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Resumen

Se planted la produccién de un inmundgeno sustituto del toxoide tetanico, mediante
la expresién de un fragmentoc atéxico e inmunogénico de la toxina respectiva,
utilizando DNA recombinante. El Fragmento C de la toxina cumple con estos
requisitos por lo que se intentd expresarlo en E. coli. Se ha observado una baja
expresién de la proteina en concordancia con otros grupos de investigaciéon y esto
parece deberse a que la frecuencia y distribucidon de cedones poco utilizados por

E. coli, existen abundantemente en este gene. Se disefaron una sere de
manipulaciones en el gene que pudieran mejorar la expresidn, algunas de las
cuales son mutagénesis dirigida por oligonucledtidos que cambian algunos codones
de pobre expresién por codones de alta expresién, sin alterar la secuencia primaria
de la proteina; reintegrarle la parte carboxilo terminal del gene, utilizando la técnica
de PCR; eliminar el remanente del Fragmento B acarreado desde el aislamiento
inicial del gene; y la construccién con los sefalamientos optimos de transcripcién y
traduccidn del gene utilizando (PCR). Se hace una comparacién del efecto que
producen a nivel de expresion cada una de las manipulaciones. Se estdn

caracterizando las construcciones a nivel de antigenicidad y proteccién.
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. QENERAL.

La importancia de la toxina tetanica deriva primero del hechc que es capaz de producir
todos los sintomas de la enfermedad clinica conocida como del tétanos y en segundo
lugar del hecho que es hoy en dia un problema de salud mundial, (1). Aunque la
morbilidad y la moralidad han decrementado drasticamente en paises desarrollados,
sigue siendo un grave problema para los paises en desarrollo. De hecho el tétanos
causa la muerte un promedio de 140 veces mas gente en los paises pobres que en
los ricos siendo el B0% de las muertes registradas en recién nacidos. La distribucion
geografica del tétanos esta directamente relacionada a factores ecoldgicos vy
socioecondmicos, lo cual explica porque Africa, Asia y América Latina son las
poblaciones mas frecuentemente afectadas.

it. CARAGTERISTICAS DE LA TOXINA TETANIGA,

La toxina tetdnica es producida por la bacteria gram positiva, anaerobia estricta,
Clostridium tetani, se produce esta al final de su fase de crecimiento llegando a
constituir hasta el 10 % de la proteina total de C. tetani. Tiene la capacidad de
esporular y es particularmente resistente a la mayoria de los antisépticos. La toxina
tetdnica intracelular esta constituida por un polipéptido de 150 Kd. Cuando esta es
descargada al medio durante la autdlisis de la bacteria, la hidrolisis por proteasas,
resulta en una proteina extracelular constituida por dos cadenas, unidas por un puente
disulfuro; la cadena pesada es de 100 Kd y la ligera de 50 Kd. La digestiéon con
papaina de la toxina tetdnica extracelular genera dos fragmentos: el fragmento B, el
cual esta compuesto por la cadena ligera y la parte amino terminal de la cadena
pesada, y el fragmento C que representa la regién carboxilo terminal de la cadena
pesada (figura 1). La secuencia del gene de la toxina muestra un contenido de [A +
T] del 72.1%, es traducido a partir de un RNAmM monocistrénico, y se sabe que el gene
esta contenido en un plasmido, (2).
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Figura 1. Estructura de la Toxina Tetanica y de los fragmentos generados bajo diferentes
condiciones.



a) Modo de Accién.

El modo de accién de fa toxina a nivel molecular no hz side elucidado complstamente.
Se asume que la accidn biolégica de la toxina se ejerce por interderir con el
mecanismo de liberacidn de los neurotransmisores inhibitorios del sistema nervioso
central, causando desinhibicién de las neuronas motrices de la médula espinal. (3). La
primera etapa del mecanismo de accion de la toxina consiste en su unién mediada por
una molécula receptora, a las terminales nerviosas motrices. Se ha sugerido que la
toxina se une a ganglidsidos del tipo GD2, GD1b y GT1 en las terminales nerviosas
motrices y, posteriormente, es internalizada mediante endocitosis y transportada
intraaxonalmente por el proceso de transporte retrogrado. Después de ser transportada
a la sinapsis motora, la toxina causa la sinapsis continua de la neurona motriz. Hay
evidencias de que la toxina actla presinapticamente, afectando la liberacién de
neurotransmisores como glicina o GABA. E! bloqueo de la liberacién de
neurotransmisores no es enteramente restringido a los del tipo inhibiterio, dado que en
raros casos la toxina puede actuar periféricamente blogueando la liberacién de
acetilcolina causando en este caso una paralisis flacida. Se desconoce el mecanismo
mediante el cual la toxina lleva a cabo esta compleja ruta y se estan realizando
estudios con respecto al 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 tetdnica inhibe la liberacion de los neurotransmisores. Se sabe
que estos son sintetizados en las terminales nerviosas y empacados en vesiculas
sindpticas. La liberacién ocurre por exocitosis de la vesicula o de su contenido y
parece depender de un incremento en la concentracion de calcio axoplasmico durante
la transmisidn del impulso nervioso. Las fracciones de membranas sinaptosomales
contienen actina y las vesiculas sinapticas estan cubiertas con miosina. La liberacién
de! neurotransmisor puede involucrar, por lo ianto, el contacto entre vesiculas y
membrana presinaptica con la formacidn de una proteina tipo actomiosina, la cual
posee actividad tipo ATPasa dependiente de caicio. En presencia de calcio, la hidrélisis
de ATP podria causar la contraccién de la proteina induciendo un cambio en la
vesicula sindptica y la secrecion del neurotransmisor. Se ha demostrado que la toxina
tetdnica se une a la proteina tipo actomiosina, disminuyendo su actividad contractil
mediante la inhibicidn de su actividad de ATPasa dependiente de calcio. De tal forma
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la toxina tetdnica puede blogquear la liberacidn del neurotransmisor mediante la
inhibicién de la contraccion de la aclomiosina y la posterior exocitosis de la vesicula
sindptica o de su contenido (4).

Se ha sugerido también que la toxina podria actuar mediante un efecto de metabolismo
de los nucledtidos ciclicos. En la paralisis del iris inducida por toxina tetanica, se ha
observado una reversion temporal del efecto de Ia toxina por la adicion de nucleédtidos
ciclicos o por la adicion de teofilina, la cual inhibe la actividad de fosfediesterasas
(antagonista de nucledtidos ciclicos). Los nucledtidos ciclicos parecen tener un papel
importante en la transmisién sindptica, probablemente manteniendo la integridad de la
vesicula sindptica y pueden estar también involucrados en la entrada de calcio a las
terminales nerviosas de tal forma que la alteracién del metabolismo de los nucledtidos
ciclicos por la toxina tetdnica podria tener influencia scobre la liberacidn de los
neurotransmisores.

La mayoria de ios investigadores piensan, aunque sin muchas evidencias, que al igual
que otras toxinas, la toxina teténica podria tener un sitio intracelular de accion; sin
embargo se desconoce si este tipo de accidn pudiera ser de naturaleza enzimatica.
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Figura 2. Sinapsis excilatoria e inhibitoria: liberacién y accién de los neurotransmisores. Gly, glicina; R,
receptores de neurotransmisores; X, compuesto no caracterizado (posibles candidatos: glutamato,
dopamina, ATP, substancia P y somatostatina).



b) Fragmentos generados de la Toxina Tetdnica y su relacign funcicnal.

Analizando el mecanismo de accién propuesto para la toxina, es atractiva la aparente
relacion que surge entre estructura y funcion de la molécula. Al parecer, las principales
etapas del mecanismo de accion: i) unidn al receptor, ii} formacién de poros en la
vesicula endocitica y iil) la supuesta accidén enzimadtica, podrian llevarse a cabo por
diferentes dominios estructurales de la molécula.

El estudio con fragmentos de la toxina ha permitido identificar algunos de estos
dominios estructurales: existen evidencias que el dominio invelucrado en la unién del
receptor se encuenira codificado por la regidn carboxilo terminai de la molécula,
especificamente por el fragmento C de la toxina. Se ha encontrade que, a pH &cido,
la regién amino terminal de la cadena pesada tiene la capacidad de insertarse en
vesiculas lipidicas y de esta manera poder formar poros en la membrana (5). Existe
la hipdtesis que la cadena ligera podria ser responsable de la actividad necesaria para
la inhibicién de la liberacién de los neurotransmisores (4). Més recientemente se ha
encontrado que la toxina completa, el fragmento B y la cadena ligera pero no ei
fragmento C, son capaces de inhibir la exocitosis de células cromafines en cultivo (6).
Dado que las células carecen de! receptor especifico de la toxina, se ha especulado
que la molécula blanco de la toxina pudiera estar involucrada en el mecanismo general
de exocitosis.

