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RESUMEN

Las porinas son las proteinas mas abundantes en la membrana externa de las
bacterias Gram-negativas y son proteinas transmembranales que funcionan como canales
de difusion facilitada para moléculas de bajo peso molecular (600 KDa). Se ha demostrado
gue el complejo de las porinas de Salmonella typhi, juega un papel importante en la
induccion de inmunidad protectora contra el reto de la bacteria homdloga, en el modelo
murino. De este complejo, la porina OmpC participa en el proceso de induccion de
proteccion. Para identificar regiones potenciaimente antigénicas y estudiar la topologia de
esta proteina, se procedid a alinear las secuencias de las porinas OmpC de S. typhi y
Escherichia coli, en donde se observé que, de acuerdo al modelo cristalogréfico de OmpF
de E coli, los segmentos 246-255 y 290-303 corresponderian a las asas extracelulares By
7 de laOmpC de S. typh: ademas de que la reglon 246-254 es excluswa de S. typh: Por
otro lado, estas regiones estan predichas como zonas potencialmente inmunogénicas para

el reconocimiento por linfocitos B. Se sintetizaron quimECamehte-' dichos péptidos, el
| péptido unido a la resina se 'emulsiﬁcé con adyuvante completo de Freund y so
inmunizaron ratones de manera mdependlente Los anticuerpos resultantes fueron .
capaces de reconocer tanto a la protefna nativa como a Ia bacterla completa. Para realizer
el ratreo de anticuerpos monoclonales dirigidos contra estas regiones, se construyeron L
protemas de fusidn entre la subumdad B de la toxlna del colera (CTB) y las secuencuas' :
~ descritas, que por comparacion con la ponna OmpF de E. coli corresponderlan alas asas
6 y 7 respectivamente. Se sintetizaron oligonucleétidos cbdific’anteé “para | dichas
secuencias y S8 insertarc)n‘ en el extremo 5' del gen que codifica para la CTB. El gen

quimérico se empled para transformar E. COII y la cuantificacion de CTB en el meduo de |

CUIthO se reahzo por la técnica de GM1~ELISA Las protelnas de fusuon se |dent|ﬁcaron por,

el cambio en su peso molecular en comparacién con la CTB natlva Estas protemas de

fusidn permltleron la selecmon eficiente de clonas posutuvas mediante GIVI1 -ELISA Los

anticuerpos pohclonales y l0s monoclonales reconocieron tanto a la ponnanatwa como a
la bacteria completa. Estos resultados demuestran que estas regiones estan expuestas en

la superfiofe y que pueden corresponder a las asas 6 y 7. La observacion de que fueron
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accesibles a los anticuerpos sugiere que pueden estar involucrados en los mecanismos de
induccién de proteccion por la inmunizacién con porinas.



ABSTRACT

Porins are the most abundant proteins on the membrane of Gram negative bacteria. They
are transmembrane proteins which function as passive diffusion channels for low molecular
weight molecules. In a murine madel, it has been shown that Omp C from Salmonella typhi
plays a role in the protective immunity against the challenge with this bacteria. In order to
identify B-cell epitopes, specific for S. typhi only, the Escherichia coli and S. typhi OmpC
sequences were aligned. The 246255 and 285-303 aminoacid strands in the S. typhi
OmpC sequence were supposed to correspond to the extracellular loops 6 and 7.
According to the crystallographic model of E. coli Omp F, loops 6 and 7 are projected
extracellularly. In order to probe this assumption, peptides bearing these sequences were
generated by solid phase synthesrs and mice were lmmuntzed lndependently with both
peptides. These mice raised antibodies which recognrzed both, the native OmpC porln and
the whole S. fyphi 9,12,Vi; d. These results demonstrate that these reglons are indeed

“surface-exposed and may very well correspond to loops 6 and 7. In another side, mrce

were immunized with resin- bound peptides whose sequences have been proposed to

be part of exposed loops in S. typhi outer membrane protein OmpC To screen o
-'hybrtdomas for monoclonal anttbodles agarnst those epttOpes we. deS|gned fusron‘-__ | N
protems where the candidate peptlde sequence was attached to the amlno end of

“ cholera toxin B-subunit. (CTB) The constructed fusron protelns allowed the effrcrent, "

selectron of posrtlve cIones by GM1 ELISA Selected anttbodles recogntzed purtfled_'
OmpC and ‘whole Salmonella bacteria. This suggests a nattve structure of our -

~ genetically attached peptides in agreement with rmmunologtcal properttes reported for "
previous CTB recombrnant fusion prot_etns in a more general context CTB hybrrds

could be used to screen for anttbodtes towards |mmunogen|c epltopes in other i

| systems This mlght turn partlcularly useful when producmg antlbodles agarnst pepttde "
sequences in mrcroorganrsms whose handltng is drfftcult or that pose lnherent health_. : | e
risks. Moreover, the observatton that the loops were accessible to antibodies suggest that_' e
 they may be involved in protective mechanisms elicted by the immunization withporins.
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INTRODUCCION

Las proteinas que se encuentran insertadas en la membrana tienen segmentos
hidrofobicos que interaccionan con los fosfolipidos de la misma, esta interaccion
permite el énclaje de dichas moléculas debido al nimero de veces que atraviezah la
membrana originando a su vez que se expongan ciertas regiones hacia el exterior de
la bicapa lipidica.

La membrana de las bacterias Gram-negativas las proteje del medio externo,
pero a sus vez debe permitir un intercambio de solutos y s'olventes'necesarios para el
microorganismo. Las pormas protelnas de la membrana externa de las bactenas
gram negativas, se asocian en trimeros y tienen un peso molecular promedio entre 38
y 42 KDa. Son proteinas que cumplen esta funcnon ya que forman canales de dlfUSIOﬂ
facmtada con un llmlte de exclusion de aproxlmadamente 600 daltons

Por sus caracterlstlcas h:drofobucas henden a agregarse en soluc;on acuosa y
| es muy dlf|C|| solublllzarlas por Io tanto la determlnacnon de su estructura N
| crnstalograflca es compleja s:n embargo la descrlpcmn de Ias estructuras de una

. porlna de Rhodobacter capsulatus y de las porinas PhoE y Omp F de Eschencma col:_
B permlte saber que estas protemas tnenen una conformacuon de 16 rs plegadas o o |
antlparalelas con 7 loops cortos (de 2a 5 remdudos de amlnoacldos) hacna Ia parte NI

mterna y8 Ioops Iargos (5 a 44 remduos 14 en promedlo) expuestos hacna Ia -
| superﬂme dela bacterla | |

Deb|do a Ias dlflcultades que presenta su cnstahzacnon cada vez se utlllzan con

. 'mas frecuencia Ios algorltmos de predlcmon para obtener modelos estructurales de
las protemas de membrana en combmacnén con otros metodos y otras estrategtas |
o para comprobar |a eﬂcacna de Ios mnsmos | | :

v ——— . o=



Por otro lado, en nuestro laboratorio hemos descrito la importancia de estas
proteinas en la induccion de proteccién, en ratones, contra el reto de la bacteria

completa,” ® ? asi como su importancia en la induccién de los mecanismos de |a

10 11

respuesta inmune en los humanos. . Y dltimamente, la participacion de la porina

Omp C de Salmonella typhi en la induccién de proteccion en el modelo murino.'

Esta tesis tiene como finalidad identificar epitopos de la porina que sean

reconocidos por anticuerpos, mediante la predicion de los mismos y su posterior

“analisis inmunoguimico.

Consuderando la alta homologla que exuste entre las pormas de las bacterlas |

gram negatlvas , en este trabajo, se tomo la secuencua de la ponna Omp Cde -
Salmonella typhi " y se reallzo la preduccnon de reglones expuestas de |a mlsma

Posterlormente se alined con Ia secuenma de la porlna Omp Cde Escherlch:a coh Y
- se ellgleron dos reglones no compartldas es demr Salmonella-especmcas Estas :

secuencuas se suntetlzaron qulmlcamente Yy se evaluo Ia capac:dad antlgenlca del
péptido empleando conjugados quimicos y genétlcos Se generaron antlcuerpos o

pollclonales y monoclonales contra las reglones escogldas y estos fueron capaces de

. ."reconocer tanto a Ia porma natlva como a la bacter:a completa Estos resultados nos o
ha permltldo (Martin-Orozco N., manuscrlto en preparacmn) proponer un modelo de Ia;.:” o
| | t0po|og|a de dlcha proteina y conflrmar que estas secuencnas corresponden a Ia asas o

6 y 7 y que se encuentran expuestas en la porma y sobre la superﬂme de la bactena

Ademas esto permlte conﬂrmar que Ios antlcuerpos alcanzan Ia superflcue de la

- "bacterla y permlte corroborar el mecanlsmo de ellmlnamon de Ia mlsma propuesto por R

o '.'OF'(IZ y cols medlado por complemento y por facmtamon de la fagocutosns al opsonlsar-" e
o »a la mlsma | o |
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o 'complemento. -

GENERALIDADES.

1.1  Reconocimiento antigénico.

E! anticuerpo (Ac) y el receptor para el antigeno del linfacito T (TCR) tienen muchas |
caracterlstncas ssmllares Ambos poseen dominios varlables y constantes, y tienen
procesos de recornbmacuon genetlca semejantes. Sln embargo Ia forma med:ante la cual

el Ilnfoclto By el linfocito T reconocen al antlgeno son hgeramente dlferentes El antlcuerpo

reconoce antlgenos solubles o sobre superflc:les calularas pero SIempre en su‘ -

| -conformamén nativa, mlantras que el receptor de T solamente reconoce al antlgeno

asocnado con Ias moléculas de hlstocompatlbllldad (MHC) sobre la supemme de una celula '-

- presantadora de ant[geno (CPA) chhos antlgenos son procesados ylo degradados de tal S

manera que el determlnante antlgémco reconocndo por el TCR es solamente un fragmento_'_‘ o

- pequeno del antigeno onglnal

Otra dlferenc:la |mportante es qua el ant:cuerpo puede ser produmdo en dos_'-'_-

._formas como el receptor para el antugeno da la calula B 0 como antlcuerpo secretadc S e
;.fmientras que el TCR snampre es una proteina membranal mtagral EI antlcuerpo secretado
o 'es una molecula blfunmonal en donda Ias reglones vanables sa enlazan al antlgeno y Ios‘

CL domnruos constantes mteractuan con- receptores sobra Ias celulas de tepdos o] con eI- T
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Linfocitos T.

