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RESUMEN

En este trabajo, utilizando icas de I ierfa genética, se realiz6 un estudio topol6gico

de 1 a protefna OmpC de Salmonella typhi (una de las principales porinas de la membrana
dndose la exposicién en la superficie celular de la regién variable f de esta

externa), d

protefna.

Este estudio se efectué por medio de 1a insercién de un epftope rcpon:m en dos de las
regiones variables (e y f) de Ia protefna OmpC, lIas cuales se ha propuest$ que estin expuestas
en la superficie celular de S. fyphi, segin el modelo de estr ién y pl i de esta

protefna en la membrana externa desarrotlado por Puente er al.( datos no publicados).

. Un epftope de la p VP4 de Ia cépsula de rolavirus constituy6 el epftope reportero,
cuya i leotfdica correspondi a los cod 293 al 313, fue insertada por medio
de mutagénesis sitio dirigida, entre los codones 208 y 209 y entre ¢l 252 y 253 del gene ompC

de S. ryphi, los cuales estdn comprendidos dentro de las regiones variables e y f, respectivamente.

Se verificaron las inserciones del epftope de rotavirus en las regiones variables f y e,
demostrandose que ésta ltima fue inestable, 1a cual climiné gran parte de la regién 5'del gene
ompC.,

En el perfil el forético de las p presadas por los genes hbridos, la protefna
hfbrida OmpC-252-Rota que contiene la insercién en Ia regi6n variable f, se abservé con una
migracién correspondiente a un mayor peso molecular cn paracién con la p OmpC
nativa, Esto coincidio con ¢l tamaiio esperado para una protefna hfbrida.

El epftope de irus en Ia p OmpC-252-Rota, fué detectado por medio del

T tonal YO-2C2 en preparaci de protefnas de t externa y en células
completas en ELISA, y por medio de microscopfa electrénica, por lo que concluimos que la
regi6n de la p dora del epitope de irus, estd exp en la superficie celular
y tolera modificaciones sin afectar la viabilidad de la c€lula. Esto sugiere que Ia estrategfa

utilizada puede ser de utilidad parala izacién topolégica de esta p Por otra parte,
_ésto se traduce cn la posibilidad de utilizar las reg P como acarread de epftop
heterélogos en el disefio de vacunas recombinantes,
Utilizando técnicas de "PCR" (amplificacién en cadena de Ia polimerasa), mmbxén se

iz6 la i leotfdica de las regi6nes variables e y f de algunas especies de
Salmonella, observdndose una variabilided del 14% en la primera regién y 8% en la segunda,




entre 1as cepas estudiadas. Los cambios observados a nivel de aminodcid di

g, a
aminodcidos promotores de giros o no bloqueadores de éstos, por lo que se piensa que las vueltas
predichas para cstas regi en la superficie celular s¢ mantienen, permitiendo que las
cadenas B de l1a protena inviertan su direccién para la b externa.




INTRODUCCION

En la actualidad, las nuevas dologfas d Hladas por disciplinas como la Biologf:

molecular, han permitido abordar el estudio de las enfermedades infecciosas como ¢l de 1a fiebre
tifoidea con un enfoque diferente y generar tanto imi de los f biol6gi
bésicos, como aquétios que permitan d Mlar nucvas ias para ¢l disefio de métodos de
diagnéstico, mis especificos y répidos, y el de vacunas més eficaces, entre otros.

La fiebre tifoidea rcpresenta un problema de salud en México y a nivel mundial.

Anuaimente afecta a mds de 12 millones de personas (excluyendo China) (Edel y Levine,
1986). El agente etiolégico de esta enf; dad es Sal; lla typhi, b ia G gati
que entra al organi por via i inal al ingerir ali o agua inados con

heces de humano. En ¢l intestino, las bacterias penetran las células del epitelio, alcanzan la
1émina propia e invaden las placas de Peyer, llegan al sistema retfculo endotelial y se multiplican
dentro de los macréfagos, invadiendo los nédulos linféticos del mesenterio, el bazo y el higado

Anciendo final h

yp f una ia (Calva et al., 1988; Finlay y Falkow, 1989).
Los i impli en la adk ia de Sall lia a las células cpiteliales del
intestino, asf como la virul Ia resi: ia a la fagocitosis por 6fagos y Ia multipli

dentro de éstos, son di idos. En S. typhimurium, los d i éti de la

virulencia requeridos para producir infeccién, adhesién e invasién celular, estfin presentes en
plésmidos grandes (Gulig y Curtis, 1987). En S, syphi, la mayorfa de sus cepas carecen de
pldsmidos y cuando estfin p confieren resi in a antibi6ticos (Calva et al., 1988). La
identificacién y caracterizacién de genes implicados en la supervi ia y licacién de

Salmonella, representan un frea de investigacién futura con implicaciones en el disefio de
vacunas (Pang et al., 1992). Sin embargo, Ia carencia de un modelo animal para el estudio de la
fiebre tifoidea, debido a 1a especificidad de S. fyphi por sz huésped, ha ocasionado poco avance

enel imi de los \t de la virulencia y patogenia. No ot es posible et
estudio de estos f gracias a un modelo an4l D do por la sal losis murina,
ocasionada por S. typhimurium, Reci en dios de mi pfa clectrénica con tejidos
infectados de S. typhimurium in vivo, ha sido evidenciada la destruccién de esta bacteria dentro
de los 6fagos y células polimorfonucl locando ¢l sitio principal de proliferacién
bacteriana en regiones extracelulares de los tejidos infectados del huésped y apoyando la
observaci6n de una correlacién dirccta entre la resistencia a la fagocitosis y 1a virulencia (Hsu,
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1989). Sin embargo, en la fiebre tifoidea en h se sigue id doa §. ryphi como un

parfsito intracelular, ya que no se cuenta con cvidencias que indiquen lo contrario.

S. typhi es un bacilo mévil gram-negativo, pertencciente a la familia Enterobacteriaceae.

Sc diferencia de otras especies de Sall lias por sus prod de fi i6n y por tener el
serotipo 9,12,d,Vi, definido por las unidades repetidas (9,12) del antfgeno O, localizado en el
lipopolisacrido (LPS) de !a membrana externa (ME); el antigeno H (d) constituido por la
protefna flagelar (flagelina), y el polisacdrido capsular K (Vi). El antfgeno O tiene un
papel importante como factor de virulencia de Salmonella, ya que se ha observado que cepas que

carecen de este antfgeno son menos virulentas que Ias que lo presentan (Germanier, 1984).

Cal, m

Las bacterias gr gativas como

presentan una ME constituida por una
bicapa lipfdica asimétrica, la cual iene dos principales localizados en la

superficic externa de la bicapa y son: el LPS y un grupo de protefnas caracterfstico de la ME,
1as protefnas de membrana externa (PME), dentro de las que se encuentran las porinas, las cuales
forman poros no especificos o canales que permiten el paso de pequeiias moléculas hidrofflicas
a través de la ME (Nikaido y Vaara, 1985). Varios de los p de Ia ME, localizados en
1a superficie de la misma, constituyen antfgenos de superficie. El estudio de la estructura y

ensamble de estos componentes en la ME, la expresién de sus genes (en el caso de protefnas) y
1a funcién que desempeiien éstos en los procesos de inmunidad, es de gran interés pama el
desasrollo de métodos de di ico mids efici y ¢l disefio de nuevas vacunas.

Las PME de las enterobacterias tienen un papel esencial en la interaccién con otras

como anticuerpos, bacteriéfagos y células. Estudios en ratones han mostrado
que la inmunizacién con PME de S. fyphimurium y S. typhi gencran proteccién contra las
infecciones causadas por estas bacterias, (Udhayakumar y Muthukkaruppan, 1987; Isibasi, et al.,
1988). En pacientes con ficbre tifoidea se ha observado la elevacién de los titulos de anticuerpos
contra lag PME (Calder6n et al., 1986; Calva et al., 1988). Otros estudios en ratén han mestrado
que la inmunizacién con PME de Neisseria gonorrhoeae y N, ingitidis ind dad
protectora contra estas bacterias (Buchanan ef al., 1977; Wong y Frash, 1984), También se ha
reportado la inmunizacién con PME de otras bacterias como Haemophilus influenzae (Guling
etal., 1982), Shigella flexneri (Adamus et al., 1980), Pseudomonas aeruginosa (Gilleland et al.,
1984) y Chlamydia trachomatis (Caldwell y Perry, 1982). Un cstudio de "Western blot” con
suero de conejo anti PME de S, typhi, capaz de conferir paslvamenle un estado protector contra

un reto de la bacteria, mostr6 que los anti pos Ppri: las PME de entre
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37 y 45 KDa que corresponden a las porinas y a la OmpA (otra PME) (Isibasi ef al., 1988).
Entre las PME estén las porinas OmpC, OmpF, OmpD y PhoE, y la protefna modificable
por calor OmpA (Osborn y Wu, 1988). Las porinas estdn presentes en la ME en un mimero alto
de copiss, de! orden de 107 por célula. Los poros de difusién pasiva que forman, permiten el paso
siendo variable el Ifmite de exclusién del poro
entre las diferentes especies dc bacterias, hasta de un méximo de 800 daltons. Las porinas
conficren la propiedad de tamiz molecular de la ME. Se ha visto que funcionan como sitios