Existe cierta controversia respecto a la naturaleza del receptor que emplea la toxina
para unirse a las células neuronales. Se supone que el receptor que utiliza la toxina
es un gangliésido; sin embargo, se ha propuesto la existencia de un segundo receptor
necesario para la formacidn de un complejo ternario de alta afinidad compuesio por
ganglidsido-toxina-segundo recepior (7). Este receptor pudiera ser de naturaleza
proteica y necesario para la internalizacion de la toxina a la célula neuronal. Se ha
propuesto que la interaccién de ia toxina con el gangliosido pudiera ser importante para
permitir la interaccidn exitosa con este receptor proteico. Se ha demostrado que el
fragmento B, a pesar de tener determinantes antigénicos protectores, es capaz de
producir a altas dosis sintomas diferentes al télanos y curiosamente similares a la
pardlisis fldcida producida por la toxina botulinica (8).
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Como ya se ha dicho el fragmento C es un dominio de aproximadamente 453
aminodcides, constituye la regidn carboxilo terminal de la proteina v se ha visto que
en forma pura no es toxico, se ha calculado que tiene un punto isoeléctrico alrededor
de 8.5, contiene tres posibles regiones de determinantes antigénicos (segun el perfil
de Hoop). Se han inmunizado animales con esta regién y se ha observado que es muy
buen inmundgeno y protege contra la toxina tetanica, (S). También se han hecho
estudios in vitro que nos indican que en este fragmento residen las regiones que
interaccionan con los receptores neuronales que posteriormente permitiran la
intemalizacién del resto de la toxina. Por eso se describe que puede ser estudiado
como un buen candidato a vacuna recombinate contra tétanos (figura 3).
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Figura 3. Fragmento C, regidn carboxilo de la toxina tetdnica. Se sefialan los anticuerpos
monoclonales que se han identificado reconocen a este fragmento. Se indican los sitios unicos de
restriccion dentro del fragmento.



iit, CARACTERISTICAS GENERALES DE NUEVAS VACUNMAS,

Las vacunas ocupan un lugar imponante en el sector salud. Las nuevas tecnologias
en Biologia Molecuar, Inmunologia e Ingenieria de Proteinas y Biotecnologia permiten
buscar un reemplazo mds efectivo & vacunas ya existentes asi como el desarrollo de
nuevas vacunas contra enfermedades que nos aquejan en nuestros tiempos. Las
vacunas como cualquier otra droga, tienen cierto efecto colateral indeseable; méds aln
en el caso de vacunas que son aplicadas a individuos saludables, la accidn es
particularmente riesgosa, por lo que hacer vacunas mas seguras o mas eficientes,
abaratar el costo de la produccion o la posibilidad de poder generar vacunas
multifuncionaies han sido algunos de los motivos para la implementacién de
metodologias modernas para la produccién de vacunas novedosas. Se han logrado
innovaciones como vacunas antiidiotipo y de subunidades antigénicas asi como
glicoproteinas recombinantes y polipéptidos que le dan una nueva perspectiva de
mercado a ésta drea, (10). La tecnologia de DNA recombinante abre las posibilidades
al desarrollo de estos productos con la identificacidon de determinantes antigénicos
protectores que facilitaran el posterior aislamiento y manipulacién de ias regiones de
los genes de estos determinantes que permitirdn la produccién masiva del producto y
la manipulacidén necesaria para su purificacion homogénea, logréndose en algunos
casos el aislamiento de todos los productos indeseables ya sea de la misma proteina
o0 de otro producto del huésped original. Ademas el aisiamiento de diferentes
determinantes permitird la posibilidad de producir vacunas polivalentes contra uno o
mas patdgenos. Uno de los problemas mds graves que enfrenta este enfoque
reduccionista de produccion de vacunas y que se ve acentuado en las alternativas que
dependen de la utilizacidon de péptidos sintéticos como inmundgenos, es la pobre
estimulacion inmunolégica que éstos generan. Sin embargo, se han propuesto formas
de sortear el probiema mediante la presentacion al sistema inmune de mezclas de
péptidos representativos de determinantes responsables de estimular tanto al sistema
humoral como al sistema celular. La presencia de péptidos sintéticos capaces de
estimular células B o células T del sistema inmune podrian liegar a imitar de manera
eficaz la potencia que presenta el complejo epitope-proteina acarreadora. Con esto
y el desarrollo de nuevos adyuvantes nos podemos dar una idea del avance que
tendra la nueva generacién de vacunas (figura 4, (11).
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Figura 4. Métodos de preparacién de vacunas. La vacunacion cldsica se le administra al paciente el patogéno
inactivado o atenuado, el cual estimula la respuesta sin, en principio, causar la enfermedad. El anti-idiotipo provee un
método alternativo. eslos son anticuerpos formados contra el sitio de enlazamiento del anticuerpo, y por Jo tanto, en
{erminos de caracleristicas de superficie a su propio sitio de unién, una copia directa del sitio de! antigeno en el
patogéno. El resto de los mélodos requiere manipulacion genética moderna y técnicas relacionadas, particularmente

en la produccion de cDNA.
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La posibilidad de separar genes y expresarlos en otras especies se ha incrementado
drdsticamente a finales de esta década, con el fin de producir la proteina respectiva,
ya sea para estudiar su estructura y funcidén o para su posible uso farmacéutico asi
como para modificar o disefar proteinas creandoles nuevas funciones, (12).

Altos niveles de expresion de numerosas proteinas eucaridticas y procaridticas se
han logrado con ia ayuda de la tecnologia de DNA recombinate, (13) el hospedero
mas utilizado es E£. coli. Existen muchas razones para seleccionar a este organismo
como productor de ciertas proteinas heterdlogas: el conocimiento amplio acerca de
sus aspectos genéticos, fisioldgicos y bioquimicos; el crecer a altas densidades en
medios simples y de bajo costo; el ser un organismo inocuo para fermentaciones a
gran escala y la habilidad para expresar proteinas, (14) son algunas de las razones
por las que se considera que €s un microorganismo de fdcil manipulacién que ha
ayudado a la investigacion en muchas disciplinas y ha permitido la comercializacién
a gran escala de algunas proteinas. Con la seleccion de un adecuado sistema de
expresion el cual requiere el uso de pldsmidos multicopia con un fuerte promotor y
un eficiente sitio de unién a ribosomas vy la iniciacidn adecuada se logra obtener un
alto nivel de expresion, como ha sido el caso de la eficiente produccidn de la Hormona
de Crecimiento Humana, alguncs péptidos de Ia toxina de la Difteria o la adecuada
sintesis de la proteina dam y la proteasa del poliovirus 3C, (15, 16, 17, 18, 19, 20).
Por otra parte, existen casos en los cuales se obtienen muy bajos niveles de sintesis
de proteinas heterolégas en £. coli Se pueden censiderar diversas causas entre las
que destacan: 1) la proteina es inestable en £. coli y es idpidamente degradada por
proteasas o 2) el RNAmM no es eficientemente traducido. El primer caso se presenta
mds frecuentemente en proteinas de bajo peso molecular y se ha solucionado el
problema con la creacidén de poliproteinas, proteinas de fusién (21, 22) o el uso de
mutantes de E. coli deficientes en proteasas, (23, 24). El segundo caso esta en funcion
de la tasa de iniciacion o elongacidn traduccional del RNAm participando factores como
enzimas, cofactores, abundancia de tRNAs y codones preferencialmente utilizados por
el microorganismo.
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Se considera que estas ultimas son los principales motivos en la mayoria de los casos.
Se sabe que procariontes y eucaridontes presentan marcadas diferencias en la
preferencia de codones para la sintesis de sus proteinas de alta expresion y se ha
propuesto que este fendmeno puede ejercer un papel modulador en la expresién de
los genes, (25, 26). La teoria adaptativa que explica este fendbmeno nos dice que
existen diferencias cinéticas intrinsecas en €l uso de codones, {27, 28) y que hay una
relacién entre el uso preferencial de codones y la abundancia de tRNAs en el
microorganismo (29, 30, 31, 32, 33, 34) que hace que para aquellos codones raros o
poco usuales exista una baja proporcion de {RNAs. Esto, a su vez, produce un arresto
temporal y constante del ribosoma en estas regiones, provocando aborciones de la
traduccidon. Ademas la distribucién cercana o regionalizada de estos codones poco
frecuentes a lo largo del gene, asi como el contexto en el cual se encuentren estos,
se ha visto que contribuye al abatimiento en la eficiencia

traduccional (35, 36, 37, 38, 39, 40, 41).

Se ha observado que algunas proteinas que tiene un uso de codones poco usual
para E. coli tiene un bajo nivel de expresion en ésta, y varios investigadores han
reportado que el cambio de estos codones por optimos 0 mds utilizados por E. coli
mejora notablemente la expresion. Tal es el caso del gene de! Factor de Crecimiento
tipo Insulina, o el gene de la Mioglobina del cachalote o el gene de Interleucina-2.
También se reportan casos en los cuales es suficiente con cambiar aguellas regiones
en las cuales estos codones poco usuales se encuentren cercanos como es el caso
de la enzima Cloranfenicol Acetil Transferasa o B Galactosidasa (38, 42, 43, 44, 41).
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V. MUTAGENESIS.

Los avances recientes en mutagénesis han dado una nueva arma poderosa para
estudiar la estructura, funcién y sobreproduccion de las protelnas. En especial, la
mutagénesis sitio dirigida ha permitido la construccién de genes para su expresion en
células eucaridticas y procaridticas donde se les disefia los sefalamientos adecuados
para su facil produccién. Las mutaciones especificas son tipicamente introducidas por
hibridizacion de un oligonucledtido sintético conteniendo la mutacion deseada al DNA
silvestre. Los métodos difieren en los sistemas de seleccién usados para recuperar el
DNA mutagenizado y la manera de sintetizar in vitro la hebra mutante. Las técnicas
comunmente utilizadas para esto es la mutagénesis por extension del primer la cual
consiste en tener la regidn blanco a mutagenizar en forma de cadena sencilia y
agregarle el o los oligos mutantes, permitiendo el alineamientc y después la
polimerizacién y circularizacién de ia cadena mutante que al ser transformada al
hospedero nos permitird seleccionarla por el método adecuado (figura 5).
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Tal es el caso del método de Kunkel, el método de Eckstein y el de PCR (Reaccién
da polimerizacion en cadena). Se ha visto que para les dos primeros la eficiencia de
mutagénesis puede ser desde un 13% hasta un 90% de mutantes dependiendo de las
condiciones del método (45, 46, 47, 48, 49).
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Figura 6. Esquema de la mutagénesis sitio dirigida. Se liene el drea blanco en forma de cadena sencilla,
se realiza el alineamiento y se permite la hibridizacién lentamente, se liga y se transforma para su
posterior seleccién.
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En el caso de PCR se rige bdsicamente bajo los mismos principios de mutagénesis,
aunque presenta algunas variaciones. En este caso no es necesario tener al DNA a
mutar en forma de cadena sencilla, se requieren dos oligos y se obtiene la
amplificacidon exponencial del fragmento mutado por medio de una serie de ciclos a
altas temperaturas. En la mayoria de los casos se obtiene una eficiencia de mutacion
del 98 % (50), aunque el mayor problema de esta técnica radica en la probabilidad de

introducir una segunda mutacién no deseada, (51).
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Por Gltimo, se puede mencionar, la mutagénesis por cassette, la cual consiste en la
clonacidn de la region sintética mutante presentando una eficiencia de mutacién del
100%. Sin embargo, este es un proceso costosc e impone una serie de limites
practicos en la sintesis de los ofigonucledtidos.
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La Gerencia General de Bioldgicos, dependencia de la Sria. de Salud, es la encargada
cual se inmuniza a la Poblacién

