y no se
muestran. '
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