0}

de moléculas hidrofflicas de bajo peso

prop

receptores de fagos y bacteriocinas. Py

conservadas y la mayorfa
forman trfmeros de unidades monoméricas de entre 30 y 40 kDa de peso molecular. La secuencia
primaria de estas porinas conticne una alta densidad de resfduos dec aminodcido con carga, no
existiendo segmentos hidrofébicos lo suficientemente grandes para formar o hélices quc se
expandan en la ME. Por tal razén se picnsa que el centro t 1 estd id

exclusivamente de cadenas B. Los modelos de plegamiento, basados en diversas cstratcgias,
postulan que estas protefnas se estructuran formando hojas B anfipdticas antiparalelas, orientadas
perpendicularmente a la superficie de la ME, por lo que la atraviesan varias veces, exponiendo
ciertas regiones en la superficie celular (Kleffel, B. ef al., 1985; Paul y Rosenbusch, 1985).
Entre las porinas mds estudiadas sc encuentran las porinas de Escherichia coli,
codificadas por los genes ompF, ompC y phoE, las cuales han sido caracterizadas genética,

bioqufmica ¢ i 16gi Estas porinas forman una familia de protefnas con 60% de
similitud estricta a nivel de i leotfdica y de aminodcidos, lo que hace pensar que
comparten un ancestro comdn, Sin embargo, no hay homologfa en los p y las regi

5% 3" no codificantes entre estos genes de porinas (Mizuno, et al., 1983).
La expresién de los genes ompC y ompF de Escherichia coli csti regulada

T <k

a nivel de

por la accién de los productos del operén ompB, los

cuales rcsponden a cambios en la  osmolaridad del medio de crecimiento. El operén ompB
codifica para dos productos génicos, EnvZ y OmpR, provenientes de un solo ARNm

policistrénico (Mizuno er al., 1982). EnvZ cs una protefs dela
de la clase de histidina-cinasa. OmpR es un activad: ipcional localizado en el ci

interna

que reconoce secuencias en la regién promotora de los genes ompC y ompF (Mizuno et al.,
1983). Estudios bioqufmi y genét que EnvZ funciona monitoreando las

condici de laridad del medio y icando esta informacién al componeate efector
OmpR, ¢l cual media una respuesta adaptativa, que implica una regulacién diferencial de los
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genes ompC y OmpF (Hall y Silhavy, 1981). La expresién de OmpC sc incrementa en
condiciones de alta osmolaridad, mientras que la de OmpF dismi ional al

prop

de OmpC, diendo lo inverso con niveles de baja osmolaridad, por lo que cl

nimero de la suma de ambas porinas permanece constante (Kawajl et al., 1979). Estudios
recientes han mostrado que EnvZ actda tanto fosforilando OmpR (Aiba er al., 1989; Forst et al.,
1989) como defosforilando OmpR-P (Igo ef al., 1989). S¢ ha observado, por medio de
experimentos de huella digital del DNA in vivo, que OmpR estabiliza 1a formaci6én de un
plejo pre RNA poli (Tsung et al., 1990). Sin OmpR, 1a RNA polimerasa ¢s
incepaz de transcribir los genes ompC'y ompF debido a que las regiones -10 y -35 de €stos, son

muy diferentes de les regiones consenso utilizades por la RNA polimerasa en ausencia de
activadores (Mizuno et ol., 1983).

Hstudi que el si EnvZ/OmpR es necesario para la virulencia
de Salmonella (Dorman et al., 1989). Existen otros implicados en la lacién de la
expresi6n de los genes ompC y ompF independicntes del sistema EnvZ/OmpR; sc ha comprobado
que bajo dici dioambientales apropiadas, OmpC y OmpF pueden ser inducidas en
ausencia de OmpR (Ni Bhriain er al., 1989). Por ejemplo, se ha jo que los bios en la
topologfa del DNA afectan la osmorregulaci i en OsmZ (g que tiene un papel

importante en ¢l nivel de superenrrollamicnto del DNA) afectan la regulacién osmética de OmpC
y OmpF (Gracme-Cook et al., 1989). La DNA topoisomerasa I (Graeme-Cook, ef al., 1989) y
los productos del locus envY (Lundrigon y Earhart, 1984) controlan también los niveles de ompC
y ompF. Otros factores como la disponibitidad de oxfgeno (Ni Bhriain et al., 1989), el Factor
de I i6n del Hospedero (IHF), p implicada en una variedad de cventos de
recombinecién de sitio especifica y en Ia integracién del bacteriéfago lambda (Huang et al.,
1990), asf como ¢l AMPc (Huang et al., 1992), también influyen en la expresi6én de estos genes.

En S, typhi, a diferencia de E. coli, la cxpresion de la protefna OmpC es constitutiva,
expreséndose en niveles altos aiin cuando la bacteria crece en dict de baja ¢ laridad
Estap bién es regulada por un si dependi de OmpR, aunque éste funciona
de una manera diferente con respecto al de E. coli (Puente ef al,, 1991).

Las protefnas OmpC y OmpF de E. coli son importantes para la sobrevivencia de la
bacteria en diferentes ambientes. La protefna OmpF cs expresada en un medio de baja

osmolaridad y temperatura como al que se piensa se 1a bacteria principal cuando



1988). Ellos han observado que las p hibridas 1 son y conservan su

20t do A it e
d

gica. Otro grupo i

3 ey

en este campo cs el de J. Tommassen, quienes
han utilizado a la protefna de membrana cxterna PhoE de E. cofi K-12 como acarreadora de

determinantes antigénicos a la superficie celular (Agterberg et al., 1990). Estos autores han

observado que el sistema es muy flexible, la longitud y leza de las i i en las
regiones dc PhoE expuestas al exterior celular, pueden variar sin interferir en el proceso de
ensamble de dicha protefna en la ME.

BT -1
HKVKVLSLLVPALLVAGAANA

1 10 20 a_ o 10
A!lVHKDGNKLDLPGKVDGI.HVrsn-DGDOTVKl'I-Gr
v Y
—— e ——

50 &0 10 80
KGI‘I‘QVNHQL‘I‘E!GOHIYOIQGNSNTIVAPAGL
T

90 100 1o 110
KFPADAGEFPDYGRNYCVTYDVTEWTDVLPEFGGDTYGADNT
e v v s

120 140 150 c
uqolanuvutvuurnrrnuvnounrnnorocxnclr_v__:sc:u
r L] v N P [+
—————c—

170 180 d 190 200
THGIHLLNQNGDGYGGSLT'GCAITTSIIT
N DA n v 1 2 L] DA
——

iy

210 220 210 240
6“?!;“"57GNGDRATVVTI:GLKYDANNl-'LAAO‘IOTl
TA Y1 -~ - ET T

29 9 300 10 320
BVAILQIKEIDlINGYG_AS'-G-DQDIVIRYVDVI;AT\'YPIIKII
L M 1GR D---- E L

330 340 150
HMETYVDYRINLLOXNDPTRODAGINTODDIVALGLVYQEP
oo N

Debajo de esta se los delap OmpC de

E. coli que difieren con los de la OmpC de S. typhi, los guiones indican huecos que
se incluyeron para mejorar ¢l alincamiento entre las dos secuencias. Las cajas
contienen las siete regiones variables de a a g entre ambas bacterias. Las barras
indican las regiones de la secuencia con un alto pesfil hidrofflico

Fig. 1 S ia de ami idos de la p OmpC de S. &yphi




se en ¢l medio i al huésped, donde 1a toma de nutrimentos escasos se

cree es fi ida por el di i més grande (1.2 nm) que forma esta porina en
comparacién con ¢l de la OmpC. En cambio, la cxpresién de OmpC es dada por una alta
laridad y temp dict que sc p en el interior del hospedero, en donde

cl tamafio de poro menor (1.1 nm) pudiera permitir a Ia bacteria sobrevivir en un medio lleno
de potentes detergentes como las sales biliares, al impedir el paso de dichos compuestos a través
de los poros (Nikaido y Vaara, 1985).

En cste Iaboratorio, el gene ompC que codifica para la proteina OmpC de §. syphi se ha
aislado y caracterizado (Pucnte et al., 1987; Puente et al., 1989). La protefna OmpC es una de
las protefnas m4s abundantes de la membrana extema; el monémero de esta protefna tiene un
peso molecular de 38,306 en E. coli (Mizuno ez al., 1983) y de 39,215 en S. typhi (Puentc et
al., 1989), el cual forma trfmeros que funcionan como poros transmembranales a través de los
cuales pueden pasar solutos pequeiios (Nakae, 1986).

Bl andlisis parativo de la ia de aminodcidos de las p OmpC de S.
typhi y E. coll muestra que existe una similitud del 77% a nivel nucleot{dico y del 79% a pivel
de aminofcidos entre ambas. De este andlisis se han identificado siete regiones variables:
abcdef y g (Fig. 1) de las cuales, segin el perffl hidropitico, las regiones 8, b, c, e y g
corresponden a trechos hidrofflicos (Puente et af,, 1989), que probablemente se proyectan hacia
el exterior de 1a membrana externa, lejos de la regién transmembranal hidrofébica.