)

de producir enlre otras, la vacuna tetdnica con |
Mexicana. Se obtiene por un largo proceso que requiere de un costoso medio de
cultivo, condiciones de seguridad estrictas de lugares y personal y laboriosas pruebas
de toxicidad antes de salir al mercado. Su produccion se basa en el principio de
detoxificacion de la toxina (52), sin eliminar sus propiedades inmunogénicas. La
preparacién del toxoide teténico consiste en el tratamiento con formaldehido de la
toxina semipurificada. El toxoide asi producido posteriormente pasa por varias etapas
de purificacion por filtracién. E! tratamiento con formaldehido bajo las condiciones
usadas para producir el toxoide, da como resultado la formacién de enlaces metilénicos
tanto intramoleculares como intermoleculares. Al formarse estos Ultimos, se permite la
aparicién de formas polimerizadas. La presencia de polimeros en las preparaciones de
toxoide da lugar a la aparicién de una actividad floculante reducida cuando se compara
el toxoide contra la toxina tetdnica. Las vacunas para uso en humanos comunmente
consisten de toxoide semi-purificado cuya actividad floculante especifica se encuentra
en un rango de 1000 a 2000 unidades Lf por miligramo de proteina.

Generalmente las preparaciones de toxoide estan sujetas a varias pruebas, incluyendo
las pruebas de potencia, ausencia de toxicidad, esterilidad, actividad floculante, pureza,
contenido de formaldehido libre y la prueba de irreversibilidad de la toxicidad. La
produccién de una vacuna recombinate o sintética en contra de la toxina tetanica
podria tener consecuencias imporntantes en algunas de las etapas de 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 la produccion
masiva de material téxico. Dado que la vacuna allernativa consistiria de regiones
inmunogénicas y no toéxicas de la toxina { ver objetivos) ya que su produccion se
llevaria a cabo en un huésped de caracteristicas inocuas, el aparato de seguridad
necesario durante la produccién convencional podria ser reducido a un minimo. Otra
ventaja que se hace patente con la produccion de una vacuna alternativa de naturaleza
no téxica, consiste en la produccidon de lotes mas homogéneos en comparacion a los
producidos por e! método convencional. Ya que la produccion de la vacuna alternativa
no dependeria de etapas de detoxificacién del producto y se evitaria una fase que es
importante para la calidad del producto convencional.
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Finalmente se presenian ciertas reacciones secundarias en algunos sujetos inoculados
con toxoide tetdnico que podrian eliminarse con el uso de una vacuna alternativa.
Estas reacciones secundarias se le han adjudicado al toxoide mismo. Adiclonaimente
la presencia de determinantes antigénicos exirafios a los de la toxina pudieran ser la
causa de los fendmenos de hipersensibilidad presentados.

A las consideraciones anteriores se une el que, este proyecto nos permitié establecer
interaccion con grupos del sector salud, encargados de la produccién de vacunas, y
asf propiciar los enfoques nuevos al desarrollo de estas, que sean de interés nacional.



ANTECEDENTES
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La Gerencia General de Biolégicos nos suminisiré una pastilla celular congelada de
Clostridium tetani para realizar el aislamiento total de DNA de la bacteria. En nuestro
laboratorio, Joel Osuna, con Ia utilizacion de hibridizacion tipo Southern pudo aislar el
gene del fragmento C con oligonuciedtidos homdloges como sondas disefados de
acuerdo a la secuencia nucledtidica repontada. Debido a que no se encontraban sitios
de restriccion accesibles que flanquearan el gene completo se tuvo que aislar con
200pb adicionales del fragmento B y sin 280 pb de la parte terminal del gen, que es
la parte carboxilo de la proteina. Esto con el fin de no traerse material genético
adicional de la bacteria que pudiera resultar 1oxico. Este fragmento de DNA de
aproximadamente 1400 pb se clond como proteina de fusidn en varios vectores de
expresion, bajo diferentes promotores como Trp, pL y Lac. Sin embargo por cuestiones
prdcticas y de accesibilidad se decidid trabajar con la construccion obtenida en el
vector multipropésito pUC12, bajo los sefialamientos del operdn de Lac, ya que se
obtenian resultados reproducibles. Se caracterizé la construccidn a nivel de
secuenciacion de DNA, expresion e inmunodeteccion de la proteina.

La expresién de la proteina de fusion bajo condiciones de induccidén fue menitoreada
en geles de poiiacrilamida SDS tenido con azul de Coomasie. Se observd que no se
presentaba ninguna banda del peso molecular esperado por lo que se recurrié a la
expresion de proteinas en minicélulas incorporando al medio metionina radiactiva con
38, La aparicion de una banda con el peso molecular de la protelna esperada nos
permitid suponer que pertenecia al fragmento C. La deteccién inmunoldgica por
hibridizacion tipo Western con anticuerpos monoclonales evocados en ratdn contra este
fragmento (donados por Habig et al., ©), nos permitié observar una débil sefial
perteneciente al producto esperado. Paralelamente otros grupos estaban tratando de
expresar un fragmento similar al wtitizado por nosotros reportando también bajos niveles
de expresion de la proteina. Adicionalmente se sabe por reportes de otros grupos que
aln expresando este fragmento bajo diversos promotores de E. coliy propios de

C. tetani no se obtienen cantidades suficientes de expresidn para realizar pruebas
biolégicas. Simultdneamente se reportaban experimentos in vitro de transcripcién y
traduccidn utilizando el sistema Sp6, (2) donde se observan productos abortivos
similares a los obtenidos en su expresidon in vivo. Lo anterior nos hizo suponer que el
problema radica a nivel de traduccién. Se hizo un analisis del uso de codones de este
fragmento con respecto al utilizado por E. coli, observando que es muy diferente, y
particularmente refleja todas las caracleristicas de los genes poco expresados en

E. coli.



OBJETIVOS
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Objstivo Ganearel.

Expresar un segmento atéxico y protectivo de la toxina tetdnica que pudiera ser
utilizado como substituto de la vacuna convencional.

Objstivos particularss.

. Obtener y optimizar la expresidn del Fragmento C de la Toxina Tetdnica en un
sistema de expresién de facil manipulacion en el laboratorio.

. Seleccionar y modificar por iécnicas de Ingenieria Genética aquellas regiones
en el gene del fragmento C que pudieran afectar drasticamente la traduccién de
la proteina sin alterar su estructura primaria ni su antigenicidad.

. Comparar a nivel de expresion las diferentes manipulaciones obtenidas en el
gene del fragmento C.



MATERIAL
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CEPAS , GENGTIPOS

SupE44, lac U169 (80 lacZM15), hsd R17

DHS recA, endA1, gyrA96, thi-1re1A1.

JM101 SupE thi, (lac-proAB) F' traD36 proAB lac
Iq lacZM15

PLASMIDOS

pBSM13 Vector que contiene el origen de replicacion

de DNA de M13. Derivado del pldsmido pUC
que contiene los promotores del
bacteriofago T3y T7, vy lac tienen
resistencia a ampicilina. (Stratagene).

pBR327 Derivado de pBR322.
BACTERIOFAGO
M13mp19 Fago filamentoso derivado

de M13 con multisitio de
clonacioén.



ENZIMAS

Endonucleasas

Hindlll, Sacl, BamH]|
EcoRl, Pstl, Accl

Modificadoras

Ligasa T4, Cinasa,
Plomerasa | (fragmento
Klenow.

Secuenasa 2.0

Fosfatasa alcalina Intestinal
(CIP), Taq DNA polimerasa.

REACTIVOS

Deoxinucledtidos y dideoxi-
nucledtidos.

Anticuerpo Macnoclonal
anti-fragmento C.

Los reactivos para electroforesis

transformacién, purificacion,

induccién e inmunodeteccién.
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DISTRIBUIDORES

New England Biolabs y
Boehringer Mannheim.

New England Biolabs

United States Biochemical (USB)

Promega

Pharmacia Molecular Biological.

Boehringer Mannheim

Bio-Rad, Sigma, BRL, Merck
y Baker.



METODOS
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1) PURIFICACION Y MANIFULACION DE DHNA DE FPLASHIDD.

Para ja manipulacidn de DNA de plasmido, fasmido y fago se siguen las técnicas
reportadas por Maniatis et. al. (53). Para los microensayos de DNA se sigue el método
de lisis alcalina descrito por Redriguez et. al. {54). Si se requiere un DNA mds puro
se utiliza un equipo de reactivos (GeneClean), de la casa comercial BiO 101, siguiendo

ias instrucciones de! equipo.