La inmunologia molecular, tuvo un gran avance a finales de los 80's con la
descripcion de la estructura cristalografica de la molécula de histocompatibilidad clase | °.
Dichos estudios, condujeron directamente al concepto de que el reconocimiento del
antigeno por células T, podria ser imitado por la adicion de péptidos derivados del
antigeno proteico intacto. A_unque estas observaciones son congruentes con la forma en
que los antigenos soh reconocidos por estas moléculas, las vias intracelulafes_ de

generacion de estos peptidos son totalmente diférentes la una de Ia otra.' Los péptidos

destinados a asociarse con moléculas clase |, se generan de proteinas sintetizadas o

introducidas directamente al citoplasma de la célula, mientras que los péptidos que s'e'.

asocian a moléculas clase Il son producidos en un compatimento endosomal o lisosomal’” .

Lineas celulares c‘on_mutaciones en genes QUe' aféctan una.u .otr'a’fde vlas_vias fueron o

identiﬁcadas 18 19

: conformacuon de la molecula esté mod|f|cada en estas mutantes mdlca que aun en .
celulas no lnfectadas la gran mayorla de las moleculas de MHC tlenen peptldos =
o enlazados a ellas presumtblemente dernvados de la degradacuon de protemas celulares L

normales 0 de matenal endomtado

La mteraccuon de la molecula del MHC con el peptndo fue wsto con una perspectlva' |

dlferente debldo al anahs;s de la unlon MHC-péptldo que reahzé Rammensee y cols

- Ellos descrlbleron que las secuencnas reconocndas contenlan motlvos (mot:fs-—secuencuas'

La observaclén de que la expresmn en la superf;ole celular o Ia'

it

"-de amlnoamdos que se replten) que eran aleloespecuﬁcas Estos secuencaas fueron, .- S



o 'Ia superﬁcxe de Ia protelna y no ocultos enla parte hldrofoblca

cdescritas de proteinas procesadas naturalmente. En el caso de las moléculas clase |, estos
motifs, han tenido un valor predictivo para identificar epitopos para linfocitos T CD8+, Estos
resultadoé sobre la secuencia de los péptidos junto con los datos estructurales han
provisto de una referencia muy fuerte para el estudio y el entendimiento del anclaje de los

péptidos al nicho de la molécula de histocompatibilidad.

Linfocitos B.

En la reaccion antigeno-anticuerpo, la molécula de anticuerpo no reconoce a todo

el antigeno a través de su sitio de unién. La porcién del antigeno que es el blanco de la

“union del anticuerpo se conoce como determinante antigenico y pueden h_‘abe__r mas de un
~ determinante antigénico por molécula. Para estudiar la especificidad del anticuerpo, se
necesita tener anticUerpos dirigidos cdntra un sold determihante antigénict), Los haptenos

son grupos funclonales que corresponden aun solo determmante anhgenlco por ejemplo -

pueden ser compuestos orgémcos como- eI trlnltrofenol (TNP) 0 bencenatzonato mono u

. ollgosacéndos tales como la glucosa o la Iactosa o un ohgopéptldo como la pentallsma

Los determlnantes antlgénlcos de Ias protelnas consnsten de reS|duos de B
- ‘.’.amlnoamdos en un arreglo trldlmensmnal determmado Los resuduos que hacen contacto
| con Ia parte complementana en la molecula de antlcuerpo se conocen como reSIduos de

| '?contacto Obv:amente para que hagan contacto estos res:duos deben estar expuestos en o
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L hacen unién con el antlgeno

1.2 Péptidos sintéticos como inmunégenos.
Histéricamente, los péptidos sintéticos han sido utilizados desde los afios 60's, mas

que nada como reactivos de investigacion. La disponibilidad de estos péptidos sintéticos

permitié un estudio sistematico de los parametros de la antigenicidad ** .

Sin embargo, para el caso de los linfocitos T, la presentacion del antigeno necesita

de un reconocimiento dual» (péptido y moléculas del complejo principal de

histocompatibilidad), por lo que nos enfrentamos a problemas dificiles de resolver *

Paré sintetizar un péptido determinado, es l:lt.il predeci_r las regiones de la proteina
que serian reconocidas por el sistema ihmune. Esto es complicado por el hechcj de que
ademas de los factores intrlnsedos relacionados con la estructura d.el"'ant'igeno' ;ﬁ'la
secuencia del 'mismo. '(motifs') muchos factores eXtrinséc’os r'elacit:hados con ia 'régulac:ién'

y el repertono del snstema mmune determlnan que SItIOS de una protetna son de hecho |

 reconacidas por hnfocntos T y B 4,

B 1. 3.Epitopos.

La antlgenlmdad de una proteina reSIde‘ en una parte restnnglda de |a molecula” o
conomda como determlnante antsgemco o epntopo Esta reglon esta accesnble en Ia
p superfncue de Ia molecula y es reconomda por los paratopes 0 sntnos de unton especiﬂcos o
e :de una molecula de anﬂcuerpo Los paratopes estan presentes en los extremos de cada"

uno de Ios dos Fab de los antlcuerpos y consnsten en nzos hlpervanables de ressduos que’ R
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Los tipos de epitopos se han clasificado en funcion de su union con el paratope

en®.

1.- Epitopos continuos que consisten en fragmentos lineales de residuos.

2.~ Epitopos discontinuos que consisten en residuos no contiguos en secuencia
pero unidos en la superficie de la proteina debido al plegamiento de la cadena
polipeptidica.

En cuanto al nimero de epitopos que puede haber en uha proteina podemos
comentar que; | |

1.- Una proteina '_cc'xntiene pocos épitopos dis_cretos lsituadosl en una 'superfic:ie .
altamenté,_at:t:e_sible y el resto .de la molecula no es'antigén'ica o no poseé antigeh_i(:idéd.

2.- Toda la superf'iCie acce'Sible de la molécula es un conjunto de epitopbs'que.-se |

traslapan potenmalmente capaces de unlrse con su aproplado paratope EI que un epltOpo

sea capaz de provocar una respuesta de antlcuerpos en un lndIVIdUO dependera de

| factores genétlcos de este como son el repertorlo genétlco de mmunoglobullnas Ia |

o toleranma y otros mecanlsmos reguladores

En protemas globulare's ”generélmente] lcjs' resuduos terminalés?. ‘son’

predommantemente superﬂmales Io que expllca porque Ios extremos ammo y carboxulo s

poseen antngemcsdad

Generalmente Ios epltopos de B corresponden a secuenmas dlscontlnuas Datosf‘_'l

_'__estructurales cnstalograﬂcos establecen que fos epltopos en Ias protemas natlvas:_: AN e



consisten en 15 a 22 residuos en un arreglo discontinuo. Sin embargo, calculos
energéticos sugieren que es un péptido de 5 a 6 aminoécidos el que contribuye con la mas

alta energia de union al complejo antigeno-anticuerpo, y los demas residuos soélo

contribuyen a la complementaridad %° .

El estudio a futuro de las estructuras de los epitopos debe considerar su estructura
nativa asi como las interacciones con el anticuerpo. El analisis cristalografico de un
peptido dé 19 aminodcidos proveniente de la miohemeritrina muestra una configuracion de |
hoja plégada en el nicho del ant_icuerpoy en forma:nati\}a corresp_onde a una region de'alfa.

hélice ¥

1 4 Métodos de prediccién de ep:topos

1 4. 1 Algorltmos de gredmcué

Los algontmos de prediccmn se han utnlnzado prmcnpalmente para dllumdar Ia;

estructura secundarla y terc:arla de proteinas partlendo de su secuencua de ammoacndos o
Estos han tenldo cxerto exnto para Ias protelnas globulares cuya base de datos e
]‘cnstalogréﬁcos es muy rica. Sm embargo en protelnas transmembranales esto se ha wstof:-_f”

- .hmltado deb|do a que muy pocas protemas transmembranales han sndo cnstallzadas y___‘

'_'anahzadas por dlfracmon de rayos )(28

Para Ia busqueda de cualqwer estructura en una protelna hellces ho;as plegadas S

-0 en nuestro caso smos anthemcos. se deben conocer Ias funcnones y ObjethOS de Ios B



o ep:topos contmuos en una protelna

algoritmos y a la par considerar los datos experimentales y caracteristicas de la

secuencia en estudio. Esto nos permitira elegir el método adecuado aplicable al caso de

prediccion

1.4.2 Prediccion de epitopos de B.

Los determinantes antigénicos reconocidos por linfocitos: B son regiones
generalmente expuestas al medio acuoso. Poseen principalmente aminoacidos con
cadenas laterales hidrofilicas y cargadas. La prediccion de epitopos de B esta basada en

estas caracteristicas.

1.4.2.1. 'M.étodo de Hoop y Woods

El metodo de Hoop y Woods . Iocal iza determlnantes antlgemcos reconomdos por_f-" |

||nfocnos B en una protema anallzando promedlos de hldroflholdad de !os ammoac:idos o

. .Encuentra el punto de mayor hudroflhmdad que corresponde 0 esta adyacente a un smo o

i _antlgém‘co. |

. 4 2 2 Metodo de Karplus y Shultz

El método propuesto por Karplus y Shulz plantea que la movuhdad de |os segmentos '. =

-_a lo Iargo de una cadena pOleeptldICa esta correlaoaonada con la Iocahzac:on de los R



La localizacidon de un epitopo en una region movil es ventajosa debido a que facilita,
para el epitopo, ajustarse a un paratope preexistente y esto permite encontrar su pareja de
anticuerpo que le ajuste. La movilidad puede mejorar la complementaridad de las regiones

de contacto por un fenémeno de ajuste.

La informacién acerca de la movilidad en proteinas proviene de estudios de
resonancia magnética nuclear (RMN) y estudios cristalograficos, con parametros sobre
movimientos répidos de las cadenas laterales. Estos métodos proveen los factores de

temperatura atomica (valores B o Debye-Waller) que representén' el' desp_legado de los

‘minimos cuadrados de cada atomo de un promedio bien determindo de posiciones

~ (desplazamiento minimo de cada &tomo en un promedio de posiciones.)