Con la finalidad de contribuir al estudio de la topologfa de estas protefnas en la
membrana extemna, y verificar la exposicién en la superficic celular de las regiones que los

delos de estr i6n han predicho para cstas se han realizad bajos de
ingenierfa genética, Estos trabajos han permitido insertar i igénicos heterélog
en las regi predichas como exp y probar su exposicién en la superficie celular por
medio de anticusrpos dirigidos contra los epftopes heterdl i dos. Esto ha permitido
también evaluar €] use de dichas regt coms doras y p doras de d

igéni de di g infecci en la superficic bacteriana, gencrandose asf la
posibilidad de usar p ial estas regi enla i6n de bi enun
futuro préximo. Dentro de los trabajos en este campo se encucntran los realizados por el gtupo
de M. Hofi '\ han empleado una variedad de péptidos de di
antigénicas, las cuales han insertado cn 1a protefna LamB de E. coli para ser acarreadas hasta la
superficie celular bacteriana y de esta quedar exp al si inmune (Charbit et al
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OBJETIVO
Dada la importancia de las proteinas de ME de S. typhi como inmunégenos en la
infeccitn ionada al hombre por este organi y debido al pape! que desempeiian las
porinas OmpF y OmpC en la sobrevivencia de la bacteria, tanto en ¢l medio ambiente como en
el interior del huésped, se planteé el siguiente objetivo: contribuir a la generacién de
sobre la topologfa de la protefna de ME OmpC de S. typhi. Esto se planeé mediante
lai i6n del deter igénico de Ia p VP4 de la cdpsula de rotavirus, en dos de
las regiones variables (e y f) de csta protefna. Segiin el modelo de plegamiento y ensamble que
se ha desarrollado para esta protefna (Puente ef al., datos no publicados), estas regiones se
encuentran expuestas en la superficie celular. De esta forma, al mismo tiempo se plante$ evaluar
1a capacidad de la protefna OmpC de S. typhi como dora y p dora de un epf
heterélogo.

P



MATERIALES Y METODOS

Cepas Bacterianas
E.coli HB101
E.coli IM101
E.coli CMK
E.coli DH5aF'

Preparacion y subel i6n de frag de DNA

Las preparaciones de DNA fueron realizadas por el método de Ifsis alcalina y las
bel it de frag de DNA por medio de icas de DNA bi (Maniati

et al., 1989). Las cnzimas dc restricién usadas en este trabajo : BamHI, EcoRI, M{ul,Psi1, Pyull,
y las enzimas modificadoras de DNA: DNA polinucleétido cinasa de T4, DNA ligasa de T4 y

Frcf: 1enli

fueron obtenidas de P ga Biotec. La DNA polimesasa de T7 medificada
0 "Secuenasa" (Tabor y Richard 1987) fue obtenida de la United States Biochemicals
Corporation. La Taq DNA polimerasa fue de Bochringer Mannheim.

Vectores y oligonucleétidos cmpleados en Ia construcci6n de los genes hibridos

El vector M13PPs (Fig. 2), fue generado medi lacl i6n del frag: ) Pvull-Pstl
de 0.7 kb del pVF271 (Puente et al., 1987), el cual contiene Iz secuencia que codifica para los
amino4cidos 50 a 285 de OmpC silvestre, entre los sitios Hincll y Psil del fago M13mpl8. Este

vector fue empleado para realizar la mutagénesis sitio dirigida del gene ompC.

El plésmido pVF51 (Fig. 2), (Puente, J.L. comunicacién personal) estd constituido por
¢l fragmento EcoRI-EcoRV del plésmido pVF271 (Puente et al., 1987), el cual contiene la
secuencia que codifica para el gene ompC completo y 1.1 kb de 1a regién 5°. Este fragmento fue
subclonado en e} pMT2I, ¢l cual es un derivado de 1.9 kb del pBR322 que conatienc los
nucleétidos 2521 a 4361 y conserva el gene de resistencia a ampiciling, sin presentar el sitio de

restricién para la enzima Pstl (Huang, H.V. jcacié 1). Para efi 1a cl i6

P

det fragmento EcoRI-EcoRV, el pMT21 fue digerido con Bg/ll y los extremos cohesivos

fueron dos con el fi Klenow de la DNA polimerasa I. Posteriormente
se digiri6 con EcoRl, eliminando asf del vector los sitios PstI y Bamfl del polienlazador (Puente,
J.L., comuricaci6n personal). De esta forma, qued6 presente en el pldsmido pVF51, un sitio dnico
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Fig. 2 Construccxﬁn det plﬁsnudo pVFSl y del fago recombinante M13PPs.

idas en la i6n del pldsmido pVES1
y dcl fago rccomblmmlc MI13PPs a partir de el pldsmido pVF271, usf como la
obtencién del pVFES1-RV1G60 por mutagénesis dirigida, el cual contiene al gen
ompC-160rota (para mayor informacién ver materiales y métodos),




para la enzima PsiI dentro de la secuencia del gene ompC y ningiin sitio para la enzima BamH],

debido a que esta fue la enzima elegida para introducir los epfi heter6l en el gene ompC.

pPlop E

El pVE51 fue empleado para sustituirie a manera de “cassette” el fragmento Miul-PsiI de) gene

ompC silvestre, por el fragmento similar con la i6n introducida p: i del fago
MI13PPs mutagenizado.

El plésmido pVF51-RV160 (Puente et al., datos no publicados), derivado del pVF51, el
cual contiene la insercién de 1a secuencia del epftope de la protefna VP4 de rotavirus, entre los
codones 160 y 161 correspondientes a la regién variable ¢ del gene ompC de S. typhi (Fig. 2).

Este plismido fue empleado para amplificar por PCR (Poli Chain Reaccion) la

del determi énico de irus flanqueada por los sitios de restriccién para BamH1
Los oligonucleStidos BH208 (36-mero) y RV252 (100-mero) fueron sintetizados por el
método de los fosforamiditos usando un sintetizador automético de DNA Microsyn 1450 (Systec).
Las secuencias nucleotidicas de los oligos BH208 y RV252 (Fig. 3a) son complementarias al
gene ompC de S. yphi en las regiones que flanquea al cod6én 208 y 252, respeciivamente. El
primer oligo (BH208) presenta, en la regi6n central, la secuencia que reconoce la enzima de
restriccién BamH1 y hacia uno y otro cxtremo ias de 15 nucleétido )! ias al

P

gene ompC (Fig. 3b). El segundo oligo ( RV252 ), contiene en la parte central la secuencia de
54 nucleétidos que codifican para ¢l epftope de la protefna VP4 de rotavirus, entre un doble sitio
de restriccién para la enzima BamHI. Este mismo oligo contiene hacia uno y otro extremo 16y

18 nucleotidos, respectt los cuales son complementarios al gene ompC (Fig. 3b).
Los codones de lu secuencia que especifica el péptido de rotavirus, fueron elegidos con
base al uso de codones que presenta ompC (Puente af al., 1989). Ambos oligos fueron purificados

por elect is prep iva en geles d

de poliacrilamida at 20% y urea 8 molar
(Maniatis et al.,1989). BEstos oligos fueron fosforilados en ¢l extremo 5' con ATP no radicactivo,
utilizando la enzima polinucledtido cinasa de T4 (Maniatis er al., 1989), para ser empleados
posteriormente como iniciadores en Ia reacion de sintesis de cedena nucva, durante la

mutagénesis dirigida.

12
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Fig. 3a Secuencia nucleotidica del gene ompC de S. typhi.
Secuencia donde se indica las regiones con las que los oligos mutagénicos
BH208 (36-mero) y RV252 (100-mero) se asocian. Los oligos estdn represcntados
por las ban-as yla punta de flecha indica su direccién. Los tridngulos
cor a las de los oligos no complemetarias con el gene ompC de
S. typhi y mucstran los sitios de insercién de la secuencia para, el sitio de restriccién
de la enzima BamHI con el primer oligo y del epftope de rotavirus flanqueado por
los sitio para esta misma enzima con el segundo oligo.
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Fig. 3b Oligos empleados en Ia is dirigida y en la secuenciacitn de las inscrciones
f das en los p i VFSIRVZOB y pYF51RV252 obtenidos.

A: Oligo génico BH208 y dica de la regién
vatiable ¢ del gene ompC de S. fyphi en asociacién con éstc

B: Oligo énico RV252 en iacién con la
de la regi6n variable £ del gene ampC de S. typhi.