2) TRANSFORMACION.

a) Método quimico:
Se utiliza e! método quimico reportado por Chung et al. (55) que consiste en:

Se crece en 30m! de medio Luria ta cepa de E. coli a una densidad de 0.4 a 0.5
OD;e.. Se pasa a hielo y se centrifuga a 6000rpm durante 8 min. Se decanta y se
agregan 3m! de amortiguador TSS 1X (10% polietilenglicol; 6% dimetil sulfoxido; 50mM
MgaCl, medio Luria), frio y filtrado. Se resuspenden las bacterias y se hacen alicuotas
de 0.2ml y se congelan en hielo seco. Se descongelan las alicuotas necesarias en
hielo y se agrega de 1 a 20 ng de DNA sp.. Se deja 30 min. Se recuperan en un tubo
de 13x160mm mas 0.8ml de Luria en agitacion a 37°C de 30 a 60 min. Se platea de
0.1 a 0.3m! en cajas con medio Luria sélido y el antibiético correspondiente.

b} Electroporacion.
Se utiliza el método reportade por Dower et al. (58), el cual consiste:

Se crecen las bacterias en medio Luria a 37°C con agitacién hasta una densidad de
0.5 a 1.0 ABS,,,. Se pasan a hielo y se centrifugan a 4000xg por 15 min. a 4°C. Se
decanta el sobrenadante y se resuspenden en el mismo volumen de agua o 1mM de
Hepes pH7 frio y ésteril. Se centriluga como arriba . Se resuspende 1\2 del volumen
y se centrifuga. Se resuspende en un 1\50 del volumen de glicerol al 10%. Se
centrifuga y finalmente se resuspende en 1\500 detl volumen de glicerol al

10%. La suspension concentrada es distribuida en alicuotas de 45ul, congeladas y
guardadas a -70°C.

Se descongelan las alicuotas necesarias a temp. amb. y después se pasan a hielo.
Se agrega de 1 6 20pmel de DNA en amortiguador de baja fuerza ionica. Se mezcla
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bien y se deja en hielo 1min. Se pasa a la celda de electroporacién de 0.2cm y se
coloca en la camara del electroporador (modelo 1652075 Bio-Rad). Se aplica un pulso
de 12.5 kV/cm con una constante de tiemps dé 4.5 a 5 mseg.. Inmediatamente se
agrega 1 ml de medio SOC (2% bactotriptona; 0.5% extracto de levadura; 10mM NaCl;
2.5mM de KCI; tomM MgCl; 10mM MgSO, ; 20mM glucosa) a temp. amb. a la celda
y suavemente pero rdpidamenta resuspender las bacterias con una pipeta Pasteur. Se
transfiere la suspensién celular a un tubo de 17 x 100 mm y se incuba a 37°C con
agitacion durante 1hr. Se platea el volumen necesario en medio solido con antibidtico.

8) ELECTROFORESIS DE DNA,

Se siguen las condiciones descritas por Maniatis et. al. (53) en lo que respecta a
electroforesis de geles nativos vy desnaturalizanies de agarosa y acrilamida para DNA.

4) PRODUCCION DE DNA DE CADENA SENCILLA.

Para la obtencién y purificacion del DNA en forma de cadena sencilla del fdsmido
pBSM13-, se siguid el protocolo reportado por la casa distribuidora Stratagene.

§5) SECUENCIACION DE DNA DE DOBLE CADERNA.

Se realiza de acuerdo al método de Sanger et al. {57).

Se utiliza el equipo de reactivos de secuenasa de United States Biologicals (USB).
Para el caso de DNA de doble cadena se desnaturalizan 2ug de DNA sp. en 8ul de
agua mas 2pl de NaOH 2N, recien preparada, por 5§ min. a temp. amb.. Se agregan
2ul de agua, 3ul de acetato de sodio 3M pH4.8; 5ul de oligo [Sng\ul] vy 75! de etanol
absoluto se deja a -70°C por 10 a 15 min. Se centrifuga y se lava el precipitado con
etanol al 70% de 2 a 3 veces. Se seca y se continua el proceso de acuerdo a las
instrucciones del manual de USB, descrité para DNA de cadena sencilla,
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8) SINTESIS ¥ PURIFICACION DE OLIGONUCLEOTIDDS.

La sintesis es realizada en la maquina { Sintetizador de DNA automatizado modelo
Microsyn-1450 Systec) a partir de fosforoamiditos. La purificacion se lleva a cabo por
una separacion electroforética de! DNA en geles de poliacrilamida al 20 % con urea
8M se conta la banda pernteneciente al oligo y se eluye en agua destilada toda la noche
a 37°C. Se toma el sobrenadante y se liofiliza. La urea se quita con lavados de etanol
absoluto. Se seca el precipitado y se resuspende para cuantificacién y valoracion
biolégica del oligo. La valoracion bioldgica se lleva a cabo fosforilando radiactivamente
con ®P ATP el oligo de acuerdo a las instrucciones de Maniatis, (53). Se hibridiza con
el templado en forma de cadena sencilla en una relacién Molar de 1:10 de templado
oligo se agregan los nucledtidos, el amortiguador de la polimerasa y la polimerasa |
({frag. Klenow). Se polimeriza 15 min. a 37°C, se para la reaccién a 65°C 10 min. Se
toma 1\2 del volumen de reaccion y se guarda. E! resto del volumen se pone en una
reaccién de digestién con una enzima que tenga su sitio de reconocimiento en el lado
opuesto al punto de hibridizacion del oligo. Se realiza una electroforesis con ambas
reacciones y el gel se expone a una placa de rayos X.

7) MUTAGENESIS.

a) En algunos experimentos se utilizo el "Sistema de Mutagénesis oligonucledtido
dirigida de acuerdo al método de Eickten (58). Los productos necesarios para llevarla
acabo son proporcionados por un equipo que distribuye la casa Amersham y se siguen
las indicaciones del equipo.

b) En otros se utilizé el método de mutagénesis multisitio dirigida usando la DNA T7
polimerasa reportado por Su Ti-Zi et al. (47), el cual consiste en:

Se hibridiza el oligo mutagénico al DNA templado en forma de cadena sencilla y
amortiguador de DNA T7 polimerasa. Se calienta a 65°C por 5 min. Se deja enfriar
lentamente hasta temperatura ambiente. Se pasa a hielo por 15 min. Se hace una
reaccidn de extensidn\ligacion, a la mezcla anterior se agregan dNTPs, ATP, DNA T7
polimerasa y ligasa T4. Se incuban a 37°C por 15 min. Se para la reaccion
inmediatamente calentando a 65°C por 5 min. Se transforma el DNA a E. col.
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¢) También se utilizd la reaccion de amplificacién en cadena (PCR), (50).

El templado de doble cadena a amplificar en forma lineal se le agregan los oligos
mutagénicos que ilangquean la region blanco, dNTPs; amoriguador de la Taq DNA
polimerasa (segin Promega), la DNA Taq polimerasa, agua destilada y aceite mineral.
Las reacciones se realizan en un horno (Biosycler), haciendo ciclos de 92°C por 1.5
min., 55°C por 3 min. y 70°C por 1.5 min. repitiendo esto durante 20 a 30 ciclos. Al
final se deja a 70°C por 15 min. para que termine de polimerizar los extremos. Las
temperaturas de alineamiento y desnaturalizacién variarén dependiendo de la Tm de
los oligos utilizados.

g) PREPARACION DE SONDAS RADIACTIVAS.

De 10 a 20 picomolas del oligo apropiado se tratan con polinucledtido cinasa T4 en
presencia de 50 a 100uCi de P ATP en amonriguador cinasa {53), para eliminar la
marca no incorporada se utilizan columnas de poliacrilamida (Biogel P-30 de Bio-Rad),
la cual se prepara de acuerdo a las instrucciones del distribuidor. Se monta la columna
con 1ml de resina y se equilibra con amortiguador TE (10mM Tris HCl pH 7; 1mM
EDTA). Se centrifuga 1 min. a 1000rpms. Se agrega el oligonucledtido radiactivo en
un volumen de 0.2ml. Se centrifuga en las mismas condiciones, se colecta fa 12
fraccidon, se vuelve agregar el mismo volumen de amortiguador TE y se repite la
operacion 3 veces. Se aplica 1\100 de las fracciones colectadas a un gel de
poliacrilamida desnaturalizante y se expone a una placa de rayos X. Se trabaja con la
fraccién donde halla safido el oligo sin marca libre.

8) HIBRIDIZACION Eid GOLOMA,

Se realiz6 de acuerdo al método de Zoller et al. (59).
Se transfieren las colonias a discos de papel Whatman 540. Se desnaturalizan las
bacterias en una solucién de lisis (0.5 N NaOH; 1.5 NaCl)y por 5 min.. Se neutraliza
en una solucién (1.5 NaCl, 0.5 M Tris HCI pH7.4) por 10 min. Se fija en etano! al
95%. Se dejan secar los filtros a temperatura ambiente. Se lavan los filtros con una
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solucién SSC 10x (20x: 3M NaCl, 0.3M Citrato de Sodio; 10mM EDTA pH 7.2) 3 veces
por 10 min. c\vez. Se prehibridiza el filtro en una solucién; 6x SSC; 10x Denhadt's
(100x: 2% Seroalbumina bovina; 2% polivinil pirrolidina; 2% ficoll); 0.02% S8DS y
150png/ml de DNA de Arenque, durante 6 a 12 hrs. a 42°C. Se ponen a hibridar en una
solucion 6x SSC; 10x Denhardt's; 15 6 25% de formamida; 150ug de DNA de Arenque
y 2-5x10° cpm de oligonucledtido sonda. Se deja por 2 a 3 hrs. a 37°C. Se lavan los
filtros en 6x SSC tres veces a temp. amb.. Se exponen los filtros a un placa de rayos
X. Los subsecuentes lavados se hacen calentando el 6x SSC hasta 10°C abajo de la
Tm del oligonucledtido.

10) INDUCCION DE PROTEINAS.