15 Pépt'idos siméticos.

El desarrollo de la s(ntesns de péptldos ha permltldo estudlar parametros de o

‘antlgenlmdad como son composucuon quumlca tamaﬁo forma carga y confngniracnon
Ademas de estudlos en lnmunldad celular como mteraccuones celula-celula especnflmdad:    B |
) 'en el reconocnmlento de Ios antlgenos de hnfocutos T y B toIerancna y restrucc:on genetlca

: entre otros Se ha vnsualizado su uso posterlor para Ia producuon de vacunas snntetlcas y' o

A antlcuerpos monoclonales en Ia lnmunoterapla

Las Ilmltamones en eI uso sustematuco de los peptldos son el costo y el numero

N | necesano para realizar una evaluacnon completa de la secuencua en estudlo
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Es importante sefalar la diferencia entre antigenicidad e inmunogenicidad de un

péptido. La antigenicidad se refiere a la habilidad de una proteina o un péptido de unirse

especificamente a un anticuerpo incluso en condiciones in vitro, mientras que la

inmunogenicidad '_se refiere a la capacidad del antigeno de provocar una respuesta de
anticuerpos. La pfimera es una caracteristica intrinseca del péptido mientras que la
segunda depende de las funciones de Imfocltos By T cooperadores del protocolo de
mmunlzamén de la naturaleza de las interacciones entre I|nf00|tos T y B de la genetlca del
anlmal inmunizado y de otras c_:aracterrstrcas extnnsn_cas. ‘Los estudios de pepﬂd_os
sintéticds conju_gados con .p'rotei'nas 'het_erélo_gas bu:scian __antigehicidad cdn respéc_to_a Ia's.

células B, mas no inmunogenicidad.

Los peptudos suntétlcos pueden provocar una respuesta de antlcuerpos que_

| ‘reconozcan tanto al peptudo como a Ia protema natlva Se ha observado que antlcuerpos

o monoclonales anti la protelna natwa no reconcen a Ios péptldos

Antlpepttdos se han utlhzado para detectar camblos conformacuonales en protemas

o y para Ia purlﬂcaclon de protemas clonadas y/o fusnonadas con el peptldo en su extremo' o

| 'carboxulo o) ammo

MIl_ICh Cl_aSIﬁCO operétivamenté’ alos ah_t_iCuerpos' a:ntip'épt"idos en:?



a) Antipéptidos que reaccionan con el péptido inmundgeno mas no con la proteina
nativa (péptidos especificos).

b) Antipéptidos que reaccionan con el péptido inmundgeno y con la proteina nativa,
pero que no compiten con los anticuerpos producidos por la inmunizacion con la proteina
nativa (péptidos unicos);

¢) Antipéptidos que reaccionan con el péptido inmundgeno y'. con la prctel'na nativa

y que compiten con anticuerpos producidos inmunizando con la proteina nativa

- (determinantes secuenciales especificos).

" 2.1 Las Porinas.

La membrana externa de las bacteries .Gram_—negativas _funcionafcomo'un filtro

N molecular para compuestos hldl‘OfIlICOS y protege a Ia célula de algunos mecanlsmos de |
'defensa del orgamsmo hospedero Uno de los pnncspales componentes actlvos de la:
"membrana externa con estas prop:edades son Ias porlnas Estas prote:nas con oesos':‘f o
"moleculares de 38 000-42 000 Da se ensamblan como trimeros y forman poros o canales

| que permlten |a dlfUSIon tnespeclflca de pequenas moleculas hldrofihcas al fnterlor de Ia.' o

j bactena

Las ponnas |dent|ﬂcadas en Eschenchla col: y Salmonella typhlmunum son Omp C "

R mep F y Pho E presentes en ambas cepas y Omp D presente exclusnvamente en S " 8
o typhlmunum Estas proteinas son muy semejantes entre su y tan solo d|f|eren en su' o

o -'_'._-’selectlvxdad y at” mdad por grupos lOﬂICOS Las estructuras de las ponnas presentan una:--v-”‘ e



gran estabilidad en presencia de detergentes como las sales biliares y el SDS, y son

altamente resistentes a la accién de algunas proteasas * *° .

2.1.1 Estructura de las porinas.

2.1.1.1 El monomero.

Dentro de la familia de porinas de los generos EScheﬁchia y Salmohe/la, |as. mas
estudiadas son QmpF y PhoE de E. coli, pero debido a su gran homologia (mas del 60%),
se considéra que la estructura de las otras porinas es fnUy similar. Estan formadas por tres
mondmeros idénticos de forma cilindrica semejante a un barril (Figura 1). La entrada de!
poro la delimitan I'érgas prolongaciones del cilindro que, al inclinéf_sé' hacia el_céhtr_o' del
, ,cahal, restringeh su acceso. A la mitad de Ia altura, el diér'n'etr_'o dé_l poro se -fe'duc_é‘ pc.)r'el
 doblamiento de una de sus paredes hacia el inte'rio’r._. Esta zona de 'r'_e.Stricc_iéh determina el
p'as'o' de las :mo'_léculas de _diferentevtama'ﬁoi_ y _pQIa'ridéd. EI poro se ':_y\'(Lievlvv‘e a é:brir y
conser\'r_é sus dime'nsiones_ hasta el otro extremo, 'el"iéual '__déSembovca en _‘vé_l. “espécio ”

perlplasmnco de Ia bacterla

El monémero de Ias pormas es un pollpep’udo de 336 reS|duos en promedlo Los‘.“_' .

estudlos cnsta|ograf|cos reallzados en OmpF y PhoE con resoluc:lon de 2 4 A y 30 A_" N
respectlvamente muestran que Ia unidad estructural es un barrnl [ formado por 16_ |
» reglones de hc)Jas antl—paralelas enlazadas en sus extremos por horqulllas y por Iargas e

N asas con algunas a-hehces mtercaladas EI CIhndro se forma al cerrarse Ias estructuras B

. de manera pseudo-cucllca medlante un enlace lénlco entre el extremo carboxnlo de Ia hOja-

 B-16y el extremo amlno de i3 ho;a B~13



Figura 1.._ Modela tridimensional de la horina OmpF de E.:~¢dii."Estrucfwa'}

. definida por cristalografia de rayos X a una definicién de 2.6 A. Tomado de Rosenbouch . o

e



En el centro del barril se forma un canal inclinado con respecto al eje longitudinal, el
cual esié rodeado por dos "cinturones” de aminoacidos aromaticos que por su interaccion
con la membrana le permiten, a la porina, anclarse a la misma ® . La entrada del poro esta
restringida por las asas largas y disparejas que se extienden hacia el centro generando un
didmetro de 11 A a 19 A. La salida del poro al espacio periplasmico, en cambio, tiene
dimensiones de 15 x 22 A, y esta definida por las vueltas 8. El mayor numero de
modificaciones en la secuencia protéica entre una y otra porina se'localiza en estas asas, y
por tanto son éstas las reéponsables de la diferencia én el tamaﬁo de entrada de los
poros °. Esta proteina comparte muchas p'ropiedade.s estructurales y funcionales con. otras

porinas, pero no asi la homologia de sus secuencias.

2112 El trimero.

Los monémeros de las porinas se ensamblan en el espacio "periplésmico de la
bacteria para incorpOrarse ala membrananterha 'formando trimeros Contrarlamente a
“lo que antes se crela Ios canales no se fusnonan dentro del mlsmo tnmero snno que estan o

bnen separados por una dlstanma de »35 A°G.

La prmmpal contrlbumén ala formaclon del tnmero es el entrecruzamlento de Ias-._"
o 'reg|ones hldrofoblcas de las vueltas B 1-5 y 13 16 donde los dlez reSIduos carboxnlo de Ia-: :
'_reglon B 16 en parﬂcular el ultimo (una femlalanlna muy conservada en las pormas) son |

: esencnales para el correcto ensamblaje y E estabmdad de a porlna 35 %6

15
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2.1.1.3 Expresion y funcion de las porinas.

Las porinas se encuentran en la superficie de la bacteria en cantidad relativamente
elevada, (hasta 10° copias por célula), por lo que constituyen una de las proteinas mas
abundantes en la bacteria en términos de masa; pueden representar hasta un 2% de la
proteina total de la célula. Hasta el momento las porinas mas estudiadas son las de E. coli

y S. typhimurium.®

Las condiciones de crecimiento, como la actividad osmética y la temperatura,
regulan la expresién de las porinas. En un medio de cultivo comin (que contenga fuentes
de C y N, factores de crecimiento y sales minerales) solo OmpF, OmpC y OmpD se

producen; - PhoE L'xnicamente se expresa 'bajo :condiciones de escasez -de fosfatOs. La

_expresnon de OmpF se reprime por la temperatura y la osmolandad elevadas por io que

algunas cepas practlcamente no snntetuzan esta protema a 37°C y en presencna de |

'aproxlmadamente 0.9% de NaCl. Por el contrano Ia expresnén de OmpC se ve favoreCIda' a

con mveles elevados de sales

OmpC y OmpF son proteinas muy semejantes funclonal y estructuralmente sus, -

. poros tlenen tamaﬁos de exclusnén snmllares (M,» 600 dal) y dlametros que varlan entre e
1. 1 y 1.3 nm ® Se cree que estas dos protemas yla ponna Pho E evoluc;onaron de una_'
- protelna ancenstral comun ya que Ias secuenmas proteucas conhenen un 63% de
AAAI’;amlnoacndos |dent|cos y QUe esta homologla se mcrementa hasta en un 86% en él extremo -
- carboxulo de ambas Protemas AI reahzar estudlos in vn‘ro en Ios que se reconstltuyen las.'_'__.- o

"-'porlnas en membranas hpfdlcas 56 ha demostrado que Ias pormas de E coh son -

16



permeables a trisacaridos y tetrapéptidos; lo que implica que permiten el paso de
nutrientes y iones a través de la membrana externa de la bacteria. Ademas, la medicion de

la conductancia (G) en estas membranas, ha permitido calcular el diametro de los poros

No hay informacién que muestre la especificidad del poro hacia los solutos; sino
que aparentemente son las propiedades fisicoquimicas de los solutos las que determinan
su velocidad de difusion a través de la porina; siendo tres las principales: a) el tamanio, b)

la carga eléctrica y ¢) la hidrofobicidad del soluto %

2.1.2 Inmunogenicidad de las porinas de S. typhi.

Las porinas de S. typhi desempeﬁan un importante_papel é_n la induccion de una

| respuesta lnmune contra la fiebre tnfondea

Se ha demostrado que estas protemas estlmulan mecamsmos efectores humorales

y celulares en el modelo munno y que son buenos mmunogenos para Ia mduccuon de un .
estado de proteccmn contra la mfeccuén por |a bactena
| Se comprobo que un suero anta-protemas de membrana externa (PMEs) de S typh: | .
| empleado para mducnr |a proteccnon paswa en ratones reccnocuo con mayor mtensndad a"-- o
| ‘:'las ponnas de las dlferentes cepas de Salmonella utlhzadas en un ensayo de |nmuno—‘"_'_-"" .

| »electrotransferencua Este hecho mostro que |as pormas podian ser %os antlgenos

B ‘_responsabies de Ia mducc:lon de proteccuén

Més adelante Ia mmumzamon con cantldades tan pequenas como 10 mg de ponnas .' )

| N punﬂcadas de Salmonella typh: conﬂno proteccuon al 90% de los ratones NIH retados con,”: o



PR pen—

500 DLsp de la misma bacteria. En cambio no se indujo proteccion al reto con Salmonelfa
typhimurium en las mismas condiciones, lo cual demuestra una respuesta especie-

especifica a las porinas °.