C: Secuencia nucleotfdica de los ohgos C5 y F/I empleados de 1a reaccién 14
de facién de las i realizadas,




Introduccién del sitio para Ia enzima de restriccion BamHI y Ia secuencia nucleotidica que
codifica el epitope de la proteina YP4 de rotavirus en el gene ompC
Fue realizada por el método de mutagénesis dirigida de Su y El-Gewely (1988), el cual
plea a la DNA poli T7 medificada, que carece de 1a actividad 3°- 5° exonucleasa, y es
id! il como "Si ". En la realizacién de I éncsis de sitio dirigida,
fue utilizado como templado el fago b M13PPs en su forma de cadena sencilla, ¢l
cual lleva clonado el fragmento Pvull-Pstl del gene ompC nativo, y come iniciadores de la
cadena comp ia los oligos génicos BH208 6 RV252. Eu reacciones separadas, cada
oligo fue hibridado con el DNA de cadena sencilla del fago M13FPs; para cllo el templado junto
con su iniciador se mantuvieron a 65°C por 5 mi permitiend: d pués, por un intervalo de
60- minutos, descend 1a temp hasta 1a del ambicate, e incubar
finalmente ea hielo por 15 mi La replicacién de nuevas cad del fago bi con
1a incorp i6n de las i sitio dirigidas fue realizada por la enzima "Secuenasa” a 37°C
por 15 mi ¢ inactivandola después a 65°C durante 5 mi LaDNAligasa&cT4efecmé
1a circularizacién de cadenas de DNA nuevas. Células E. coll JM10] fueron transformadas por
1 poracién con una porcién del DNA, prod de la ién de

Identificaci6n de las clonas positivas

Fue realizada por hibridacién DNA-DNA, del tipo “slot-blot", utilizando como sondas
el oligo BH208 6 ¢l oligo RV2 (34-mero), ¢l cual contienc la secuencia que codifica para cl
epftope de rotavirus. Fueron marcados por separado 30 pmol de cada oligo en ¢l extremo 5° con
140 pCi de gamma ATP P, empleando 10 unidades de enzima polinucleotido cinasa de T4. Los
oligos marcados fueron separados de la marca no i da en una col de 200 pl de

Biogel P-30, contenida ¢n un tubo eppendorf y do Ia separacién por centrifugacién
(Maniatis, et al., 1989). La actividad especffica fue determinada en un contador de centelleo,
siendo para ambos oligos de 10° - 10* cpm/ug.

El DNA de las clonas obtenidas en la transformacién con la reaccién de mutagénesis,
fue fijado a membranas de nitrocelulosa y prehibridado con formamida at 50%, SSC 5X, Tris-
HC1 50 mM (pH 7.5), solucién Denhardt’s 10X (Ficol, polivinilpirrolidona y albiimina de sucro
de bovino, cada una al 0.2%) y 0.1 mg/ml de DNA de timo de ternera, por 30 minutos a 42°,
y posteriommente hibridado con 30 x 10° cpm de oligo marcado a 37°C toda la noche en la
misma solucién, més SDS 0.5% y EDTA ImM. Las t de ni lulosa fueron lavad
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con una solucién de SSC 1X y SDS 0.1% a 37°C por 30 mi y cnun "
a una pelfcula de rayos X a -70°C.
Las clonas positivas en el "Slot-Blot" fueron cultivadas y de éstas se obtuvo el DNA del

fago bi genizado, La i i6n de la ia para el sitio de restricci6n fue
analizada por patrén de restriccién. Para ¢llo, ¢l DNA fue digerido con la enzima de restricién
BamH\1. El sitio creado para dicha enzima se observo para las clonas mutagenizadas con el oligo
BH208 medi linearizacién del p ido con BamHI. La liberacién del segmento de DNA
correspondiente 8l cpftope de rotavirus con BamHI, permitié corroborar las clonas mutagenizadas
con el oligo RV252.

Dependiendo de cada oligo usado, se sigui dos ias para la obtencitn de los
genes hibridos. La primera estrategfa se realizé empleando al oligo BH208, por medio del cual
fue introducido el sitio para la enzima de restriccién BamH]1, entre los codones 208 y 209 del
gene ompC, logrando la mutagénesis dirigida en el fago recombinante M13PPs. Después el
fragmento Miul-Pstl del gene ompC en el pVES51, fue sustituido por el fragmento Afiul-Pstl del

M13PPs, el cual fa la regién izada del gene ompC. El DNA del pldsmido obtenido
se digirié con la enzima BamH] - EcoR1 y fue analizado por patrén de restriccién. En el sitio
creado para la enzima BamHI, fue i da, la leotfdica que codifica para el

epftope de la protefna VP4 de rotavirus, la cual s¢ obtuvo como producto de PCR. Esta secuencia
fue disefiada de tan manera que contuviera, en los extremos, sitios para la enzima BamH], los

cuales permitier6n crear hesi p jos a los del sitio de insercién.
Para llevar a cabo lo anterior , fueron sintetizados dos olig le6tidos de 20 bases cada
uno (160P1 y 160P2), pl rios a las i leotfdicas que flanq por el

extremo 5’y 3'a la secuencia que codifica para ¢l epftope de la protefna VP4 de rotavirus. Esta
secuencia s¢ encuentra entre dos sitios para la enzima BamH1 en el fago recombinante
M13RV160 (Puente et al., en preparacién) (Fig. 4). Este fago fue usado como templado para
amplificar la secuencia en cuestién. Los oligos 160P1 y 160P2 fueron purificados por
" electroforesis prepamtiva en geles de poliacrilamida al 20% y urea 8 M. La reaccién de
amplificacién por PCR se efectué empleando a la enzimn Taq DNA polimerasa por 30 ciclos;
siendo cada uno de 1 minuto a 92°C, 1 minuto a 55°C y 3 minutos a 72°C, pama la
desnaturalizacién del DNA, la iacién entre iniciad y lados y la p izaci6

respectivamente, y un ciclo final de 15 minutos a 72°C. EL DNA producto de PCR, fue digerido
con la enzima BamHl y purificado por electroforesis en poliscrilamida. La secuencia
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Fig. 4 Construcci6n del pVF51RV208,
En la figura se representa la estrategfa seguida en 1a construccién del pldsmido
PVF51RV208, Este se obtuvé por dos pasos. El primero consistié en crear por
medio de mutagénesis dirigida el sitio de restriccién para la enzima BamHI entre los
codones 208 y 209 del gene ompC de S. typhi, cn cl fago M13PPs con ¢! oligo BH208
y la sustitucién del fragmento Mlul-Psil del gene ompC con ¢l sitio incorporado para la
enzima BamHI, por el fragmento similiar en el plésmido pVF51, generando asf el
pVF51BH208. El segundo paso consistié en amplificar de ¢l fago M13RV160 por PCR,
1a secuencia nucleotfdica del epftope de rotavirus flanqueada por los sitios para la
enzima BamHI, por medio de los oliges 160P1 Y 160P2, EL producto de PCR
posteriormente fue digerido con BamHI y ligado con el pVFS1BH208 linearizado con esta
misma enzima.
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nucleotfdica del cpltope de irus con hesi para la enzima BamH1 fue
subclonada en el sitio de restriccién creado para ésta enzima en el gene ompC (Fig. 4).

Para efi 1a subcl, i6n, el pl4smido con el sitio de insercién en el gene ompC fue
linearizado con la enzima BamH!1 y defosforilado con la enzima Icalina. La i6
de ligaci6n fue realizada con una relacién 1:10 de vector a inserto a 16°C por 8 horas. Células

E. coli CMK y HB10! fueron transformadas con ¢l DNA de Ia reaccién de ligacién. Las clonas
positivas fueron identificedas por hibridacién del tipo "Slot - blot", utilizando como sonda al
oligo RV2, marcado con f6sforo 32 en el exttemo 5°. El DNA del pldsmido obtenido de )a clona
pasitiva fue digerido con las enzimas BamH1 - EcoR1 para analizarlo por patrén de restriccién.
La otra i istié en emplear al oligonucleétide RV252 como iniciador de la cadena
complementaria. Este oligo permitié, en un solo paso, insertar entre los codones 252 y 253 del
genc ompC en el fago recombinante M13PPs, la secuencia nucleotfdica que codifica pam el
epftope de rotavirus flanqueada por los sitios que reconoce la enzima de restriccién BanH1. Una
vez introducida esta secuencia en el fago recombinante M13PPs, por medio de la mutagénesis
dirigida, fue obtenido el fragr Mlul-Pst1 iendo la i6n incorporada, el cual se
emples para sustituir el fragmento similar del gene ompC nativo en €l pVF51 (Fig. 5).

Aniilisis de la expresi6n de los genes hibridos generados por mutagénesis dirigida.

La expresién de las protefnas OmpC de membrana externa hibridas codificadas por los
plésmidos mutagenizados fue analizada por electroforesis ¢n poliacrilamida-SDS.

Las protefnas de membrana externa de las cepas das con los pldsmid

g,

g fucron obtenidas en la fraccién insoluble de tritén X-100 por el método de
Matsuyammma ef al.,1984. Fueron cuantificadas por el micrométodo de Bradford estandarizado
en este laboratorio, Este método permiti6 d inar con idades del ordende 12

P

5 g de proicina.

Identificacién del epftope de rotavirus en las protefnas hfbridas generadas

El reconocimiento del epftope de rotavirus en las protefnas hfbridas expresadas por el
gene ompC mutagenizado, fue realizado parn verificar la insercién y expresién correcia de la
secuencia nucleotfdica del epftope de rotavirus. Se utilizaron ensayos de ELISA con el anucucrpo
monoclonal YQ-2C2 (AcM  YO0-2C2), el cual r la

KAANYQYNYLRDGEQVTA (del amino4cido 296 al 313) correspondiente al epftope de la
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Fig. 5 Construccién del pVF51RV252,
La construccién del pYVF51IRV252 sc efectu en un solo paso por medio de la
incorporacién de la secuencia nucleotfdica del epftope de rotavirus fianqueada por
sitios para la enzima BamHI entre los codones 252 y 253 del gene ompC de S. typhi en
<l fago recombinante M13PPs. Esto fue posible empleando cl oligo RV252 en la
mutagénesis sitio dirigida en este fago para generar al M13RV252, En el plésmido pVF51
fue sustitufdo el fragmento Miul-Pstl del gene ompC por cl fragmento similar pero
mutagenizado proveniente det M13RV252, obteniendo asf al pVPSIRV252,
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- protefna VP4, Este anticuerp Tonal ¢l epltope sintético y liza al virus y
sc piensa que éste es lineal o secuencial (Taniguchi e al., 1988). Los ensayos de ELISA
(Verdugo et al..en preparacién), fucron realizados con p de b externa (PME).