Los cultivos de E. coli conteniendo los plasmidos respectivos fueron inducidos de
acuerdo por Makoff et al. (22) excepio que el medio Luria contenia 200ug/m! de
ampicilina. La induccidn fue con IPTG, (se probé a diferentes condiciones; 0.25mM,
1mM y 2mM a tiempos de induccion de 2, 4, 6, 8 hrs. Se decididé trabajar a la
concentracién 1mM durante 4 hrs en agitacién a 37°C. Se colecta lo equivalente a 5
U ABS®™ por mililitro y se procesan para su cuantificacion.

11) PRODUCCION DEL FRAQMENTO C EM FERMENTADDR DE 10 L.

En 9 ! de medio Luria se inocula con 1 | de cultivo crecido toda la noche de E. coli
con la construccién deseada. Se agita a 400 rpm y 1 vwm en un fermentador
{Labroferm) con dos impulsores distribuidos a 5cm del fondo del tanque y a 1.5 veces
el diametro del impulsor, a 29° C durante 6 hrs.. Se cosecha la biomasa en una
centrifuga Minisharples a 3542 x g. Se lisan las bacterias como se indica
posteriormente.



26
12) RUPTURA CELULAR.

a) Sonicacién (volumenes menores a 10mi).

Se resuspenden las bacterias colectadas en un amortiguador de lisis (50mM tris HCI
pH7.5: 1mM EDTA; 2mM PMSF). Se sonican a 12 micrones 3 veces 0 hasta que se
clarifiqde el medio en pulsos de 20 seg.

b) Homogenizador (volumenes mayores de 500ml).

Se resuspenden [as baclerias en el amortiguador antes mencionado y se pasan tres
veces por el homogenizador de alta presién (Manton Gaulin, modelo 15M) aplicando
una fuerza de 600 Kg/cm .

Las proteinas obienidas por estos métodos se centrifugan a 5000xg por § min, se
recupera el precipitado. Se resuspenden y se cuantifica la proteina por el método de
Lowry, (62).

18) ELECTROFORESIS DE PROTEINAS.

Se realiza la electroforesis de acuerdo a lo reportado por Laemmli et al. (63). Se
toman cantidades equivalentes de proteinas de las diferentes construcciones. Se
agrega el amortiguador de lisis 2x (20% glicerol; 10% 2B Mercaptoetanol; 4.6% SDS;
0.125 M Tris HC] pH#6.8; 0.1% azul de bromofenol). Se hierven 10 min. y se aplican
al gel. Se corre a 50 V durante 4 a 6 hrs.

14) INMUNIZACION.

Se sigue el protocolo segun Harlow et al. (64).
Se inocula un conejo subcutaneamente con 500pl de toxoide comercial. Se da un
refuerzo a los 20 dias con la misma dosis. Se sangra en el lobulo de la oreja a los
20 dias. Se colectan 10 ml de sangre. Se deja cuagular por 30 -60 min. a 37°C. El
cuagulo se separa de los contornos del tubo usando una pipeta Pasteur. Se deja el
cuaguio a 4° C toda la noche para gue se contraiga. El suero es removido del cuagulo
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y cualquier material insoluble por centrifugacién a 10000 x g por 10 min. a 4° C. Se
guarda el suero a -20° C.

15) PREAESORCION DEL SUERD COH E. COLL

a) Absorcion por columna de afinidad.

Se utiliza la resina Sepharosa 4B activada con Bromuro de Cianogeno de (Pharmacia),
la cual se hincha y se equilibra de acuerdo a las indicaciones del manual de la casa
distribuidora. Se deja pegando el extracto lisado de E. coli con el pldsmido pBSM13-
a la resina de acuerdo a lo reportado por Maniatis et at. (63). Se monta la columna
y se equilibra con amortiguador TBS mas 1mM de azida de sodio. Se pasa el suero
por la columna. Se mide la absorbancia antes de aplicar y a cada fraccidén que se
colecte.

b) Por precipitacién del complejo.

Se lisa el extracto de E. coli de acuerdo a lo reportado por Maniatis (53). Se agrega
un volumen de suero y uno de extracto lisado. Se deja toda la noche a 4°C. Se
centrifuga y se colecta el sobrenadante.

c) Por inmunoblot.
Se realiza de acuerdo a lo indicado por Harlow (63).

Se desarrolla el inmunoblot hasta el paso del primer anticuerpo como se menciond
antes. Se corta uno de los carriles que lleva el antigeno de interés. Ei resto de la
membrana se guarda en TBS méds 0.02% azida de sodio a 4°C. La tira separada se
procesa hasta la fase de revelado. Se alinea con el resto de la membrana y se corta
en la regidn donde se encuentra el complejo antigeno anticuerpo de interés. Los trozos
pequenos de membrana se cortan y se incuban en 100mM glicina (pH 2.5). Se
remueve el amortiguador y se neutraliza con 1/10 de volumen de 1M tris pH8.
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16) TITULACION DE ANTICUERPDS.

Se realiza por hibridizacion en punto. Se agregan 10, 5 y 2.5ul de toxoide a una
membrana de nitrocelulosa (S&S). Se deja secar. Se bloquea con leche descremada
al 5% en amortiguador TBST (ver electretransferencia) por 3hrs. a Temp. amb. con
agitacion. Se agregan diluciones desde 1:10, 1:100, 1:500, 1:1000 y 1:2000 del suero
a titular en el mismo tipo de solucién por 2hrs.. Se lava con amortiguador TBST y se
continua el proceso como se indica en la inmunotransierencia.

17) ELECTROINMUNDTRANEFERENGIA,

Se sigue el método reportado por Towbin et al. (65) para la transferencia de
proteinas a un soporte sdlido. Se electrotransfiere a 80 V por 12 hrs. con agitacién
a 4°C. Se bloquea el filtro con leche descremada al 5% en amortiguador TBST (10mM
tris HC| pH8; 150mM NaClJ; 0.05% Twien 20) toda la noche a 4°C. Se agrega el primer
anticuerpo preabsorbido a una dilucion de 1:500 en la misma solucidn antes
mengcionada durante 2 a 3 hrs. a temp. amb. y con agitacion. Se lava el filtro con
TBST tres veces 10 min. c\vez. Se agrega el segundo anticuerpo que es un conjugado,
anti IgG de conejo acoplado con fosfatasa alcalina, (del equipo de reactivos "Protobiot”
de la casa Promega), en TBST mds leche descremada al 5% en una dilucién de
1:7500 durante 1 a 2 hrs. a temp. amb. con agitacion. Se lava el filtro como se
menciona antes y se le agrega ia solucion reveladora, (100mM tris HC{ pH9.5; 100mM
NaCl; smM MgCI) por cada 10ml de esta solucidon agregar 66pi de NBT [50mg\ml] y
33ul de BCIP [50mg\ml] en formamida al 70%. Se deja a temp. amb. de 5 a 15 min.
y se para la reaccién con 1mM EDTA y agua destilada.

18) DETECCION POR ELISA.

Se desarrollé de acuerdo a lo reportado por Harlow et al. (63).
Se utilizarén diluciones de 25, 50 y 100ug de proteinas totales lisadas y cuantificadas
como antes se menciond. El primer anticuerpo fue el policlonal de conejo. El ensayo
se desarrolié de acuerdo al protocolo de inmunotransferencia revelando con fosfatasa
alcalina acoplada al segundo anticuerpo anticonejo y con el sustrato adecuado.
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El fragmento C fue clonado como proteina de fusidn con el péptido alfa del operén
de Lac en el plasmido pUC12, por Josl Osuna (66). Que generaria una proteina de
63 Kd. Este plasmido se transformé en cepas que sobreexpresan el represor de Lac,
que reprimen completamente al operdn, como: JM101 y CMK. Para valorar su
expresion se crecieron cultivos en condiciones con y sin induccién con IPTG. Se
cuantificaron las proteinas por el método de Lowry (62) y fueron sometidas a
electroforesis de acuerdo al método de Laemmli, (61) tifendo con azul de Coomasie.
No se observd ta aparicidn de ninguna banda correspondiente a la proteina de fusion.
Se pensd que podria haber sufrido alguna mutaciéon que rompiera la fase de lectura
de la proteina por lo que se decidid secuenciarla, subclonandola en el bacteriofago
M13mp19. Esto nos permitié leer desde el promotor del operdn de la protelna hasta
el extremo carboxilo del fragmento C, (figura 9). No se encontré ninguna mutacion o

codén de terminacion.

-~35 -10 M T M I T P
TTACA # AT GTTG 77 T"GTGAGCGuATMCAATTTCACAC 7/ AGGAAACA 7/ ATGACCATGATTACGCCA
+PROMOTER — — OPERATOR —5D0— ALFA PEPTIDE poli-

E L A R G S L ./100 aaY S K N#~350 aa~R I H .50 aa ~ C A A X €3 Kd, M.W.
GAGCTCGCCCGGGGATCTTTA TATTCTM}\.\AT AGAATTCAC TGCGCAGCCTGA
linker: ik FRAG B FRAG C———————}——END OF ORF~———|

Figura 9.- Estructura de la proteina de fusién de TetC. Se muestran las secuencias
de las sefales de transcripcidn, traduccidn y la unidn con el péptido alfa, asi como
las secuencias terminales del gene. La secuencia nucleotidica se obtuvd en la cepa
DH5a, con la ayuda del primer universal, que nos permite leer la regién carboxilo de
la proteina; de un oligo interno homdlogo al gene, que nos permite leer los
sefialamientos de transcripcidén y traduccién y el primer reverso que nos permite leer
la parte amino de la proteina.
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Andlisis da! problema da expracidn.