El empleo de anticuerpos monoclonales de isotipo IgM anti-porinas de S. typhi
9,12 Vi.d confirid una proteccion del 60% al reto con 20 DLsy en el modelo murino™

mientras que los anticuerpos monoclonales anti-lipopolisacarido no indujeron proteccion™ .

Las porinas de S. typhi son también inmunoqénicas en el humano. Esto se
demostrd cuando, al evaluar la respuesta inmune humoral de pamentes con fuebre tlfmdea'
en fase convalec:ente 56 encontraron antlcuerpos de clase lgG dll’lg!dOS contra |as
pormas 10 De igual modo, la admlnustrac:on de la vacuna antstlfo:dlca oral IndeO la |

produccmn de antlcuerpos anti- porlnas en las personas estudladas

| Se. demOStrél q’ue ‘las "porinas de Salm'onel"lé typhf Salmonella typhtmunum y a

Eschenchfa col: son capaces de inducir la prollferaclon m wtro de Imfocntos de ratones NIH, .

| ‘mmunlzados con PME de S typh: y mas aun que Ia respuesta a las ponnas de S typh: no .

se deblo a la presenCIa de LPS

La ponna OmpC recomblnante es capaz de mducnr una proteccuon del 30% al reto | (.

- - con 100 DL50 de Ia bactena vuva



Estos hallazgos en torno a las porinas de S. typhi y su papel en la respuesta
inmune, han motivado un estudio mas profundo sobre su antigenicidad; es decir, sobre las

regiones de la proteina responsables de la induccidn de proteccion.

2.2 Prediccion de epitopos

- Los determinantes antigénicos de una proteina, o epitopos, son aquellas regiones

contra las cuales esta dirigida la respuesta inmune. A partir del estudio y comparacion de

un gran nimero de regiones identificadas en diversas proteinas, se ha podido establecer

que:

1.- Los epitopos reconocidos por linfocitos T estan contenidbs en una p'equeﬁa |

region de la" proteina “definida por secuenclas espemf icas dentro de Ias cuales se

ldentlf can ciertos amlnoac:ldos de anclaje al nlcho de Ia molecula de hlstocompatlblltdad

“en funcion del haplohpo del que se tratev o

2 Los epltopos reconocudos por llnfomtos B conmsten en amnnoacudos que pueden‘
»o no ser contlguos en Ia secuenc:a pero que se encuentran umdos en Ia superftCIe de la

- protelna debldo al plegamlento dela cadena pohpeptldlca 4“4

Se ha empleado una. vanedad de tecnlcas para la busqueda de estos smos
ﬂ_.‘.ant;genlcos dentro de Ias protemas Entre ellas Ias mas utllnzadas han s:do la
.fragmentaclon quimlcaoenmmatlca de Ia protema Ia cIonacnon de fragmentos genehcos y .

- :Ia eIaboracuon de pépt:dos suntettcos Reclentemente con la lntroducclén de Ios metodos |



que permiten la sintesis simultanea de muchas secuencias cortas, los péptidos sintéticos

se han empleado como el medio primario para la identificacion de los epitopos *

Una estrategia para el mapeo de los epitopos puede ser la de sintetizar varios
péptidos con secuencias traslapadas que en total abarquen toda la secuencia de la
proteina, Sin embargo, esto resulta demasiado costoso y laborioso; por lo que otra

alternativa es la sintesis de péptidos seleccionados mediante una prediccion de epitopos.

En la actuaiidad se cuenta con diversos métodos computacionales elaborados a
partir de estudios y modelos matematicos, que pe'rmiten establecer predicciones de las
regiones de la proteina que puedan ser antigénicas. |

" Se ha descrito, por otro lado, que entre Ias'caracteristica‘lé'_.imp,orfa_htés__de'los_
epitopt_is péra inducir la respuesta inmuné de lgas'célu_la'sB, .se. encuen'tlfén' las d_e ser _Ié_as_
_s'ecuencias més expuestas "en la superficie de la pro'téina. y as mismb ser éltéMerite-
| hldl’OfI|IcaS cargadas y flexnbles Para establecer Ias prednccnones de epltOpOS.'.
| reconocnbles por celulas B se tlenen varlos programas de computadora | | |
EI programa del paquete PCGENE denommado FLEXPRO 2 282 basa sus -

predlcc:|ones en el mcdelo de fleXIbllldad 0 movmdad de las reglones antlgenlcas

. 'estudlado por Karpluz y Schulz Con base en estudlos de resonanma magnetlca nuclear y

anaIISIS crlstalograf icos a muy alta resolucwn se determmaron coef c:entes de agltacmn'_ |
termlca (valores de Debye-Waner) que representan eI desplazamlento minlmo de cada .

atomo en un promedlo determlnado de poswlones Tomando en cuenta el factor Debye— | "
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Waller para el carbono-a de los aminoacidos, el algoritmo selecciona aquellas regiones
que, a lo largo de la secuencia, muestran los valores de movilidad mas elevados.

Los métodos para predecir epitopos, han tenido un éxito parcial en la localizacion
de regiones antigénicas en la superficie de las proteinas y han permitido generar

antigenos capaces de inducir anticuerpos que muestren reactividad cruzada con la

proteina nativa *°.

En este trabajo se reporta Ia_identif_ic‘acién de dos regiones expuestas de la porina

Omp C de Salmonella typhi, mediante un mapeocon ariticuerpcs, para el que se utilizaron

tanto péptidos sintéticos como protefnas h_ibridas, las cuales contienen al péptido 'predlicho.



o _'sequence analysus software system (C) A Bawoch/ Umversuty of Geneva/ Swstzerland

MATERIALES Y METODOS.

- Cepas bacterianas y medios de cultivo.
La cepa virulenta Salmonella typhi 9,12, Vi.d se aislé originalmente de un paciente
con fiebre tifoidea y desde entonces se ha mantenido en nuestro laboratorio. Se crece en

medio minimo "A”, conteniendo 0.1% de extracto de levadura y 0.5% de glucosa. La cepa

- Escherichia coli UH302/psT13, expresa uUnicamente la poriha OmpC recombinante de

Salmonella typhi (rOmpC) y fue gentllmente donada por el Dr Felipe Cabello (New York |

Medlcal College) y se crecid en medlo minimo “A" suplementado con 50|ngml de

'amplcmna La cepa Eschenchla COII K12 fue donada por el Instututo Nacnonel de'

Dlagnostlco y Referencua Epldemioléglca de Ia Secretarla de Salud Mexmo D F

- Alslamlento dela ponna OmpC recombmante de Salmonella typm

La ponna rOmpC de S tyohi se alslé de la cepa cepa E. coh UH302/psT13-_ o

medlante una modlflcacmn del metodo descrlto por N|ka|do y deecnto con antenorlded °

. Pfediccion 'de |os sitios antigén'icos de'lalﬁp'oﬁnébmpc de ..sa,;nb,,é,;é" *,y,,;,; L
Se buscaron epltOpos medtante algorltmos de predlccnonen Ia secuenma de la | e
ponna OmpC de Salmonella typhl 9, 12 Viid de 378 ammoacndos reporteda por Calva y
_.‘..;»:Cols . y Ias predlcmones de ep:topos de B se reahzaron con el Programa FLEXPR O iy b

| -(versuon 203 1989) del paquete PCGENE (PCGENE the nuclelc acnd and protem



(T.M) Intelligenetics Inc. Release 6.26/ 1990). Los programas ANTIGEN y FLEXPRO se
utilizaron para predecir epitopos, PALING para el alineamiento de las secuencias y
QGSEARCH para identificar la presencia da secuencias repetidas en otras regiones de |a
proteina.

~ El programa FLEXPRO basado en el modelo de flexibilidad o movilidad de los
antigenos reportado por Karpluz y Shulz toma como medida de ﬂembmdad los factores de
temperatura atdmica (valores Bo factores Debye—WalIer) con respecto al carbono alfa. Los |
valores B representan el mlnlr_no cuadrado de_l desplazamlneto -de cada atomo en una
posicién promedio “. | | ‘

El metodo clasifica a los aminoécidos segun los valo"res' de‘ B en rigidos cuando

presenten un valor de B menor que 1yen flexlbles 0 movnles cuando B sea mayor de 1.

Determma una segunda escala en funcuon de los valores de B (normahzados) de Ios :

resnduos. vecunales contlguosv(n+1 n—1) Cuando se. presenta un vecuno ngldo el valor

asngnado es lntermedlo nlngun vecino rlgtdo a5|gna un valor mowl o] dos vecnnos rlgldos -
“corresponden aun valor de rlgldez | B | "
| Esta segunda escala sirve para Ia predlcmon de f|eXIb||ldad de secuehcués eh t.Jn.a RIS
i posmlon n, ponderando los valores desde las posucmnes n-3 a Ia n+3 usando Ios valores

:"_025 05,0.75,1,0.75, 05y025 S |
Reporta el perfll de movilidad cbmo los valores deBa lo Iargo dé Ia Secuehma Y Ios:._ |  _ S

10 valores de B mas altos como pos1bles regaones antlgemcas Se rea!czo eI anaI|S|s con f o ‘

ventanas de 6 amlnoamdos
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| pollamlda

L.as secuencias identificadas por éste método fueron comparadas a las obtenidas

por otros metodos (ANTIGEN), basados en la hidrofilicidad de la secuencia.

- Sintesis de péptidos.

Péptidos sintéticos solubles,

La sintesis, del péptido 246-255 (GTSNGSNPST), se reali_zé sobre un soporte
solido de polidimetilacrilamida Novasyn KA, empleandd la técnica de derivados Fmoc v el

desprendimiento con acido trifluoroacético. La purificacion de los péptidos sintéticos se

| relizd por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), erhpleando una columna C-18

(m-Bondapak 125 A.10 mm 7.8 x 300 mm) y un flujo de 2.5 ml/min .