Como control negativo fueron empleadas las PME de 1a cepa E. coli HB101/pVFS1, que expresa
1a OmpC de S, ryphi nativa, y como control positivo para este ensayo, a las PME de la cepa
E. coli HB101/pVF51-RV160, que lleva al gene hibrido, ¢l cual expresa la OmpC-160Rota de
S. typhi; siendo ésta reconocida por el AcM YO-2C2 en ELISA cn PME y células completas
(Pucnte et al., en preparacion). .

Por otra parte, para determinar si el epftope de rotavirus fusionado a 1a protefna OmpC
fue expuesto en la superficie celular, se efectué un ensayo de ELISA utilizado c&lulas completas
a una concentracién de 5 X 10"/ml, cquivalente a una DOy, = 0.1 en PBS, como antfgeno
inmovilizado,

Los ensayos de ELISA fueron llevados a cabo de 1a siguiente forma :

Pozos de microplacas de ELISA fucron cubiertos con 100 pl de células completas o 100
pi de PME previamente hervidas en PBS / BME por 5 minutos, & una concentracién de 5 pg/mi;
por duplicado para cada cepa, permitiendo 1a inmovilizacién del antfgeno por toda una noche a
temperatura ambiente.

Al dfa siguiente, cada pozo fue lavado tres veces, siendo cada lavado cfectuado con 150
pl de PBS 1X-Tweeen 20 al 0.05 % (PBS-T). Los pozos fucron blogueados con 150 ul de
gelatina al 1 % y albdimina 2 % en PBS 1X pH 7.4, por 2 horas a temperatura ambiente; luego
fueron lavados con PBS-T tres veces.

El AcM YO-2C2 fue adicionado a razén de 100 ul por pozo y se dejé actuar por 90

a p a ambi Las diluci probadas del anticuerpo fueron 1/45,000,
1/15,000, 1/5,000 y 1/500. Lz dilucién con el anticuerpo del pozo fue removida y éstos fueron
lavados tres veces con 150 pl de PBS-T.

Inmunoglobulinas de conejo conjugadas con peroxid ti-i lobulinas de ratén

jugado), fueron das a una i6n inversa de 1000 en PBS-T pH 7.4, 100 pl por
pozo, durante 90 minutos. Después, los pozos fueron lavados con 150 pl de PBS-T, por cinco
veces con intervalos de 5 minutos cada o,

El sustrato de la peroxidasa, 1 mg/mi de orto-fenildiamino en buffer de ci apH 55
¥ peréxido de hidrégeno 0.06 %, fue agregado en razén de 100 3l La reaccidn se llevé a cabo
por 20 mi a temp biente y fue detenida con 50 ul de dcido sulfirico al 0.055 %
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por pozo. La placa de ELISA fue lefda al espectrofotémetro a 492 nm.
ia de las regi izadas del gene ompC

La it leotfdica de las regi del gene ompC, donde se llevaron a cabo las
inserciones de las secuencias para los sitios de restriccién BamHI y del epftope de rotavirus, fue
determinada por el método derivado del de dideoxinucledtidos para DNA de doble cadena.
Fucron usados como iniciadores de cadena pam cl endlisis de secuencia del DNA los
oligonuclestidos  F/I (30-mero) y C5 (23-mero), correspondi: a dos del gene

ompC. El primer oligo es complementario al gene ompC en Ia regién que comprende a los
codones del 249-252 y 251-256, ¢l segundo ¢s complemetario a 1a regi6n entre los codones 203
y 210, El oligo F/I (mutagénico, que lleva en la parte central Ia secuencia que codifica para el
sitio de restriccién de BamH1) fue empleado para iar Ia i i6n de los sitios de
restricci6n y del epftope de rotavirus, efectuada entre los codones 208 y 209 del gene ompC; el

oligo C5 fue usado para secuenciar la insercién realizada entre los codones 252 y 253 (Fig. 3b).

Secuencia de 1as regiones e y f del gene ompC de diferentes especies de Salmonsila

Las | leotfdi £ das por PCR, de las regiones varinbles e y f del gene
ompC, de diferentes especies de Salmonella (Tabla I), fueron determinadas por el método de
dideoxinucleétidos para bandas de DNA obtenidas por PCR. Como iniciador de cadena se emples
al oligo C4 (21-mero) complementario a la regi6n variable d del gene ompC. El DNA utilizado
como plado en la i6n de ia se obtuvo por PCR como producto de la
amplificacién del gene ompC, a partir del DNA genémico de las esp de Sal; lla, con los
pares de oligos C2-C6 y C2-C7 (Bobadilla, 1992); siendo ¢l oligo C2 (21-mero), el C6 (27-mero)
y el C7 (18-mero) i ios a las regi variables b, f y g, respectivamente.

P
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RESULTADOS

Creacién del sitio de restriccién para I enzima BamHI dentro del gene ompC de S. typhi,
entre loa codones 208 y 209
Por medio de mutagénesis dirigida (como se describe en Materiales y Métodos)
empleando al oligo BH208 como iniciador de cadena y al fago recombinante M13PPs como
plado, fue introducido, entre los cod 208 y 209 del genc ompC de S. typhi, el sitio de
restriccién para la enzima BamHI, generéndose asf el fago M13BH208. Las células de E. coli
IMI101 transformadas con este fago, fucron identificadas por hibridacién "Slot-blot", utilizando
como sonda, cl oligo BH208. El DNA de fago de las clonas positivas fue digerido con 1a enzima
BamHI, originando el fragn de 247 pb spondi al tamafio do para el patrén
de restriccién con esta enzima (Fig. 6).
En la construccién del plismido pVF51-BH208, ¢l fragmento de DNA Mlul-PsiI del
plasmido pVF51 fue recmplazado a manera de "cassette” por el fragmento similar pero
mutagenizado proveniente del fago M13BH208. Bi DNA de los pldsmidos de las clonas

of A

P

con esta

previl identificadas como positivas en "Slot-blot" con
1a sonda BH208, fue analizado por medio de una digestién doble con las enzimas BamHI-EcoRI,
generando un segmento de DNA de 549 pb (Fig. 7).

Cl i6n de la i 1 ica del epitope de rotavirus dentro dei sitio creado para
1a enzima BamHI en el gene ompC

Una vez creado el sitio de restricci6n tinico para la enzima BamHI en ¢l pVF51, en el
interior del gene ompC, fue introducido dentro de éste la i Ieot{dica del epftope de

P

n Cpr 4,

por B por ia enzima BamHI. Esta secuencia fue
obtenida como producto de PCR. Para obtener Ia secuencia del epftope heterblogo, los olxgos
160P1 y 160P2 (20-meros) i rios a las regi que fl la

p B e\

rotavirus, f1

Tent{d:

del epftope, clonado entre los sitios para la enzima BamHI en el fago recombinante
M13RV160, fueron usados como inicindores y el fago anterior como templado en 1a reaccién de
amplificacién por PCR. Fl DNA producto de la amplificscién, correspondiente al tamafio
molecular esperado de 183 pb fue purificado por electroféresis en> poliacrilamida al 8%. Este
DNA fue digerido con 1a eazima BamHl, produciendo la liberacién de los mos flang;

y do los hesivos para la enzima. El DNA producto de la digestién fue
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Fig. 6 Patrén de restriccién del M13BH208 Y M13RV252 con la enzima BamHL
En la figura se muestra ¢l patr6n electroforético en poliacrilamida al 8% del DNA de
. las clonas M13BH208 (b) y M13RV252 (c) digeridas con BamHL. En Ia figura se

observa el patreén de restriccién generado por la insercién del sitio para BamHI entre
los codones 208 y 209 del genc ompC de S. fyphi en la primera’clona y de la
sccuencia nucleotidica de rotavirus flanqueada por sitios de BamHI entre los codones
252 y 253 del gene ompC en la segunda clona, observandose asf 1a banda de 247 pb
para el MI13BH208 y las de 115 y 59pb para el M13RV252, correspondicndo la dltima
banda a la secuencia de rotavirus liberada:
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Fig. 7 Patr6n de restriccién de los pldsmidos pVF51, pVF51BH208, pVF51RV208 y
pVF51RV252 generado por las enzimas BamHI-EcoRL
En Ia figura se ¢l patrén electroforético en poliacrilamida al 8% de los
plasmidos pVF51 (b), pVF51BH208 (c), pVF51RV208 (d) y pVF51RV252 (¢)
digeridos con lus enzimas BamHI-EcoRI. En la figura puede obscrvarse la
incorporaci6n del sitio para la enzima BamHI por mutagénesis de sitio dirigida, Ia cual
origina las bandas de 549 pb en los pldsmidos pVF51BH208 y pVF51RV208, y la de
420 pb en ¢l pVE51RV252, observando en este ltimo pldsmido también la banda de
59 pb cor di ala ia de rotavirus liberada, 1a cual no se observa en

el pVESIRV208.
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separado por electroforesis en poliacrilamida al 8%, obteniéndose las tres bandas esperadas de
49, 59 y 75 pb, aproximadamente. La banda de DNA de 59 pb, dieate al peso molecul