Se sabia por otros grupos: Eisel et al. {2). Fairweather et al., (67), Halpern et al.{(68),
que trabajan con e! fragmento C expicsado en £. cofi, con construcciones similares a
la nuestra, que éste tiene problemas de expresion. En algunos casos obtuvieron en
proteinas de fusion sélo el 0.1% de las proteinas totales en condiciones de induccion.
Como anteriormente se menciond (ver antecedentes) es altamente posible que el
problema radique a nive! de traduccidn, especificamente en el uso de codones, por lo
que se decidié hacer un andlisis del uso de codones que tiene este fragmento con
respecto al utilizado por E. coli Se realizé un andlisis de las frecuencias del uso de
codones, para varios genes, graficando como barras hacia abajo de (bajo uso) o hacia
arriba (alto uso) y los puntos intermedios los de frecuencia regular. Se parié de los
datos reportados por Grosjean et al., (32)(tabla 1).
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Uso de codones en genes allamente expresados y débilmente expresados en E, coli,

E! nimero total de codones usado en 23 RNAm correspondientes a proteinas abundantes en E,_coli, (columnas
de la 1 a la 4). En la Gltima columna (rep), se presentan los datos acumulados para 4 proteinas represoras
expresadas débilmente por E._coli. El simbolo pol corresponde a RNA polimerasas, incluye el gene completo de
oD, rpoB, parte del gene rpoC y oA. El simbolo r-pro, corresponde a proteinas ribosomales, incluye los
genes completos para proteinas como S12, L11, L1, L10y L7/12, también como porciones de los genes de
proteinas como: S4, 57, S11, S13, L14 y L16. El simbolo fac perienece a factores como tufA, factor EF-G, IF3,
también incluye al gene de RecA. El simbolo o-mbr corresponden a proteinas de membrana exlerna, incluye
lipoproteinas, proteina lamB, proteina ompaA |l. Eil simbolo rep corresponde a proteinas de represores como: el
gene Lacl, el gene trpR, el gene araC y el represor codificado por Tn3. Los valores indican la frecuencia de
ocurrencia de cada codén para los diferentes grupos de RNAm. Los valores en letra gruesa indican la
preferencia del codén. Las flechas indican el codén modulador correspondiendo a ( interacciones débiles) o
tRNAs menores.
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Se realizé una comparacion de las grdficas obtenidas para proteinas de alla expresion,
una de baja expresién y del fragmento C, (figura 10). Se observéd que este Ultimo
contiene un gran nimero de codones de bajo uso, o cual, aunado a la abundancia de
estos en ciertas regiones, se espera que abata atn mads la traduccion de la proteina,
(29). Se ha reportado que cuando se cambian algunos de estos codones de bajo uso
muy cercanos por codones de alto uso para £. coli se puede mejorar la expresién de
la proteina como en el caso de B galactosidasa o la enzima Cloranfenicol Acetil
Transferasa (37, 41).

Gene cle lo RNApclimsross “rpa D7 (olto exprosion)

g B ] B s O

Gere de represor de archinoza "ara C° (oajo expresion

L Mt ARV T U I
1 Illl‘lw“”ll’“” nl lilrllll}ll lll ’NI”UI II l”l 1

Gene cel fragrento £ de o towino tetdnica.

Frogmento B Fragme nio C
IIH l’ |||||H|l| Ay iy N l! i IIIHII‘I 1 I'I‘Hil!l L It
nW?mwwnm&mem;muwwm{mwﬂmmuwwmeywnﬁwwwmnumml4W

Figura 10. Gréfica del uso de codones de diferentes genes de proteinas expresadas en E. coli, Proteina
de alia expresién como la (rpoD). Proleina de baja expresién como araC, que es un inhibidor de la
sintesis del operdn de los amino acidos aromaticos. El fragmento C de la Toxina tetdnica. Se puede
observar la abundancia de codones poco usuales en este ultimo gene.
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Disafo ds mutegsinasis.

Se decidié disefar una serie de oligonucledtidos que hibridizaran en aquellas regiones
problema v a través de 2 a 4 mutaciones por cligo cambiaran estos codones poco
frecuentes por codones de alto uso para E. cofi, sin alterar la estructura primaria de
la proteina. Se seleccionaron tres regiones que de acuerdo a la informacién
bibliogrdfica se pensaria son las mds criticas para el gene Varenne et al. (38) y Makoft
et al. (69), (figura 11).

Gene de Toxino tTetdnica

Frogmento B Fragmento C

i

—
g0 1 - 2

—

Soc I

200
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(o]
o
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Los barras indican lo expresidn de codones (hacia
arriba) eficiente y (hacia aba jo) deficiente

para E. coli

il
E] Regiones a mutagenizar con oligonuctedtidos sintéticos

Sitio de restriccidn creado por nutagénesis

Figura 11. Disefio de la mutagénesis en el fragmento C de la Toxina tetanica. Se realizd con la ayuda
de programas en lenguaje Basic en una computadora PC, que nos permitié obtener los datos de las
frecuencias del uso de codones de forma que mediante el programa Autocad se pudieran graficar.

El oligo uno (1) de 28 nucléotidos contiene dos mutaciones para cambiar el codon CTA
por el de CTC que codifica para leucina y el codon GAA por el de GAG que codifica
para glutamico; ademads, con estas mutaciones se cred un sitio de restriccion para la
endonucleasa Sacl que, junto con otro que se encuentra en el multisitio de clonacion,
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nos permitid eliminar la mayor parte del fragmento B que se habia traido desde el
aislamiento inicial a partir de DNA total de Clostridium tetani (66). El oligonucledtido (2)
de 33 pb contiene dos mutacicnes disefiadas para suslituir el codon ATA por el de
ATC que codifican para isoleucina y el codon CTA por el de CTC que codifica para
leucina. El oligonucleétido (3) de 36pb contiene 5 mutaciones y cambia AGG por CGT
y AGA por CGT que codifican para glutdmico y ATA por ATC que codifica para
isoleucina.

Clonacién en ¢l vasior pBSKM13-,

Se decidié clonar el fragmento C en un vector que nos permitiera obtener el DNA en
forma de cadena sencilla para realizar la mutagénesis y a su vez nos permitiera probar
la expresidn de las proteinas mutantes, (70). Se decidi6 utilizar el vector tipo "pBSM13-
* el cual contiene el origen de replicacion del fago M13, el gene de fa 3Lactamasa que
da resislencia a ampicilina, el multisitio de clonacién de mp18 y el operén de Lac. Para
esta efecto se sustituyo el fragmento pequeno, producto de la digestién con Pvull del
vector pBSM13-, por el segmento equivalente, que contiene el fragmento TetC,
proveniente del vector m13mp19 (figura 12). La generacion de la cadena sencilla de
este vector se realizé siguiendo el protocolo reportado por la casa distribuidora.

Pwull
MET
Hinglll
Pl
Sal/AcclMHincll
SmalXmal
SsilfSact
SmalXmal
coR|
s(1/Sact
Pwult

S5
EcoRt

T — L R N
mpi19 + TetC

SmalXmal
$siliSacl
SmalXmal
coRl
]

vull

A e I L [
pBSM13 3% Tet C

P

Figura 12.- Construccién obtenida en el f4smido pBSM13™. La regién que contenia el
fragmento C fue obtenida por Ja digestién con la enzima de restriccién Pvull del fago
m13mp18 y se sustituyo por 1a regién que se ganera con la misma enzima en este fAsmido.
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Qensrecidn do mutecionss silancioses Que majoren &) ugo ds codonss.

La mutagénesis con los oligos (2) y (3) se obtuvd utilizando el equipo de reactivos de
*Mutagenesis Sitio Dirigida por Oligonucledtidos® de la casa Amersham, que se basa
en el método de mutagénasis reportado por Eckstein, (G8) (figura 13) y sobre este
templado mutante se realizé la mutagénesis con el oligo (1) en el cual se utilizd la
técnica de mutacién por polimerasa T7 (47).

~— 28 mero
" — 33 mero
Annealing 36 mero
70°C 3 minutos .
37°C 30minules Oligonuciedtidos
mutontes
ngm?ss_encili\{
pBS tetC "
O
Extensidn+ ligocion
l ton dCTP'S *3S
Q duronte 15hrs 016°C
Corleenlo hebro ce
DNA sitvestre
queri{ Io hebra cortada
3—5 con Exoll
Repolimerizor
et .
y ligor tomando
como templado lo
hebra mutada
Tronsformar

Figura 13.- Mutagénesis sitio dirigida por oligonucledlidos. La generacién del DNA de cadena sencilla
del fdsmido pBSM13TetC se obtuvé de acuerdo a las indicaciones de fa casa distribuidora.
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La seleccion de mutantes se hizo por hibridizacidon en colonia de acuerdo a lo
reportado por Smith et al., (46) y Berent et al., (71) con el uso de los mismos oligos
mutantes pero en version corta. Es decir, para el oligo (1) se utilizd un 20mero, para
los oligos (2) y (3) 22meros. Se obtuvieron una serie de construcciones, las cuales
contenian el fragmento C con las diversas mutaciones generadas: La que contenia las
mutaciones producidas por los oligonucledtidos {2 y 3), denominada "MutC", y la que
presenté las mutaciones de los oligos (1, 2 y 3), que ya no contenia la mayoria del
fragmento B, denominada "MutC-B". Se caracterizaron estas construcciones a nivel de
secuencia nucleotidica y patrén de restriccion. Se valoré su expresion en las
condiciones antes mencionadas. No se observé la aparicion de ninguna banda del peso
molecular esperado.

Obtencién ds! fragmanto © complzto.