El péplico 286-303 (LQSKGKDISNGYGASYGDQ) so smtetlzo empleando la

-técnlca de smtesus de peptldos en fase soltda con la quimlca de Ios denvados F-moc en

48 49 30

Se obtuvo con una pureza del 75% al pasarlo por una columna C 18 de fase reversa por

cromatograﬂa hqunda de alta resolucnon (HPLC)

Pept;dos smtetlcos umdos a resma |

Se acoplaron los peptldos (GTSNGSNPST y LQSKGKDlSNGYGASYGDQ) a una .

esma de smteS|s en fase soltda (0 25 mmol) utlhzando un smtetlzador semlautomatlco__"_'j o
s (Novablochem CA USA) Para lo cual se usd una resina comercnal ba5|ca Novasyn KD y S

‘-'s__e ;_emple_é la qwmlca;_de denvados F_-moc_(15_y__16 del_ D). La desprot_eccmn--de;_los 9’-“905;

enun smtetlzador PS—3 de Proteln Technologles Inc (Tucson Az EUA) ) L



laterales sin desprender el péptido de la resina, fue posible gracias a la alta resistencia de

la unién benzyl-ester al TFA."!

- Conjugacion a proteinas acarreadoras.

Union quimica.

El péptido sintetico, 286-303, se conjugd empleando el método de carbodiimidas, a
tres acarreadores diferentes: albimina seérica bovina (BSA), hemocianina (KLH) y lisozima;
para lo cual se empled un kit dé conjugacién Imject immunogen EDC Conjugation Kit with
BSA and KLH (No. 77101 G) de Pierce. Este método ée basa en la activacion de grupos
caboxilos por el h|drocloruro de 1-Etil-3- (3-d|metulam|noprop||) carbodumlda (EDC) y su

posterlor reaccién con amlnas pnmarlas .

Las mezclas de reaccion se purificaron por ﬂltracnon en gel empleando columnas de o
| exclusmn molecular de dextranas y se colectaron fraccnones elu;das de 05 ml Se:-__

determlno su absorbancna a 280 nm

‘Engem'as de i’nmUnizacién E

7 Los conjugados qunmlcos se emplearon para mmumzar ratones de la cepa '_

" CSHIFeJ hembras yde 6 semanas de edad (donados por el Instltuto Nauonal de nglene_-_' B
":".‘}SSA) segun el mgunente protocolo
D|a 0 Inmun:zacmn subcutanea con 200 mg del conjugado BSA-peptido en'_',_ |

adyuvante completo de Freund por cada raton "_ e



Dia 7: Refuerzo con 100 mg del conjugado péptido-KLH por via intravenosa.

Dia 14: Sangrado de los ratones y obtencion de los sueros de manera individual.

- El conjugado peptidil-resina se resuspendid en agua desionizada con un volumen
igual de adyuvante completo de Freund, dicha preparacic')n se soni»cc') (Soniprep 150) hasta
que se formd una emulsion homogénea. Se administraron inyecciones intraperitoneales, a
grupos de 5 ratones cada uno' de la cepa C3H/FeJ, con el siguiente esquema:

Dia 1: Dosis de 0.5 mg de peptidil-resina, que corresponde aproximadamente 10 g

del péptido. |
" Dia15: Réfuerz_o con una dosis igual a la ante__rior.

- Dia 21: Sangrado de_los 'r__atones y obtencidn de' los sueros de mahevra individual.

- Evaluacién inmunoguimica de los sueros de ratén.

a- ﬂtulacién de los suerbs "

Los sueros se. tttularon medlante ensayos mmunoenznmatlc,os en fase sohda_] |

““(ELISA) 2 seguun se descrlbe brevemente a contmuacnon Se recubneron placas de o

N ‘pohestlreno de 96 pozos de fondo plano (Nunc Co) con 5 pglpozo del conjugado ||Soz|ma__ o PR

3 pepth en amortlguador de carbonatos (pH 9 5) Se bloqueo con una solucnon de PBS-’ 2l

| _‘ '-gelatma-'(S%) y se anadleron Ios sueros de |os ratones en dllUCIOI’]eS serladas de 1 50' o L

o hasta 1. 3200 Como segundo antlc;uerpo se anadlo el conjugado [Sigma Co antn-mouse-l R

o -IgG (whole molecule Peroxndase f‘onjugate] en dnlucnon 1: 1000 Se revelo la placa de |gual"-. o |

o manera que los ensayos mmunoenznmatlcos
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b.- Ensayo con la protelna nativa.
Se recubrieron las placas de ELISA con 2 jg/pozo de la porina recombinante (rOmp
C), obtenida de la cepa E. coli UH302 pST13 por el método de Nikaido °. Se realizd el

ensayo del mismo modo que los anteriores, y se reporto el reconocimiento de la proteina

- nativa por los sueros inmunes.

c.- Ensayo de competencia.
Se realizd el ensayo de ELISA de manera similar al sefialado en el inciso a.-; con la

diferencia de que los sueros de ratdon se incubaron junto con el peptido libre en

_concéntraciones variables (desde 1 0%a 107 M). Los resultados de ab_sorbancia'a 490 nm

se reportan en términos de porciento de inhibicion de la interaccion de los anticuerpos anti-

conjugado con el antigeno.

- Obtenclén de antlcuerpos pollclonales antl-péptldo

Preparacnon del mmunéqeno

Los peptldos smtettzados y umdos a Ia resma KD se resuspendneron en agua
destnlada y desmmzada adlclonado de adyuvante mcompleto de Fraund Posterlormente

la preparacuon se homogemzé en un somcador "Sonlprep 150" en mtervalos de un mmuto

hasta que la mezcla tomo un aspecto lechoso



Esquema de inmunizacion.

Ratones con un peso prorﬁedio de 14 a 16 g fueron inmunizados dos veces con 0.5
mg de la mezcla péptido-resina (aproximadamente 10 ug de péptido), con intervalos de 15
dias. Siete dias después, se sangraron por puncion retroorbital y el titulo de anticuerpos se
evalud mediante la técnica de ELISA, empleando como antigeno a la porina Omp C
recombinante. Cada vez que se requiri6 mas suero, los ratc')hes se reforzaron y se

sangraron 4 dias después de la Ultima inmunizacion.

. Proteinas hibridas PAP-CTB.

Diserio de los oligonuclestidos.

~Las secuencias nucleotldlcas elegldas fue elaborada ad hoc para este trabajo y fue -
dlsenada como dos cadenas sencnlas complementarlas que al ser apareadas m v:tro o
dejan dos extremos llbres de cadena sencnlla los cuales a su vez son complementanos a‘_ x

Ios extremos generados despues de dlgenr con las enznmas Sac I y Xma . La secuencna""'

'? _‘ msertada del péptldo 246-255 mcluye un smo de reconocnmlento para Ia enZIma de___‘,{.i".E T
‘4.testricc:|on Kpn I y al regenerarse el plasmndo no se reconstnuye el SIth de Sac I Los _

! ohgonucleotldos fueron elaborados en Ia Umdad de SmteSIs del Departamento de :

. -.Inmunologla de |a Unlver5|dad de Uppsala Suec:la y en Ia compania Ollgos Etc En Ia | 'ﬁ -
.__eleccmn de los trlpletes se tomo en cuenta el uso preferenmal de codones empleado por E

coh



Construccion genética.

Se empled el plasmido pJS 752-3 *° (Figura 2) el cual contiene el gen de la
subunidad B de la toxina del colera (1202 pb) controlada por el promotor tac. En el extremo

codificante para el amino terminal (5') existe un sitio de corte para la enzima Sac | y otro

para la enzima Xma |.

El plasmido fué purificado por métados convencionales ** y digerido con la enzima
Xma | (New England, Biolabs). Después de verificar la totalidad de la digestion, el vector
fué extraido con fenal-cloroformo y precipitado con etanol. Este ADN fué digeridd conla
enzima Sac | y repurificado._ AI plasmido lineal se le agregd un exceso molar de
o_ligonuclec'atidos (50:1) y se'cirb;ilarizé con DNA Iigasé de 'T4.(Gibco, BRL), por 16_hrs a
5, | .

Este ADN leé 'empleadd "para trénsformaf CéIUIa's competéhtes' DH5a (v'ef:abajo)
-Las colonlas recomblnantes obtentdas fueron ldentlfucadas medlante Ia purlﬂcauon de -
.plasmldo en pequena escala su dngestnén con las enznmas Kpnl jUf‘ltO con Hnndlll y Ia_'__ |

- wsuahzacnon en electroforems de las bandas de 1 2 Kb (mserto) y de 4 7 Kb (vector)

. ElectroforeS|s de aqarosa

Para el anahsrs de Ias moleculas de DNA se emplearon geles de agarosa al 1 y 2%_ Pl -

oy un sustema de buffer de Tns—Boratos~EDTA 5‘* Bl commnento se llevo a cabo_" B

- aproxmadamente durante 15 mlnqtos y a 75 Voltlos despues se tlné el gel con Bromuro o

de etudio (0 5 mglml en agua) para contmuar el corrlmuento hasta que la separacmn de Ias- ol
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o ngra 2. Mapa del plasmldo pJS?52 -3. La proielna
~ CTB esté codificada por el gen tox By éste se

- encuentra fuertemente regulado por el promotor tacP-

el T kf@SiStGﬂCla a arnplolhna

1., Se muestran los sitios de restnccmn y se mdlca Ia



bandas era adecuada. En la observacion de los geles se utilizé Luz ultravioleta larga (366

nm) y se documentaron mediante fotografia empleando una camara Polaroid MP-4, filtro

Wratten 22 y pelicula Polaroid 667.

Transformacion de células competentes.

Las células competentes que se emplearon fueron E. coli 5o (Gibco, BRL)
preparadas por un método modificado de Hanahan *. Las modificaciones consistieron en

la omisidn de hexamina cobalto, DTT y DMSO al buffer FSB. La transformacion se realizo

siguiendo el método de Hanahan.

' Produccion de las proteinas hibridas.

Las 'colorii'as recombiriantes 56 crecieron en rﬁedio Luria- coh’ ampicilina 02
mg/mi * hasta la fase estacxonarla tardia (16 18 hrs) y se cosecharon a 6 000 X g,

colectandose tanto la pastllla celular como el sobrenadante |

Obtenc:lén de CTB ' de PAP CTB gor grecngutacnon con (NH4)ZSO4

El sobrenadante del cuitnvo fue recuperado se mldlo su volumen y se |e agregoj-‘ AR

| sulfato de amomo hasta el 70% de saturacuon Se agnté hasta dlsolverse y se mantuvo a__'-- U

X 4°C pcr 16 horas con agntacuén El precnpltado se colecto a 13 OOO xg por 20 mlnutos Se.-_; R

-'resuspendlé en un centéslmo del volumen lmcial de PBS



.....