P

de 1 secuencia nucleotfdica del epftope de rotavirus, fue purificada cortando 1a banda del gel y
cluyéndola. *

El DNA del pifsmido pVF51-BH208, linearizado con 1a enzima BamHI y desfosforilado,
fue ligado con e} DNA producto de PCR digerido con BamH1 y pondi ala
que codifica para el epltope de rotavirus, C&ulas de E. coli CMK fueron transformadas por
electroporacién con €l DNA de la reacci6n de ligacién. La Gnica clona positiva transformada por
el pldsmido generado pVF51-RV208 fue detectada por hibridacién "Slot-blot”, empleando como
sonda al oligonucleétido RV2. El DNA de esta clona fue empleado para transformar a E. coli
HB101 . Las clonas transformadas fueron identificadas por "Slot-blot” con la sonda RV2. Sin
embargo, el anélisis del patrén de restriccién con BamHI-EcoR], de las clonas tanto de 1a cepa
E. coli HB101 como de 1a CMK no mostr6 la liberacién de 1a banda correspondiente al DNA de
1a secuencia nucleot(dica del epftope de rotavirus (Fig.7).

Intreduccién de la i Teotf! para ol sitio de restriccién BamHI y del epitope
de rotavirus dentro del gene empC (entre los codones 252 y 253), en un solo evento.

Al disponerss del oligonucledtido sintético RV252 ( 100-mero), fue posible realizar la
mutagénesis sitio dirigida que permiti6, en un solo_paso, introducir entre los codones 252 y 253
del gene ompC de S. typhi, un doble sitio de restriccién para la enzima BamHI y entre €stos, a
1a secucncia nucleotfdica que codifica el epftope de la protefna VP4 de rotavirus, gencrando el
fago recombinante M13RV252. Células de E. coli IM101 fueron transformadas con este fago,
prodi dela i6n de €nesis. Las clonas positivas fueron seleccionadas por hibridacién
“slot-blot", usando como sonda el oligo RV2. El DNA de las clonas positivas fue analizado por
patrén de restriccién para la enzima BamHL. La electroforesis en poliacrilamida al 8% mostré las
bandas de 115 y de 59 pb, correspondiendo 1a da a la ia del epftope, liberade del
plésmido como cassetie (Fig. 6).

La sustitucién del fragmento Miul-Psel del plismido pVF51 (correspondi aun
fragmento del gene ompC nativo de S. typhi) por el fi similar pero genizado con ¢l
oligo RV252, proveniente del fago M13RV252, gener6 al plismido pVES51-RV252, Células de
E. coli HB101, transformadas por clectroporacién con el DNA producto de 1a subclonacién del
fragmento mutagenizado M{ul-Psi, fueron identificadas por hibridacién tipo "slot-blot” con la
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sonde RV2, El DNA de las clonas positivas por hibridacién fue analizado por medio de una
doble digestién con EcoRI-BamHI, origindndose los fr esperados de 420 y 59 pb,

per i el segundo a la ia del epftope de rotavirus (Fig. 7).

Perfil electroforético de las proteinas OmpC hibridas gencradas

La expresién de las protefnas codificadas por los pldsmidos pMY 111 (OmpC nativa de
E, colf) (Mizuno et al., 1983), pVF51 (OmpC nativa de S. typhi), pVE51-RV160 (protefna hibrida
OmpC-160Rota de S, typhi), pVF51-RV252 (protefna hfbrida OmpC-252Rota de S. oyphi) y
PVE51-RV208 (protefna hfbrida OmpC-208Rota de S. typhi), fue analizada por electroforesis en
poliacrilamida-SDS. El petfil el forético de estas p mostré un tamafia. mglecular

menor para Ia protefna OmpC de E. coli con respecto & la OmpC de S. syphi. En cuanto a las
pratefnas hfbridas, se observé un tamafio molecular mayor para la OmpC-160Rota, como
anteriormnente se habfa observado (Puente et al,, en preparaci6n), as{ como para la
OmpC-252Rota, con respecto a la protefna OmpC nativa de S, fyphl. Sin embargo, ¢l plismido
PVF51-RV208 no expres6 la protefna hibrida OmpC-208Rota, cuyo peso molecular se esperaba
fuera similar al de las otras dos protefnas hfbridas; observéndose tnicamente la producccién de
las protefnas OmpC y OmpA de E. coli (Fig.8).

Deteccién del epftope de rotavirus fusionado a Ia protefna OmpC

La deteccién del epftope de rotavirus se realizé sélo para la protefna OmpC-252Rota,
cuyo perfil el foréti pondi6 al de una {na hfbrida.

La deteccién del epftope heter6logo fue llevada a cabo con las preparaciones de protefnas
de membrana externa (PME) en ELISA, utilizando al AcM YO-2C2 (Tabla 1). El AcM YO-2C2
fue empleado en diluciones 1:500, 1:5,000, 1:15,000 y 1:45,000. En cada uno de los BLISA coa

1as diferentes diluciones, el epftope de rotavirus fue d do. Sin emb lap
OmpC-252Rota fue ida en una proporcién menor con resp a la OmpC-160Rota
(Fig.9).
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Fig. 8 Patrén electroforético de preparaci de proteinas de ; ana, externa

expresadas por las clonas obtenidas.
-Enla ﬁgura pucde obscrvarse el perfﬂ electroforético en poliacrilamida-SDS de
de de E. coli HB101 llevando
Tos pldsmidos a) pMYIII (OmpC de E. coli), b) pVF51 (OmpC de S. yphi),
¢) pYF51RV160 (OmpC-Rotal60), d)pVF51RV252 (OmpC-Rota252) y
¢) pVE5S1RV208. Las pmtefnns hlbndas expresadas OmpC- Rom160 y OmpC -Rota252
una mi ética menor ala dc

de mayor fio en idn con la p OmpC il . El f
pVF51RV208 quo present6 la climinacién de gran parte de la xeglén amino terminal
del gene ompC no expres6 ninguna protefna hibrida.
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Fig. 9 Reactividad del anticuerpo monoclonal YO-2C2 contra preparaciones de proteinas
de membrana externa y células completas.
En las gréficas se observa Ia deteccién del cpnopc de rotavirus con ¢l anticuerpo

lonal YO-2C2 realizada en las prep de de t externa (a)
y c€lulas completas (b) de E. coll HB101 iend o no los plésmidos pVF51,
PVFESIRV160 y pVF51RV252, Los resultados se ab en experi de ELISA
usando 5 pg/ml de preparaci de protefnas de b externa 0 5 x 107 células/ml
y difercntes diluci del anticuerp lonal YO-2C2,
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Por medio de ELISA con células completas, se observé que el epftope heterlogo es
reconocide por el AcM YOQ-2C2 en la superficic celular, cuando estd formando parte de 1a
protefna OmpC-252Rota. Sin embargo, el AcM YO-2C2 i6 al epftope | logo en
menor proporcién con respecto al control positivo OmpC-160Rota (Tabla 1 y Fig. 9). Estos
resultados indican que el epftope de rotavirus en la protefan OmpC-252Rota, estf expuesto enla
superficic celular, aunque su exposicién no es tan accesible al AcM como lo es el epftope
fusionado en 1a OmpC-160Rota.

Secuencia de las regiones del gene ompC de S. $yphi que contienen las inserciones de los
sitios de restriccién BamHI y del epitope de la protefna VP4 de rotavirus

La i6n de in ef da con ¢l oligo C5 cn el pldsmido pVF51-RV252,
mostré que la i i6n de las i leotidicas de los sitios de restricci6n para BemHI,
asf como del epltope de rotavirus, se efectu en fase entre los codones 252 y 253 del gen ompC
de S. typhi (Fig. 10).

La i Jizada con ¢l pldsmido pVF51-RV208 empleando al oligo F/I, mostré
que la inserci6n del "cassette" de rotavirus se llevé a cabo. Sin embargo, esta secuencia también
mostré la eliminacién de 1a regi6n 5°del gene ompC. Para verificar esta ¢liminacién de 1a regién
5’ del gene ompC, se procedi6 a analizar la clons por patrén de restriccién con dobles

digesti con las enzimas Miul-BamHI, Pstl-BamHI y con una digestién sencilla con EcoRI.