El aislamiento inicial del gene del fragmento C a partir de C. tetaniresulté en un gene
incompleto, faltdndole la region carboxilo terminal. Se sabe, que para algunas
proteinas, puede representar un problema en la sintesis la falta de determinados
fragmentos. Por lo anterior decidimos completar el gene del fragmento C al cual le
faltaban 280pb de esta region. Esto se hizo por la técnica de reaccién de
polimerizacién en cadena (PCR) en la que se emplearon dos oligonucledtidos: uno
de ellos era el oligonucledtido (3} que es interno y extiende hacia ia parte carboxilo
y el otro es un oligo que contiene secuencias homoélogas a las sefiales de terminacion
de! gene y secuencias que crean dos sitios de restriccién uno para la enzima BamH!
y el otro para la enzima EcoRl; ademds, este oligo incluye bases adicionales que no
hibridizan con la regidn del gene a amplificar, cuyo objetivo es el de eliminar la posible
amplificacidon de la cadena que no incorpore las secuencias de los sitios de restriccién
disenados, (72) (figura 14). EL sustrato para la obiencién de! segmento carboxilo
terminal fue el plasmido pBR327-TetC, obtenido por Joel Osuna, (66). El producto de
PCR generado es de 480 pb y contiene dos sitios EcoRl, uno interno al gene y otro
aportado por el oligo adicional, los cuales fuerén utilizados para la clonacion del
segmento.
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Figura 14.- Obtencién de la regién carboxilo faitante del fragmento C por medio de la técnica de
PCR. Se tomé como templado el pBR327TeTC , con el oligo 3 y un oligo con las secuencia
terminal del gene se pudd amplificar esta zona. Por medio de una digestién con EcoRl de un sitio
interno y uno creado por la secuencia del oligo adicional se cloné en las diferentes construcciones

en el sitio de EcoRl (ver figura 12).
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A las construcciones TetC, MutC y MutC-B se les adicioné este fragmento
denomindndolas, respectivamente: *TetCio.,”, *MutCcoon” y "MutC-Beyoy'- Se
caracterizaron y valoré su expresion. Dado que otros grupos reportaron la produccion
del fragmento C en forma insoluble (73), decidimos valorar por separado las proteinas
que se recuperan en el precipitado y las que se quedan en el sobrenadante. Se
observa que las proleinas generadas de nuestras construcciones, por el fragmento C,
se recuperan en forma insoluble, (figura 15).

Figura 15 . Electroforesis de un gel de SDS poliacrilamida al 7.6%, tefido con azul de
Coomasie. Se aplicaron 200ug de proteina obtenida en condicicnes de induccidn
cuantificada por el método de Lowry a cada carril. Proteinas recuperadas en la fase
precipitada, 1-4. 1) MutCgopp: 2) MutC-Begoui 3) TetC coons 4)pBSM13 ™
Proteinas del sobrenadante, 5-8. 5)MutCeoon; 6) MUtC-Beoow : 7) TetGoon

8) pPBSM13™. Se marcan los pesos moleculares de las proteinas. Las bandas
inferiores son productos de protediisis.
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Adicionalmente a la construccién TetC,,, se le elimind la regidn del fragmento B por
la creacién del sitio Sacl, utitizando el oligo (1), por medio de ia técnica de PCR,
(como antes se menciono), se le denomind "Tet C-Byy". Se caracterizaron estas
construcciones a nivel de secuencia y patrén de restriccién en la cepa DH5«, (figura

16). s .
“\\\\\\\\W Tet C
SES NN MutC
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Figura 16. Serie de construcciones obtenidas de diferentes manipulaciones realizadas en sl fragmento C.
B3 Fragmento B

AN Fragmento C
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Para valorar su expresién se transformo a la cepa JM101 por las razones antes
mencionadas, tanto en condiciones de induccion como sin induccién, (figura 17).
Existe cierta dificultad para la valoraciéon cuantitativa de la expresién de dichas
construcciones, debido a la alta concentracién de proleinas que se tienen que cargar
al gel, la capacidad de resolucién de este sistema y la baja expresion de fa proteina
del fragmento C, hasta ahora solo han podido ser valoradas cualitativamente por medio
de una deteccion inmunoldgica.

80Kd

67Kd g~
~

43Kd

S0Kd

Figura 17, Electroforesis de un gel SDS poliacrilamida al 7.5% con las proteinas obtenidas en la fase precipitada en
condiciones de induccién en la cepa JM101. Se aplicaron 200ug de proteina a cada carril cuantificada por el método
de Lowry. Tehido con azul de Coomasie. 1)Marcadores de peso molecular; 2)pBSM13 ; 3) TetC, 63Kd; 4) MutC,
?g;(%xfgig'eetc-& 40Kd; 8) TetG. 5oy 72Kd; 7) MulG; o 72Kd: B) TetC-B. 5y 55Kd; 9) MulC-QZOOHSSKd;

No se cbserva la aparicion de ninguna banda del peso molecular esperado en los carriles 3-5. Sin embargo, se
observa la aparicién de bandas de los pesos moleculares esperados en los carriles de las construcciones que llevan
la regidn carboxilo del fragmento C, como las sefaladas por las flechas. También se observan prominentes bandas
de menor peso molecular, principalmente en los carriles: B8) y 9), se considera que son produclos de degradacidn
de la misma proteina.
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Detescidn ymunsiéyise.

Inicialmente se intento valorar la produccién de fragmentos de TetC por el método de
ELISA, (63) utilizando un anticuerpo monoclonal tipo 1gG comercial de la casa
“Boehringer”, evocado contra el fragmento C. Sin embargo, al no contar con un control
positivo adecuado como estandar, no se podia hacer una apreciacion cuantitativa de
la proteina generada. Posteriormente, se decidid utilizar este mismo anticuerpo para
deteccién en inmunoblot, se encontro que el antigeno adherido a fase sdlida no es
reconocido por el anticuerpo. Por lo tanto se decididé inmunizar un conejo con toxoide
tetdnico comercial para generar anticuerpos policlonales que nos permitieran detectar
el fragmento C. Las proteinas generadas de las construcciones antes mencionadas
fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa por medio de una
electrotransferencia. Se realizé una hibridizacion tipo "Western" de acuerdo al método
de Towbin {64), con anticuerpos policlonales de conejo. Estos anticuerpos fueron
preabsorbidos con extractos de E. coli por diferentes métodos, (ver seccién de
Métodos). El segundo anticuerpo perienece al equipo de reactivos de inmunodeteccion
acoplado a fosfatasa alcalina de la casa "Promega”. Se detectan bandas que
pertenecen al peso molecular esperado y también se observan productos de
degradacion en algunas construcciones, (figura 18a y 18b).

Electo en la exmrasidn ds las difzrsntss manizilacionss an ¢! fragmsnte C.

Se observa que la presencia de mutaciones o la ausencia de la mayorfa de la
secuencia del fragmento B en el fragmento C, no altera significativamente el nive! de
expresion. Cuando es adicionada la parte carboxilo a estas variantes de la proteina se
puede apreciar un aumento en la expresion. Esto se puede deber a que la presencia
de secuencias terminales las hacen menos susceptibles de ser degradadas
proteoliticamente, (74, 75) aunque ahora, por ¢! aumento en la expresién, se hagan
mas visibles los péptidos de degradacién. También se observé que la presencia de
secuencias del fragmento B propicia que la proteina sea generada en forma insoluble.
Este efecto también se ha observado en construcciones similares reportadas por el
grupo de Fairweather et al: (73). Se considera que el fragmento C se estructura como
un sdlo dominio de acuerdo a lo reportado por Eisel et al. (2) y Makoff et al., (76). Al
traer una region adicional (secuencias del fragmento B) a este dominio, en la pare
amino terminal puede propiciarse que no se establezcan 'as interacciones adecuadas
en el plegamiento de la proteina, repercutiendo en una proteina insoluble. El efecto de
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las mutaciones se ve reflejado en la construccién "MutC-B.,,." donde, en comparacion
a la construccion *TetC-B..,,", esta Ultima presenta mas péptidos de degradacion.
Esto puede ser indicacién de que, en efecto nuestra hipdtesis funciona y que los
oligonucledtidos mutantes, principalmente (2 y 3), cambian algunos de los codones que
se encuentran en regiones criticas dentro del fragmento C, (69) que pueden alectar
la traduccién del gene por encontrarse una alta frecuencia de codones poco usuales
muy cercanos.

Pruabags bio¥spioas dat fragmento & modificado,

L.as pruebas de antigenicidad y proteccién contra la toxina teténica del fragmento C
modificado y del fragmento silvestre se estan realizando en el Instituto Nacional de
Higiene. Con el objeto de obtener suficiente muestra bioldgica, para la realizacién de
las pruebas antes mencionadas, se decidié hacer un cultivo de 10 I. Se obtuvieron
2gr/iitro (20 gr de pastilla celular). Se cuantificd la proteina por el método de Lowry y
se obtuvd a una concentracién de 5mg/ml.
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Figura 18b . Hibridizacién tipo "Westemn" con anticuerpos policlonales de conejo. Se
agregarén 200 ug de proteina recuperadas en la fase precipitada a cada carril. La
inmunoelectrotransferencia se llevé a cabé como se menciond en la seccién de
métodos. Como control negativo se muestra el vector sin el fragmento C, carril 9). El
control positivo es el toxoide.

1) Toxoide; 2) MutC-Beooy: 3) TetC-B o4 4) MutCeoorj S) TetG oy 6)TetC-B ; 7) MutGC;
8) TelC; 8) pBSM13™. Se puede observar que en el carril 2) el cual contiene todas las
serie de manipulaciones efectuadas al fragmento C presenta una mejor expresion en
comparacion a las demds construcciones y se producen menos péptidos de
degradacion en comparacion al carril 3) que es la construccion sin las mutaciones del
oligo 2y 3. En los carriles 4) y 5) sa ven los mismos péptidos generados sin ninguna
alteracién en su expresion. En el carril 6) la banda prominente pertenece a péptidos de
degradacion. En los carriles 7) y 8) Se genera una sefial muy débil en la region
perteneciente a las proteinas. Las bandas obtenidas pertenecen al peso molacular
esperado.