. se descrlbe brevemente

Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).

La SDS-PAGE de la subunidad B nativa y recombinante se hizo en una unidad
electroforética para geles verticales en placa (Gibco, BRL) en condiciones reductoras y
sistema dé amortiguadores discontinuos, de acuerdo al método de Laemmeli *°. Como
amortiguador de muestra se usé Tris 0.125 M pH 6.8, que contenia SDS al 2 %,
B-mercaptbetanol al 5 %, glicerol al 10 % y azul de bromofenol al 0.005 % El gel superior
contenfa 5 % de acrilamida, 0.13 % de bis-acrilamida, 0.1% de SDS en :amortiguador de
Tris-HCI 0.125 M pH 6.8. El gel separador contenia 15.0 % de acrilamida, 2.5 % de
bis-acrilamida, 0.19 % de SDS _en amortiguador de Tris—HCII 0;35 MpH 8.8.

El cbrrimiento eIeCtroforético se llevo .a.__cabo durante apmximadamente 2 h',

empleando 30 mA por placa y corho amOrtiguador de COrri'miénto'TrisO 025 M, 'glicina_

0.192 M, SDS al 0 1 %, pH 8. 3 Postenormente Ios geles se tuneron durante 1 h enuna

| solucuﬁn de azul de CoomaSIe R—250 al 0.25 % en metanol émdo acetlco-agua (45 10; 45) -_

Se destmeron empleando una solucuén de metanol-écndo acetlco-agua (5 10 85) hasta que o

el fondo. del gel estaba transparente

Ensavo mmunoenznmétlco en fase séllda (GM1 -ELISA)

Para determmar la presenma de Ia subumdad B de la toxnna del colera en el‘f_‘ EA

sobrenadante de cultlvo de Ia bactena recomblnante se empleo el metodo de ELISA como"*' SRATTE



. en termmos de las lecturas de absorbancua a 490 nm.

Se recubrieron placas de poliestireno de 96 pozos (Corning), con 100 mi/pozo de

una solucion de 1.5 mM de ganglidsido GM, en PBS (Na,HPQO4 1.236 g/l, NaH,PO,4 0.180

afl, NaCl 8.5 gfl) y se incubd a temperatura ambiente durante toda la noche. Las placas se

lavaron con PBS tres veces; posteriormente se bloquearon con albumina sérica bovina
(ASB) (Sigma, Co) al 0.1% en PBS utilizand.o 200 ml/pozo e incubandolas a 37°C durante
30 min. Al terminar la incubacion se lavaron 3 veces con PBS. |

El sobrenadante a investigar se agregd en la dilucion cqrrespon'd'iente y COmo
control posi_tivo se empled subunidad B recombinante a una concentracion de 1 mg/ml a
partir de la cual se hicieron diluciones seriadas 1:2. Se ihcubé 1- hr a temperatura
ambiente, se lavd tres veces con PBS-Tween 20 al 0. 05% (PBS-T) En segmda se agrego
el anticuerpo monoclonal LT39 que reconoce ala subunldad B en su forma pentamenca |

dllUIdO 1:100 en PBS—ASB 0. 1% Se zncubo 1 hr a temperatura amblente El lavado se hIZO ,

| ftres veces con PBS-T EI conjugado anti- mmunoglobulmas de ratén se agrego en dllumon_

1 1000 y se mcubo 1hra temperatura amblente Una vez transcurrldo este tlempo se Iavo N

tres veces con PBS-T. En segunda se agrego el sustrato (OPD 10 mgldl buffer de cﬂratos S
0.1 M pH 4. 5 H202 al 30% 4 ml) Se dejo desarrollar el color durante aproxnmadamente 10 |

| mmutos __y selleyo en un lector para ELISA a_490 nm.

| Identificécién inmuholédica déI.Péptido'

Con el mlsmo snstema de GM1—ELISA se efectuo otro ensayo anadiendo como” Lo

primer antlcuerpo un suero pohclonal antl-pormas Se reporta el reconomm;ento del peptldo = o



- Analisis de regiones expuestas de la porina Omp C.

Para averiguar si las regiones predichas estan expuestas en la porina y en la

superficie de la bacteria intacta, se realizaron dos tipos de ensayos:

Ensayos inmunoenzimaticos (ELISA).

Los sueros se titularon mediante ensayos inmunoenzimaticos en fase sdlida
~ (ELISA),** segln se describe‘ brevemente a continuaciori, Se recubrieron placas de
poliestireno de 96 pozos de fondo plano (Nunc Co), con 1 uglpozo de Ia» protel'né nativa
(Omp C) en amortiguador de carbonatos (pH 9.5). Se bloqueé con unés'olUcién de PBS-
gelatma (3%), y se anadleron los sueros de los ratones en dllucmnes seruadas de 1! 50
hasta 1 3200 Como segundo antlcuerpo se anadlo el conjugado [Slgma Co antl-mouse :

I9G (whole molecule Peroxndase Conjugate)] en dlluclén 1 1000 Se revelo Ia placa de

| lgual manera que Ios ensayos lnmunoenzmétlcos anterlores o

Cltometrla de ﬂu1o (FACSL

Para anahzar Ia exposncnén de estas reglones sobre |a superﬂcue de |a bacterla se | o

. reahzaron ensayos de cltometna de qulo con Ios antlcuerpos pohclonales Se descnbe’ etk

brevemente La bacterla (Salmonel/a typh: 9 12 V| d) se crecm durante toda Ia noche a S

3 7°C se Iavo 3 veces con PBS—SNC al 2% (esterlhzado por flltraCIén) se mcubo 3 hrs a'-f S

37°C con el antlcuerpo antl-peptldo después de Iavada se le agregé un antlcuerpo antl-' o

'.IgG de raton conjugado a lsotlomanato de fluorescema (FITC) [GleO BRL] en dtlucuon' =

o '_1 100 y a contmuacuén se lavo para ellmlnar eI exceso de antlcuerpo para postenormente o



resuspender el paquete bacteriano en PBS-SNC al 2% con bromuro de propidio 1:1000 y
efectuar la lectura de fluorescencia en el citdometro de flujo (FACScan de Beckton
Dickinson), utilizando el software Lysys Il. Las ventanas de adquisicion se ajustaron a un
“forward scatter” y "side scatter’ de tal manera de que se excluyeran las células lizadas y

los agregados celulares. Se analizaron 10,000 células en cada muestra,

- Obtencion de anticuerpos monoclonales contra regiones expuestas de la

porina Omp C de Salmonella typhi :

Obtencnén de células ahmentadoras (macrofago.s de cawdad gentoneal)

Se obtuweron macrcfagos de la cawdad perltoneal de ratones BALBIc en_
| cond;clones de este_rlh_c_lad. Los macrofagos asl o_b_tenldos se resuspendleron en 5 ml-de
medio .de.cultivo Dulbeéco' mbdificado pof Eagle-(DME) (S!Qma) o en medlo RPMI 1640 -'

| suplementado con 10 al 20 % de suero fetal bovnno (anco BRL) glutamlna 2 mM gl:cnna'

03 mM 2-mercaptoetanol 50 mM estreptomlcma 100 mglml y pemc:ulma 100 U Ilml (DME-— o .

S). 50 ml de la suspensuém de macrofagos se colocaron en las placas de cultlvo de 96 _

| ypozos (Nunc Co ) y se mantuweron en un mcubadora a 37°C con 95% de humedad y 5%'__ o

- ~de COg,hasta SU USO.

Llnea ce|ular de mleloma

Se emplearon células de la Iinea de mleloma X63/AgB 653 (deﬂclente en HGPRT)

o  . Las celulasAgB.- en DME-S,se_mantuyl_eron en mcubadora a_37‘?C, _cq_n _95% de ““m-edad-_ b



y 5% de CO,. Las células se cosecharon en fase de crecimiento logaritmica para

emplearlas en la fusion.

Células esplénicas inmunes.

Cuatro dias después de la dltima inmunizaciéon (ver esquema de inmunizacion
descrito anteriormente), en condiciones de esterilidad, se extréjo el bazo y se depositd en
una caja petri conteniendo 5 ml de solucion de Hanks. Dentro de una campana de flujo
Iamlnar con el objeto de liberar las células plasmaticas, se disgregd el bazo. La
suspensién asi obtenida, se dejo s_edimentar durante 5 min con el fin de eliminar los restos
tisulares. El'sobrenadante-sé rec_upéfé y se centrifugo a 1200 rpm/5 hiin. El sedimehto se
'résuspendié e.n 5 mi de DME y el ntjmefb_ de Células viables_ se bonté eh}vuna Cémara de

Newbauer, mezclando dos gotas de la suspension de células con dos gotas de azul tripan

- al0.2%.

- '_ Fusuén

La quIon se efectus, de acuerdo al metodo descnto por Koller y Mllsteln % 50 y_  T

| modnflcado por Baron, D.% . Para esto en un tubo de centnfuga conlco de 50 mI se__} O

°°'°Ca"°“ y Ce“‘“fugafon (1200 rpm/s mm) 66X 106 células de bazo/m y 3 3x 10’6 celulas' R

Agalml Ia pastllla celular resultante se Ie agrego Ientamente 1 mI de pohetllenghcol 4000 o LR

;(G'bm BRL) Despues de dejar reposar la mezcla 1 mm a 37°C se agregaron 8 ml de. - R

| '_ DME gota a gota y se dejo reposar 5 mln a 37°C Postenormente se aducnonaron 30 mI de ._ g

| DME y despues de 5 min se centnfugé a 800 rmeS m|n La pastllla se resu3pend|o'_'_."--_'_; "'_ "



suavemente en 5 ml de medio DME-S y se agregaron 50 m! de esta suspension en cada
uno de los 96 pozos de una placa de cultivo (Nunc, Co.), la cual habia sido recubierta con
macréfagos. Veinticuatro horas después, se reemplazo el medio DME-S pof medio HAT
(DME suplementado con hipoxantina, aminopterina y tilmidina). Posteriormente el cambio
de medio se realizé cada tercer dia. Al décimo cuarto dia de cultivo, el medio HAT se
sustituyd por medio HT (DME suplementado con hipoxantina y timidina). Las células se

mantuvieron en este medio hasta el dia 19.