Este andlisis mostré que el sitio de restricccion para la enzima Miul, a 400 pb en direccién 5°
con respecto al inserto, se perdié. La digesti6n ef da del pldsmido pVF51-RV208 con 12
cnzima EcoRI mostr6é una banda de sproximadamente 1 kpb menor que Ia obtenida para el
plésmido pVF51-BH208, evidenciando asf 12 eliminacién dc una parte de la regi6n 5° del gene
ompC e¢n csta clona.
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TABLA I Detecci6n de un antfgeno de la protefna VP4 de irus en fones de P de b

¥y en células completas por medio de ELISA
PME*

Dilucién del AcM YO-2C2 E.coli HB101 pVFil PVE51-RV160 pVF51-RV252
(sin pldsmido) (OmpC) (OmpC-160Rota)  (OmpC-252Rota)

1:500 0.37 0.59 kY] 283
1:5000 0.11 0.15 1.90 0.74
1:15000 . 0.05 0.09 0.69 0.29
1:45000 0.08 0.13 0.36 0.23

Células completas®

1:500 0.19 0.18 10 0.77
1:5000 ’ 0.02 0.02 0.98 0.36
1:15000 0.01 0.01 0.88 0.16
1:45000 0.07 0.01 0.70 0.07

a.- Las PME sc utilizaron a una concentraxion de Spg/ml en PBS.
b.- Las c&lulas completas se uuli aumac i6n de 5 x 107 célulavml, equivalente a una DOy, = 0.1 cn PBS,
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Fig. 10

Letras claras
Secuencia nucleotfdica del gene ompC de la regién circundante a la insercién
efectuada por medio de mutagénesis dirigida.

l.ms negritas

. la i leotfdica obtenid con el oligo CS5 (23-mero), el cual
fue 1 como iniciador de cadena comp enla cién de
secucnciacién del pldsmido pVF51IRV252.
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La ci 1 ica efi da de las regi variables e y f de las diversas
especies de Salmonella (Tabla IT) por un lado, mostré que entre las especies estudiadas, 1a regién
variable e, difiere en un 14%, mientras que la regién variable f, en un 8%. Los cambios en la

ia de ami idos deducida de este an4lisis, indican que los aminodcidos que varfan entre
las ias, corresponden a ami idos que giros o que no los bloquean. Por otro
lado, estos ltad dan con los obtenidos en el estudio de hibridacién de los oligos C5
y C6 (compl ios a las regi varigbles e y f del gene ompC de S. typhi) con el DNA

gendmico digerido con EcoRV de estas salmoncllas (Bobadilla, 1992). Estos oligos no hibridaron
con ¢l DNA de las salmonellas que mostraron una secuencia nucleotfdica con una similitud
menor al 90% con respecto al oligo, siendo la excepeibn la regién variable f de 5. enteritidis, que
no hibrid6 con el oligo C6 atin presentando una similitud con cste oligo mayor del 90%, lo cual
pudo det a la disposicién de bascs ady a Ia regi6n de cambio, afectando 1a unién del
oligo C6 a la regién complementaria durante las condiciones de hibridacién utilizadas.
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TABLA II Secuencia nucleotidica de las regiones variables e y f del gene ompC
de varias salmonellas.

S. typhl IMSS-1

S. lyphimuriurn LT2
S. enteritidis D1

S. worthington G2
S. galiinarum FVA-1
S. aberdeen F

S, typht 2d

S. typhl IMSS-1

S. typhimurlum LT2

S. enteriticlis D1

S. worthington G2

S. goliinarum FVA-1
S. aberdeen F

S. typhi2d

Fuente 200 210
oligonucleolido o

(D) GCC GAY CAG MC MC ACC GCT MC GCT CGC CIG TAT

Ag Aig lou Tyr

@) GCC GAT CAG AAC AAC ACC GCT AAC GCI CGC CIG 1AT

[&)] GCC GAT CAG AAC AAC ACC GCT AAC GCT CGC CI1G TAT

& GCC GAT CAG AAC AAC ACA GCT GAC GCT CGC CIG a1

v .

“@ GCC GAT CAG AAC AAC ACC GCT GAC GAA CAC CI1G TAT
Ap Glu His

) GCC GAT CAG AAC AAA ACC GCT GAC GAA CAC CIG TAT
Lys Asp Glu His

©) GCC GAT CAG AAC AAC ACC GCT AAC GCIT CGC CIG 1Al

245 259
ofgonucleolide {
m GGT ACC 1C1 MC GGC AGC AAC CCG 1CC ACC 'ICT YAC GGY ITI‘
e Gy he Gly Asn Fro Sor Thr It Gl Phi

T GGT ACC TCT AAC GGY AGC AAC CCG TCC ACC 1CT 1AC GGY T
TIT GGT ACC ICT AAC GGC :gi AAC CCG TCC ACC ICT TAC GGT TIT
T GGT ACC 1CT AAC GGC :AC AAT AlAG 1CC ACC 1CT TAC GGT T
sn s
T GGT ACC 1CT AAC GGCT AAC AAT AAG TCC ACC ICT JAC GGT TIT .
An Lys
TIT GGT ACC 1CT AAC GGC ;\AC AAT ALAG TCC ACC 1CT TAC GGT T
5 144

T GGT ACC ICT AAC GGC AGC AAC CCG TCC ACC ICT TAC GGT T

Hyb

+

ND

Hyb

1.~ Esie Iaboatorio (Puente ¢f al., 1987).

2.- Amcrican Type Culture Collection No. 19430.

3.- Cepa de referencia del Instituto Nacional de la Nutricién, Cd. de México.,

4.- Cepa de referencia de Ia Facultad do Medu:lna Veterinaria y Zootecnia, UNAM,
5.- Cepa de referencia de Bigaux Diagndstica, M

6.+ Cepa monofksica (d:-) aislada en Indonesia, SttufadUnlm:i!y/USNAMRUZ.

Hyb: Resultado de la hibridacidn del oligo ¢ con 1a regidn variable e y del oligo f con In regi6n variable 1

del gene ompC de Salmonella syphi. (+) st hibrido, (-) no hitridé ( Bobadilla, 1992),

"% : Porcentaje de similitnd de la rogién variable e con ¢l oligo ¢, y de 1a regidn variable f con el oligo f.
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DISCUSION

En este trabajo s¢ demuestra la exposicién en la superficic celular de una de las regiones
variables de la protefna OmpC de S. typhi, por medio de Ia insercién del epftope lineal de Ia

protefna VP4 de Ia cdpsula de irus, entre los ami idos 252 y 253, correspondi ala
regién variable fde la p OmpC. Lad i6n del h logo se realizé ulitizando
¢l anticuerpo monoclonal YO-2C2 y la técnica de ELISA con células completas, Sin embargo,
¢l reconocimiento del epftope | 61 f do por el anticuerpo lonal en esta regién
variable f, fue menor con respecto al de la regién variable ¢, donde anteriormente el mismo
cpftope fue i do y d do por ¢l anticuerpo lonal YO-2C2 (Puente et al., datos no
publicados).

Esto indica que el epftope de rotavirus es expuesto en menor grado en la regién f, siendo
en este sitio menos accesible a la interaccién con el anticuerpo monoclonal en comparacién con
Ia regién variable c. El andlisis de cstos resultados nos permiten considerar que la regién
variable f de Ia protefna OmpC de S. fyphi, segin el modelo de plegamiento propucsto para esta
protefna por Puente et al.,(datos no publicados), no es de cardcter hidrofilico y s¢ pliega sobre
s{ misma evitando el contacto con el agug, por lo que ¢l antfgeno de rotavirus insertado en esta
regién pudiera quedar inclufdo dentro de ésta y no ser presentzdo adecuadamente a la superficie
celular. La deteccién por la té&cnica de je & l6gico con oro (b 1d) del antf;
VP4, realizado en células letas que exp las protefnas OmpC-160-Rota y OmpC-252-
Rota, también apoyan este punto de vista (Fig. 11)( Puente et al,, datos no publicados).

Con respecto a la insercién del epftope de rotavirus en la regi6n variable e
(construccién pVF51-RV208), s6lo una clona fue detectada con la insercién del epitope de

rotavirus llevada a cabo entre los nucletidos correspondientes a los aminoécidos 208 y 209 de

Ia protefna OmpC de S. typhi. Esta p ademds la climinacién de una regién mayor a 1 kbp
en la regién nucleotfdica adyacente al lugar de la insercién por el extremo 5' del gene ompC.
El hecho de que no se d a ninguna clona funcional para la i6n del pVE51-RV208