La banda prominente que se observa en todos los carriles pertenece a una reaccidn inespecifica de
los anticuerpos con algun reactivo de la electroforesis. Para este caso el suero de consjo fue
preabsorbido con extracto de E.colf por el método de precipitacién del complejo antigeno anticuerpo.
Posteriormente pasado por una columna de sepharosa 4B con extracto de £. coli pegado siguiendo las
instrucciones de Maniatis et al.
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Figura 18a. Hibridizacion tipo "Westem” con anticuerpos policlonales de conejo. Se
desarroll6 la inmunoelectrotransferencia como se indicé en la seccién de métodos. Se
agregd como control positivo el toxoide tetdnico carril 1). Ei control negativo es el vector
sin el fragmento C, carril 8). Se aplicarén 200ug de proteina obtenida en la fase
precipitada, se cuantificd por el método de Lowry. 1) Toxoide; 2) MutC- BCOOH, 3) TetC-B.ypy
4) MUtC ., 5) TetC. o, ; 6)TEIC-B ; 7) MutC; 8) TetC; 9) pBSM13™. Se puede

observar que en elca qkb) el cual contlene todas las serie de manipulaciones
efectuadas al fragmento C presenta una mejor expresién en comparacioén a las demas
construcciones y se producen menos péptidos de degradacion en comparacion al carril
3) que es la construccién sin las mutaciones del oligo 2 y 3. En los carriles 4) y 5) se
ven los mismos péptidos generados sin ninguna alteracién en su expresién. En el carril
6) la banda prominente pertenece a péptidos de degradacién. En los carriles 7) y 8) Se
genera una sefial muy débil en la regién perteneciente a las proteinas. Las bandas
sefialadas pertsnecen a los pesos moleculares esperados para las proteinas generadas
por el fragmento C.

La banda prominente que se observa en todos los carriles pertenece a una reaccién inespecifica de
los anticuerpos con algun reactivo de la electroforesis. Para este caso el suero {ue preabsorbido con
extraclo de E. cof por el método de precipitacidn del complejo antigeno anticuerpo.
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Construccidn da HiutG-Bsooh bsjo & promoter Tas.

El nivel de expresién es ain bajo y se pens® que se podria mejorar si el fragmento
C modificado, se clonaba bajo un promotor mas fuerte con los sefialamientos
adecuados de transcripcion de tal forma que se expresara como una protefna dnica.
Se decidio clonar el gene MutC-B.,, bajo un promotor més fuerte que Lac con el
sitio de unidn a ribosoma apropiado y un coddn de inicio. Esta construccion se realizd
utilizando la técnica de PCR. Se disefiaron oligos que tuvieran la secuencia del
promotor Tac seguido de una secuencia de sitio de unidén a ribosoma con las bases
y distancias recomendadas por la literatura y e! coddn de inicio de traduccicn del gene,
(figura 19). Esta construccién se le llamé pKMutC-B.oos Ya que es un derivado del
pldsmido pKK223-3. Se transformé en la cepa JM101, se caracterizé la construccion,
y se monitoreo la produccion de esta proteina en condiciones de induccion y sin
induccidn {como se menciond antes). La proteina esperada es de 50 Kd. Se observa
la agparicién de una banda pereneciente al peso molecular esperado, que en
comparacion a las muestras del mismo fragmento pero bajo el promotor de Lac no se
aprecia ninguna, (figura 20). Posteriormente se realizé su deteccidn inmunolégica (se
utilizarén las mismas condiciones antes mencionadas) y se observé que la banda
generada por esta construccidon pertenece al fragmento C. Se podria decir que
cualitativamente se mejoré la expresion del fragmento MutC-Bcooh bajo el promotor
Tac en comparacién a !a expresién obtenida de este bajo el promotor de Lac. Esto
puede deberse a que Tac es un promolor mas fuerte y aunado a los sefialamientos
adecuados de traduccion y que el fragmento C se expresa como un sdlo dominio,
favorece su expresidn. Esta (ltima estrategia habia sido planeada desde un inicio del
proyecto sin embargo, el desarrollaria implicaba una serie de técnicas que no se tenian
completamente implementadas. Ahora con la ayuda de la técnica de PCR fue mucho
mds accesible llevarla a cabo.
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Figura 19. Obtencion de la construccion del fragmento MutC-B c ajo el promotor Tac, sitio de
unién a ribosoma éptimo y coddn de inicio. 1) Obtencién de cada ?r%gmento por medio de PCR. En
el caso del fragmento C se utilizé el oligonucleétido primer reverso para extender hacia la regién
amino de este y un oligo que trae bases homélogas a la regién amino del fragmento C y las lineas
punteadas indican secuencias de! coddn AUG y del sitio de unién al ribosoma que se disefio. En el
caso de pKK223-3 se utilizd un oligo que trae bases homologas al promotor Tac y la linea gruesa
indica secuencias no homdélogas al plasmido que nos permitiran amplificar sélo las hebras que lleven
esta secuencia en los pasos posteriores de amplificacion. El otro oligo trae secuencias homédlogas al
sitio de unién a ribosoma y la linea punteada indica los nucleétidos que se le modificaron a esta
regién, el codén de inicio y secuencias homdlogas al fragmento C. 2) Se puriticaron ambas bandas
obtenidas por PCR y se obtuvé otra amplificacién utilizando estas como templado para asi obtener la
construccion deseada. 3) para amplificarla se utilizaron el oligo reverso y el oligo tapdn. 4) Obtenida
la banda esperada de 1500pb se digirié con la enzima BamHI que flanquea los extremos de esta y
se substituyo por una region similar del plasmido pKK223-3 ya que este tiene secuencias de
terminadores de transcripcién fuertes.
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Figura 20. Electroforesis en un gel de SDS poliacrilamida al 7.5% tedido con azui de
Coomasie de las proteinas totales obtenidas en la cepa JM101. Se aplicarén 100ug de
muestra a cada carril.

1) Marcadores de peso molecular; 2) pKK322-3; 3) pKMutC-B;qny . sininduccidn;

4) pKMUtC-B,5 5y, con induccién; 5) pBSM13™ con induccion; 6) MutC-Bsqqyy, Sin
induccion; 7) MULC-Bogoy. €on induccion; 8) MutC-B. ., . obtenido en la fase
precipitada; 9) Toxoide.

La flecha de la izquierda muestra la banda perteneciente al fragmento C bajo el
promotor Tac. La flecha de la derecha indica la banda perteneciente al

fragmento C modificado. Obtenido por cultivo de 10 L en {a fase precipitada.
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Se construyd una tabla comparativa en la cual se podria ver el efecto en la expresion
con las diferentes manipulaciones realizadas a! fragmento C (Tabla 2).

Tabla 2.

Tabla comparativa del efecto de diferentes manipulaciones en el Gene del
Fragmento C a nivel de expresién.

b c
Nombre de Resto del 2 Carboxilo del Mutaciones Nivel de @
la constru- Fragmento B Fragmento C Expresidn.
ccién.
TetC + - - Baja
Tet C-B - - - Baja
Tet C-B coon - + - Mejor
Tet C coon + + - Mejor?
Mut C + - + Baja
Mut C-B o - + + Mejor
.1
Mut ooy + + + Mejor
PKMUIC-By - + + **Mejor

+ Contiene el resto del fragmento B.
- Deletado el resto del fragmento B.

a

p T Clonado el carboxilo del fragmento C.
— No clenado el carboxilo del Fragmento C.

¢ + Codones mutados.
- Codones silvestres.

La expresion fue monitoreada en la cepa JM101 en condiciones de induccién
como se menciona en (Métodos). El nivel de expresion es evaluado de
acuerdo a la sefial obtenida en los "Westerns®. Se denomina como Baja a una
sefal poco visible y su reproducibilidad variable; Mejor a la sefial facilmente
visible y frecuentemente reproducible; y *Mejor a la sefial notoriamente visible
y constantemente reproducible. **Mejor a la sefial notoriamente visible tanto
en gel teiido con azul de Coomasie como en la inmunodeteccion.

1 Presentan el mismo nivel de expresion
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E! uso de codones es un parametro fundamental a contemplar cuando se espera la
expresion de proteinas heterdlogas en hospedercs como E. coli (A0, 77) y en el caso
del fragmento C se observé que este era una de las principales causas. Sin embargo,
aun cambiando los codones de las regiones criticas seleccionadas por nosotres y por
otros grupos (69, 768) no hubo el aumento de expresién esperado, y se observd por
estos grupos que es necesario un cambio de codones de hasta el 90% para lograr una
expresion del 13% de proteina total. La presencia de secuencias del framenio B
propicia un mal plegamiento de la proteina modificada formandola insoluble. La
obtencién de estas proteinas en forma insoluble, no es un problema para los fines del
proyecto.

Se observé una mejora en la expresion al adicionar la parte carboxilo a las variantes
del fragmento C. Se podria pensar en un efecio de cooperatividad de la serie de
manipulaciones realizadas a este fragmento como se observa en la construccion MutC-
Beoon €N comparacion a TetC y el aumentc en la expresién cuando el fragmento C
modificado es puesto bajo un promotor fuerte con los sefalamiento adecuados de
traduccion. Nuestros resultades, comparados con los de otros grupos de investigacion,
demuestran algunas de las variables importantes que hay que tener en cuenta en un
proyecto de sobreexpresion de proteinas heterdlogos. Ademéas de atacar el problema
desde el angulo de la eficiencia de transcripcion, variables como la eficiencia en el uso
de codones y la integridad estructural (expresidn de dominios completos) juegan un
papel central en la expresion del fragmento C de la toxina teténica.

Se han reportado una serie de manipulaciones en el fragmento C para tratar de
mejorar su expresion en E. coli. Sin embargo se ha visto que la mejor allernativa es
expresarlo en otro microorganismo. Finalmente la mejor expresién de este fragmento
ha sido lograda en un sistema de levadura, en particular en Pichia pastoris (78),
después de haber intentado muy diversos sistemas y construcciones(68, 69, 76, 79,
80, 81, 82). Eso demuestra la necesidad de un enfoque multidisciplinario y de un
cumulo considerable de recursos para generar tecnologia competitiva en el drea de las
vacunas.
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