Seleccion v clonacion de hibridomas. |

~ Cuando los hlbndomas cubrtaron la tercera parte del fondo del pozo de cultivo se

tomo el sobrenadante para cuantificar, por el metodo de GM1 ELISA Ia prasenc,la de

_anticuerpos esp'ecificos.- Para esto se emplearcin Ias constmcciones de las prote'inas:
.h:bndas que levavan consugo Ias sacuancnas de Ias reglones descntas Los hlbndomas o

secretores de antlcuerpos ant:—péptldo se clonaron dos vecas por el método de dllUClOﬂ

Iumltante.'- |

Expansmn de hlbndomas productores de anticuerpos monoclonales

La expansnon in wtro se reahzo en botellas de cultwo de 80 cm (Nunc Co) Lo's‘ - N

: sobrenadantes resultantes se utlhzaron para datermmar Ia espec:f cndad del antlcuarpo y' -

f su capamdad para reconocar a Ia ponna natlva y a Ia bacterua completa



La expansion in vivo, se realizo en ratones BALB/c, inoculados por via i.p., 15 dias
antes con 0.5 mi de pristano (2,6,10,14, tetrametilpentadecano. Sigma, Co.). Cuando €

tumor se hizo evidente, se obtuvo el liquido de ascitis mediante puncidn peritoneal.

Almacenamiento de células.

Con el objeto de conservar a los hibridomas productores de anticuerpos
monoclonales, se prepararon viales conteniendo de 1 a 5 x 106_ células en solucidon
crioprotectora (2 volimenes de suero fetal bovino y 1 volumen de dimetilsulféxido), los

cuales se é|m_acenaron'a -70°C durante 24 h y posteriormente en nitrégeno liquido.



RESULTADOS.

- Seleccién de los péptidos.

Las secuencias que se evaluaron como probables epitopos de B 'se
seleccionaron de acuerdo a tres parametros: Primero. l.as regiones debian de tener un
alto grado de hidrofilicidad y flexibilidad, de acuerdo al analisis de la prediccion de
estructura secundaria con los métodos de Van Regenmortel ), Hoop and Woods ®
Jahning ? and Fasman %. Segundo. E| alineamiento de la secuencia de OmpC de S.
typhi con las de OmpF y OmpC de E. coli debian de mostrar que los probables
epntopos de B estuvieran expuestos en la superﬂcle de la bacteria. Tercero. Las
secuencias deberian de ser especie-especificas de la OmpC de S. typhi.

Mediante el anaI|S|s computacnonal se predueron varios candldatos a epitopos
de B en la secuencia de la porina OmpC de S typhl Despues de ~comparar estas
regiones con las secuencias de amunoacudos de las pornnas OmpF y OmpC de E. col:

dos reglones 246-255 (TSNGSNPDT) y 286-303 (QSKGKDISNGYGGASYGDQD)--

'fueron predlchas a estar expuestas enla superﬁme celular de la bacterla La reglon- -
246-255 no est4 compartida con las porinas. OmpF y OmpC de E coh La secuenma’ o
286-303 tamblen esta expuesta en la superflcne de Ia bactena pero es parmalmente_‘_ o :

homologa a Ias porlnas de E. coli (thura 3‘) |

La'co'mpara'cién entre IAas secuenc?,ias'de:las pdrinas OmpCdeA S, typhi y O'mpF - N
‘deE. coh asi como ol anahms computacuonal para predec;lr la estructura secundana de s
;Ia ponna han permltndo proponer un modelo topologuco para la musma (Flgura 4) en o

) _donde se Iocahzan estas dos reglones en el asa 6 (246-255) y en el asa 7 (286 -303).

En funcnén de lo descnto estas dos secuencnas fueron seleccnonadas para Ios anahsm o

" '._posterlores por Io que se smtetlzaron como se descrlbe en matertales y metodos

' Flgura 3. Se|ecc|6n de |os péptidos a) Almeamiento de Ias secuenmas de Ias Porlnas L

‘OmpC de S. typhiy E. coli. b) Las regiones indlcadas corresponden a Ias secuencuas o
o seleccmnadas (Slgulente paglna) |
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- Conjugaciaon a proteinas acarreadoras.
Conjugados

Los conjugados se eluyeron y las fracciones se monitorearon por su absorbancia a
280 nm. Se emplearon en el esquema de inmunizacion descrito en materiales y métodos.

Titulacion de anticuerpos anti-conjugado.

Los sueros de los ratones inmunizados con los conjugados BSA-peptido y KLH-
peptido se titularon mediante el ensayo de ELISA, empleando como antigeno el conjugado
lisozima-peptido. Los resultados se muestran en la FigUra 5, donde puede observarse que
el titulo en los sueros de los ratones inmunizados es tres veces mayor que el titulo previo a

la inmunizacién.

- Reactividad de los anticuerpos antl-péptido con la porma OmpC natnva. |

La ﬂgura 6 muestra que Ios sueros antl-conjugados BSA—peptldo y KLH-peptndo
reconocieron en los ensayos de ELISA, a la porm_a fijada a la p_lac_a._ Los sueros de los

ratones inmunizados mostraron un titulo mayor que el de los mismos animales antes de |
~serinmunizados. | |

- Ensayo de competencla‘

Los sueros de los ratones se mcubaron a una concentraclon constante en

| presencia de concentraclones crementes del peptndo hbre Los resultados presentados en

la flgura 7 muestran una dtsmlnumén en Ia capamdad de los antlcuerpos para reconocer al
conjugado ||soznma-pept|do al mcrementar la concentramon del pepttdo libre. El porcnento_
 de |nh|b|c10n de estos sueros al anadnr peptldo llbre en concentracnon 10‘6 M, fue de 42%

' . El comportamaento de la curva de mhlbncuon muestra la presencla de méas de una famlha de
'f’.-’antlcuerpos una ‘capaz de ser mhlblda por cantndades tan pequenas como de 107M de

o peptldo hbre yotras menos susceptlbles atin frente a canhdades mayores (10’6—103M) del_ U
R ‘-':peptldo |
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- Reactividad del suero anti-péptido contra la porina nativa.

Ratones C3H/FeJ se inyectaron con el conjugado peptidil-resina, tal como se
describe en materiales y métodos. Los péptidos se administraron en la forma acoplada
para que la resina actie como un acarreador; l.os anticuerpos en congra de las secuencias

especificas se analizaron por ELISA empleando placas cubiertas con la porina rOmpGC
aislada de E. coli UH302/pST13.

_Arnbos péptidos, 246-255 y 286-303, fueron capaces de inducir» una buena
respuesta de anticuerpos en contra de Ia proteina recombinante. Estos resultados sugieren |
que_ los péptidos _sintéticos son Capaces de imitar las propiedadés inmunolégicas de la
proteina, eSpecialmente la conformacién de los epito'pos: nativos. No se en'contré
reactividad especifica en el suero preinmune. (Figura 8*). Se observo una respuesta

similar de anticuerpos cuando se utlhzaron como acarreadores a Ia.: proteinas KLH OVAo |
HEL (Flgura 5). |

- Reconoclmiento de la porma OmpC en la superﬁcle de Ia bactena, por Ios-_
antlcuerpos antl-péphdo | S o
Los resultados antenores demostraron que los anhcuerpos contra los péptldos 246- _' |

285y 286-303 reconocen ala ponna rOmpC de S. typhi medlante un ensayo de ELISA |

o Posterlor a esto se reallzaron ensayos de cﬂometria de qu;o para determlnar SI estos.___ o o
antlcuerpos podrlan reconocer ala porlna OmpC natlva sobre Ia superﬂcie de Ia bactena; o
mtacta Salmonella typhl 9 12, Vnd se mezc!é con el suero anta»peptldo y despues de‘ o

ellmlnar aquellos antlcuerpos que no se un:eron se detecté la reaccnén con un antlcuerpo B

‘anti-cadena pesada de 1gG, conjugado a fluorescema (GIbCO-BRL) Se midié la

- quorescencna de muestras que contenlan IOOOO células La unlon no-espec:flca de |os}'- =

- * Flgura 8 Reactwldad del suero antl péptldo contra la porma rOmpC EI anhsuero se ol

produ;o por inmunizacion con el péptido sintético acoplado ala resina (regmnes 246-255 y
~286-303 de OmpC). El titulo de anticuerpos se midio por ELISA. ‘Se ensayaron diluciones

 seriadas dobles dei suero y se evalud su unién a la porina OmpC mmobmzada en la. placa
~ Cada punto es un promedlo de dos determmaciones (Suguaente paguna)
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anticuerpos se midié utilizando el suero del ratdon preinmune, el cual presenté una media
de fluorescencia (MFC) de 56. Los anticuerpos anti-péptido 246-255 y 286-303,
reconocieron a los epitopos especificos en la OmpC de S. typhi, como lo demuestra el
incremento en la media de florescencia (MFC=60 y 198 respectivamente), demostrandose
que ambos péptidos estan expuestos sobre la superficie de la bacteria (Figura 9* ).

- Reactividad cruzada de los anticuerpos anti-péptido.

Debido a la similitud parcial de la region 286-303 entre las porinas OmpC de S.
typhi y E. coli probamos la reactividad del suero anti-péptido 286-303 en contra de la
bacteria E. coli completa. En la Figura 10, se puedé observar una ligera reactividad
cruzada, lo cual puede sugerir que la respuesta de anticuerpos esta dirigida principalmente
en confra de los residuos no conservados de este epitopo que son los que estan
~ expuestos en la superficie de la bacteria. No se observé reactividad al utilizar el suero
preinmune o el suero anti-péptido 246-255. -

- Proteinas hibrudas PAP-CTB.

Despues del ahneamlento de las secuenc:las de las pormas Omp C (I'lgura 3)
observamos que la secuencia Salmonella typhl—especmca es 246-255 Por o tanto |
con estos datos de antngemmdad y de particularldad de la secuencna se decndlof
smtetlzar los ollgonucleotldos correspondnentes a‘ la secuenma 246 255‘
(GTSNGSNPST) (Figura 11A) tal y como se descrlblé en matenales y metodos EI

amlnoacndo 246 (G) nos permite ad:cmnar el smo Kpn by forma parte de la secuenma o

de la ‘porina Omp C. Esta misma estrategla se utlhzo para construar las protemas :
h:brldas con la secuencna de las asas 7 de Omp C de S. typhi (Fugura 11A) A estas
o construccnones se Ies denommo 16-ctb y I7-ctb y a las protefnas de fus:on“--
recomblnantes producto de estos genes L6-CTBy L7- CTB respectlvamente |

. Flgum 9. Reconocimiento de la superficie de S. typhi por los anticuerpos anti-pépt:do |

o -Se muestra un experimento representativo del andlisis por citometria de flujo. La bactena se

| preparo y se tind como se descnbe en matenales y metodos (Slgwente pégma)

S48
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Fusiones genéticas.