(expresando la protefna hibrida OmpC-Rota208) podrfa deberss a que la inserci6n efectuada en
esta regi6n variable de la porina afects su incorporacién en la ME o alterd sus propiedades
fisiol6gicas, por lo que sélo la construccién con la delecién, que no expresé ninguna protefna
funcional hibrida, no fue letal.
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Fig. 11 - Deteccién por i goid del epf p de rotavirus.
En las imdgencs puede observarse la d i

del epftope de rotavirus gf
medio de 1a técnica de inmunogold en la superficic de células de E. coli HBlOl

por
conteniendo los pldsmidos pVF51 (a), pYFS1RVI160 (b) y PVFSIRV252 (c), usando
¢l anticuerpo monoclonal YO-2C2.
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Sin embargo, los trabaj lizados con las p OmpC, PhoE y OmpF de E. coli,
1as cuales comparten un 60% de similitud y son muy simi estr (Mi etal,
1983; Van der Ley et al., 1986), no apoyan las suposiciones anteriores, ya que por ejemplo, la

liminacién de los aminodcidos 195-206 de la protefna PhoE en la regién variable anfloga a la
regién variable e de OmpC de S. typhi, no afecta la incorporacién y localizacién de esta protefr

cn la membrana externa (Agterberg et al., 1989). Esto permite especular que la regién variable
eha do como ltado de la i ion de aminodcidos cfe da a través del tiempo, los

cuales no son ind:

para la incorp ién de 1a porina en la ME. De esta manera puede
suponerse que la insercién del epftope de la protefna VP4 es permisible en dicha regién, sin
producir alteraciones que afecten la estructuracién en la ME de la protefna hibrida resultante. Por
otra parte, s¢ ha reportado que las i en los ami idos R37, R74, D105 y Ri124
alteran la funcién de poro de la protefna OmpC de E. coli (Misra y Benson, 1988), y que las
propiedades de poro de Ia protefna OmpF son conferidas por el primer tercio de esta protefna
(Misma y Benson, 1988). Con basc en lo anterior puede suponzrse que Ia regién variable e de fa
protefna OmpC de S. fyphi no estd implicada cn la funcién de poro de estd protefne, y Ia
insercién del antfgeno VP4 dc rotavirus efectuada por mutagénesis dirigida en esta regién, se
esperarfa fuera permisible sin i la al i6n de csta fi

La detecci6n de una tinica clona durante 1a construccién del pVF51-RV208, conteniendo

P

una eliminacién, pudo deberse a la estrategia de dos pasos empleada para obtencr dicha
construccién. La estrategia resulté ser poco eficicnte debido a la dificultad de clonar en el sitio
de restricci6n, creado pama BamHI ean cl gene ompC de S. #yphi, la secuencia de 59 pb
correspondiente al epftope de rotavirus flanqueada por los sitios complementarios al lugar de Ia

i6n, obtenida previ: como producto de amplificacién por PCR. Ademds la clona

obtenida mostré ser poco estable, presentando la eliminacién de una gran parte de la regién 5°
del gene ompC.

De acuerdo con ¢l modelo de plegamiento y estructuracién en la ME de la protefna

OmpC de S. typhi de Pucnte et al., (datos no publicados), esta protefna atraviesa 16 veces lé'
membrana extemna en una conformaci6n de hojas B anfipdticas antiparalelas y perpendicul

a la ME (Fig. 12), con los residuos hidrofébicos hacia 1a cara fosfolipfdica y los aminofcid
hidrofilicos hacia la luz del poro. De ahf que las cadenas B, invierten su direccién y producen
vucltas o giros que i 1a exposicitn de ciertas regi hacia el exterior cclular y hacia
el espacio peripldsmico, por 1o que se postula que existen 8 regiones expuestas hacia el exterior
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celular. Estas han sido postuladas con basc s las tégiones variables observadas entre la protefna
OmpC de S.typhi y 1a OmpC de E.coli y al carficter hidrofflico de 1a mayoria de clias, asf como
de la determinacién de los trechos tr t les de esta protefna debido a su cardcter
anfipético (Puente et al., 1989).

Fig. 12 Bl esquema representa €l modelo de plegamiento y ensamble de 1a porina OmpC de

S. typhtenla t cxtema, prop por Puente et al., (datos no publicados).
En €ste, cada monémero de la porina atraviesa 16 veces 1a membrana externa en forma

de cad 8 anfipéticas y antiparalel P do 8 regi hacia la superficie
celular. Cada una de estas regién corresponde a un pico hidroflico en el perfil de
hidrofobicidad de OmpC, dando la mayorfa de ellas con las regiones variables entre

ia OmpC de S. typhi y E. coll. Bstas regioncs variables estdn representadas por las
letras 8, b, ¢, &, &, 7y B

Los aminofcidos de S. typhi que difieren con los de E. coii estan indicados
con letras uegritas. Los puntos sefialan Jos aminoécidos de 1a OmpC de S. typhi que
corresponden a huecos o “gaps” en 1a OmpC de E. coli, los cuales se detcominaron

por el ali iento de las ias de aminofcidos de estas protefnas. Los 1

i icidos imp en 1a funcién de poro, los cuales estén conservados
entre las porinas relacionadas filogenéti con OmpC. En el rectingulo superior
st rep dala ia de aminoécidos del epftope de 1a protefna VP4 de i

1a cual sc inserté en la regién variable ¢, En la regién variable f, también estd indicad;
por medio del cundrado, 1a insercién de este mismo epftope.




Por otra parte, en un estudio realizado por Janteur ez al., (1991) sobre la estructuracién

de las p de b externa de b ias y neiseriales, sc identificaron las
regiones altamente conservadas a través del ali i deln ia de aminoscidos de estas
P {nas, Ias cuales ;pondi alos seg b les anfipticos, mi que
1as regiones variables entre ellas ;pondi a trechos branales, los cuales se picnsa
han tolerado i i o deleci de emino4cidos sin afectar la estructuracién y funci6n de
1a porina. En cambio, s¢ piensa también que las mutaciones que afectan los segmentos

branafes pudi disminuir o incluso abolir la incorporacién de la protefna en la ME
(Bosch et al., 1989).

Los tad btenidos con 1a i i6n del cpftope de rotavirus cn las regiones
variables ¢ y f, asf como su imi en 1a superficie celular por cl anticuerpo monoclonat
YO-2C2, tanto en ¢l ELISA como en Ia d i6n por "I 1d" con c€lulas completas,
di 1a exposicién de estas regi variables en la superficic celular y apoya la idea de
que dichas regi toleran i i o deleci de amino4cidos sin afectar el ble de
1a protefna-en la ME. Por otro lado, los itados obtenidos con las i leot{di

de las regiones variables e y f del gene ompC de las diferentes salmonellas empleadas en este
estudio, apoyan Ia idea de que dichas regi delap toleran bios que no aft su
estructuracién cn 1a ME.

Bl estudio de la topologfa de porinas por-medio de la insercién de epftopes reporteros,
ha llevado al descubrimi de sitios permisibles, es decir, sitios de las porinas que toleran

i i de ias de ami idas, sin provocar cambios importantes en su conformacién
en la ME, ni en sus propiedades biolégicas. Entre las porinas estudiadas en las que se han
identificado sitios permisibles estdn LamB (Charbit ef al., 1991) y PhoE (Agterberg, 1990) de

E. coli. Bs también de interés el estudio de las ias (hidrofobicidad, longitud) que pueden
set i das en funcién de la traslocacién ¢ poracién de 1a p hfbrida resul en
1a ME. En esta lfnea de i igacién sc han desarrollado trabajos, como por cjemplo con I
protefna PhoE de E. coli, en la que se ha observado que ias i das al

hidrof6hicas impiden el ble de 1a protefna cn 1a ME (Agterberg et al., 1990). En Ia protefna
LamB dc E. coli, 1as secuencias heter6logas que han sido insertadas y expuestas en 1a superficie
celular han sido de hasta de 60 aminodcidos de longitud (Charbit et al., 1988).

Por otra parte, otros grupos de i igad estén 1 do a cabo la inscrcién de

determinantes antigénicos heterélogos en las regi yp ibles de porinas, con

Bl P
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1a finalided de hacerlos ibles al sistemna i al ser fos hasta la rficie celular
por porinas expresadas en cepas de vacunacién. Dentro de los epftopes heter6logos con los que
sc ha trabajado, se cl antfg dela p VP1 del virus de ia ficbre aftosa
(Agtesberg et al., 1990) llevado hasta la superficie celular por 1a protefna PhoB de E.coli; los

pftopes de las princip P de ME de Chlamydia trach is i dos en LamB de
E. coli (Hayes et al., 1991), as{ como el péptido di a los amino4cidos 132-145 de

P

la mgién preS; del virus de 1a hepatitis B y el péptido 93-103 de la protefna VP1 de la cépsula
del poliovirus i d bién en esta porina (Callaghan et al., 1990).

El uso de las xegmncs expucsms de ponmss en la superficie celular, para la insercién de
determi i de di i paté P 1a posibilidad de
generar por medio de esta dologf: hi que ind i idad contra
divesas dadi i un solo i (OmpC modificada con los diversos

epftopes

CONCLUSIONES

El estudio topol6gico de 1a porina OmpC de S. typhi efectuado en este trabajo,
contribuye al desarrollo de conocimicato de la estructura y ensamble de ésta protefna en la
membrana externa. Los resultados obtenidos apoyan el modclo de plegami de esté p
propuesto por Puente et al.,(datos no publicados), cl cual asume que la regién variable f estd
expuesta en 1a superficie celular.

Por otra parte, la regién variable f de la protefna OmpC de S. syphi, fuc capdz de acamrear
hacia la superficie celular, el epftope VP4 de rotavirus. Sin embargo, 1a exposicién del epftope

heter6logo en esta regi6n de 1a protefna, fue menor en i6n con la exposicién del mismo
epfiops, cn 1a regibn variable ¢ efectuada por Puente et al.( datos no publicados).
En cuanto a Ia estrategfa seguida en la i i6n del epftope h logo, cn la regitn

variable f de Ia porina OmpC, realizads en un solo paso y empleando al oligo RV252 (100-mero),
resulté ser eficas. Por lo que, ¢l empleo de esta estrategfa se sugiere para 1a insercién de epftopes
b Sl en las regi P de 1a porina OmpC.
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