El plasmido pJS 752-3 fue digerido, purificado y ligado. Cinco ml de esta mezcla
se utilizaron para transformar células competentes. Se obtuvieron 33 colonias en dos
experimentos por separado y de estas se analizaron las primeras 7. En cinco de ellas
se observd el patron caracteristico de la construccion planeada. En la Figura 11B* se
muestra el mapa del plasmido pJS 752-3, en el cual se indican con flechas los sitios

Xmal y Sacl, donde fueron insertados los oligonucledtidos.

- Andlisis de restriccion de la construccidn genética. |

Se seleccionaron algunas colonias de la cepas de E. coli DHba/pJAK, y el DNA
purificado del plasmido fue digerido con las enzimas de restriccidn Hind IlI/Kpn 1. El
analisis por electroforesis en gel de agarosa se muestra en la figura 11C__; en el cual se
observa al plasmido pJAK (carril 2), con dos bandas, de aproximadamente 1.2kby 4.7 kb

respectivamente; mientras que el plasmldo ongmal pJS7’52—3 (carril 1), s'ol_o pfesenta una
bandade aproxlmadamente 5.9 kb. | |

Expresnon de la protema hibrida PAP CTB en E.coli DHb5a, |
- Se mvestngé la expresnon de la protema hlbnda med:ante la técnica de ELISA
vempleando como estandar da!ucuones de CTB (a una concentracnon |n|c|al de 1 mglml En
la Figura 12, podemos observar que la cantidad de PAP CTB determlnada como'

- Nconcentraclén equlvalente de CTB es muy semejante a Ia obtemda en los sobrenadantes*- e

de las colomas de E. coh transformadas con el plasm|do pJS 752—3 onglna! usadas como_ R

" control De esta manera podemos demostrar que Ias protemas recomblnantes poseen una
- afinidad normal : a GIVI1 es dec:lr que el peptldo msertado no esté mterflrlendo con la umon |

. Flgura 11. leeﬁo del gen que codlflca para Ias proteinas de fusnén LB-CTB y L7- CTB _
A) Oligonucleétidos complementarios que codifican para las asas 6 y 7. B) Mapa del plasmldo |
pJS 752-3, con las flechas se indican los sitios de restriccion para las enzimas Sac |y Xma |,

o __:en donde Ios oligonucledtidos se insertaron. C) Analisis de restriccion con las enzimas Eco RI"

o y Hind 1li del piamido parenteral pJS 752-3 (carril 1) y dela construcc;on pJAk (carnl 2)
R Estandares Kb Ieader (carnl 3) de GIBCO- BRL -
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‘similar a la cantidad de CTB producida por la bacteria |
transformada con el plasmido parenteral. Se empled el snstema

GM1-ELISA y una curva estandard de diluciones de CTB a una .

~concentracion inicial de 1ug/ml. Se incluye como control el
sobrenadante de DHa-caIfa |



Caracterizacion de las proteinas de fusion,

Las proteinas de fusion L6-CTB y L7-CTB se caracterizaron por electroforesis
en geles de poliacrilamida en condiciones reductoras (SDS-PAGE), a partir de
sobrenadantes, de cultivo concentrados por precipitacién con (NH4),S04 al 70% (Figura
13*). Las proteinas de fusién tienen un comportamiento consistente con lo esperado
ya que la movilidad electroforética de la PAP-CTB (carril 2) es menor que la de CTB
nativa (carril 1) debido a la presencia del inserto. Para confirmar esta diferencia en
movilidad se hizo una mezcla de CTB nativa y PAP-CTB (carril 3).

- {dentificacion del péptido 246-254 en la proteina_hibrida con el suero an.ti'-
porinas. | | |

Mediante el sistema de GM1 ~ELISA se determmo si el peptldo fusnonado alaCTB
era reconocido por anticuerpos en contra de la proteina nativa. Para ésto, se utlllzo_la
proteina de fusién PAP- CTB de los éobrenadantes de cultivo y un éuero policlona'l anti- |
porinas desarrollado en conejo En la flgura 14 se observa que el suero reconoce a la

protefna de fusién secretada por la clona pJAK de dos a tres veces mas que- al

- sobrenadante de la cepa no recombmante E. col: DH5a y que a Ia CTB natlva de la clona
pJ8752-3 |

- Antlcuerpos Monoclonales

Los sobrenadantes de L6- CTB o de L7 CTB se usaron para rastrear antlcuerpos .

monoclonales especit’ cos en el sobrenadante de Ios hlbndomas

-t Flgura 13. Anéhsis electroforétlco (SDS PAGE) del sobrenadante de cultwo de E coh
- _transformada con el plamido pJS 752 3-L6 (pJAK). Carril 1, E. coli DH5-aIfa transformada
“con el plasmido pJS 752-3. Carril 2, , E. coli DH5-alfa transformada con el plésmldo pJAK .

- Carril 3, mezcla de los subrenadantes de los carrules 1 y 2. Las flechas tndlcan las protelnas

- . CTB y L6-CTB (S:gulente pagma)
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- Rastreo de los hibridomas.

Después de seleccionar las clonas positivas, los hibridos se expandieron y la
reactividad de los sobrenadantes de cultivo se probaron contra la proteina recombinantes
relevante, en el sistema GM1-ELISA; empleando para ésto como controles sobrenadantes
de la bacteria E. coli DH5a sin plasmido y esta cepa transformada con el plasmido
parenteral pJS 752-3. Asi como manera cruzada de empled la construccion que llevaba a
la otra asa y la construccion L8-CTB como tercer control. Se observa que el sistema fue

eficiente para seleccionar las clonas positivas deseadas (Figura 15*).

- Reactividad de los antlcuerpos monoclonales antl-péptldo contra la ponna
rOmpC y Ia bactena completa

Para determinar si |a reactividad hacia las protemas de fusmn correlamona con Ia'

porina rOmpC aislada, se probaron los antlcuerpos monoclonales ponlendolos a

reaccionar (sobrenadantes de ‘hibridomas) sobre placas de mlcrotutulacmn recublertas con

la protema tOmpC. La reaccion posmva en ELISA conﬂrmo que Ios antucuerpos'

seleccmnados reconocian a sus correspondnentes reglones en. la protema rOmpC |

punf:cada (Flgura 16) De la masma manera estos antucuerpos fueron capaces de

~ reconocer presumiblemente, a Ia OmpC sobre la superfucne de la bacterla S. typh: o

mednante un ensayo con cntometria de f|UJO (Becton ch:kmson) interpretado como el
',desplazamiento del plCO de fluorescencla | .

o thura 15 Anéhsns de la especuﬂcldad del antlcuerpo monoclonal en contra de Ias AR
~ secuencias L6 y L.7 empleando un sistema de GM1-ELISA, A) Anticuerpo monoclonal anti-

- L6 and B) anticuerpo monoclonal anti-L7. L8-CTB fue utilizado como un control Como control

....

| - posntwo se empled un anticuerpo monoclonal contra CTB (LT39) [D.0. 1.21]

anura 16. Reconocimiento de la porina OmpC recombinante de S. typhi por

antlcuerpos monoclonales anti-L.6 y anti-L7 medido por ELISA. El suero ant| porma usado
o como. control posmvo dIO una D O. de 0.76. (paglnas sngmentes)
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DISCUSION.

La identificacion de epitopos de B, en una proteina puede ser un proceso muy
tedioso. Ya que los programas de prediccion de estructura secundaria y de regiones
expuestas de la proteina no son 100% eficientes, algunos investigadores han preferido

sintetizar peptidos traslapados y probar la capacidad antigénica de cada uno de ellos. Este

procedimiento es muy cansado y de alto costo. En este trabajo seguimos un estrategia

diferente para una proteina de membrana externa. Ya que la estructura de las porinas de
las  bacterias Gram'-negativas son altamente conservadas, asumimos que el _arreglo_
espacial de la porina OmpGC de S. typhi es muy similar_a,la porina OmpF de E. coll .Sin
embargo la porina OmpC de S. fyphi dabe de tener algunas sacuehcias aspe’cifit:as y Si

estas astén expuestas en la superﬂcne es de esperarse que sean reglones raconocndas |

por los. ||nfoc:|tos B.

- Busqueda de ep|topos

La parhcupaclon de Ias ponnas de S. typhl en la lnducmén de Ia respuesta mmune-.f_ .

contra la flabra t|f0|dea ha sndo estudnada en dlversos trabajos por medlo de |os cuales se 3 ' .
i ha demostrado su capamdad para estnmular macanlsmos efectores tanto humorales como N
: . ,_‘celulares en el modelo munno Con base en estos hallazgos y buscando un conoalmlento'
‘mas profundo sobra los mecanlsmos‘ mmunologxcos mvolucrados en torno a Ias porlnas se'_ ) =
| -"han predlcho Ios determlnantas antxgemcos de la porlna Omp C de S typht medlante_ s
k anah8|s algorltmlcos de Ia secuencua de Ia protelna reportada por F’uente y cols a5| como’- bR

por Ydelevuch y Venegas A partlr da estas predaccuones se. saleccuonaron dos raglonea_' e



247-254 [TSNGSNPS] y 285-303 [LQSKGKDISNGYGASYGDQ], para su evaluacion
inmunoquimica, siguiendo los criterios de hidrofilicidad y flexibilidad y por comparacion con
las porinas OmpC y OmpF de E. coli ser regiones expuestas en la membrana de la bacteri,
asi como ser secuencias Salmonella especificas.

La prediccidn algoritmica de epitopos, basada en las caracteristicas fisicoquimicas
atribuidas a los determinantes antigénicos, ha agilizado la caracterizacién inmuno_légica de
la respuesta a diversos antigenos. Estas predicciones sin embargo, ho son suficiehtes
para calificar a las regiones como epitopos;l sino que se requiere Iﬂa _evaluacién
inmunoquimica de los fragmentos‘elegidos. Ademas en el caso de las proteinas de

membrana, la determinacién de su topologia no se puede dejar Unica y exclusivamente a

' los métodos de prediccion de estructura secundaria, sino que mientras su cristalografia no

 sea posuble estas prednccnones s€ deben de complementar con estudlos gene’ucos e

lnmunoquimlcos como se hizo en este trabajo

- Slstemas acarreador-péptido

Los péptldos smtétlcos generalmente reqweren sef écbblados a protelnasf
,acarredoras mmunogémcas de mOdO que sean Capaces de generar una respuesta‘f.‘_ 1'-?. .
| ‘Aespemf:ca de antlcuerpos antl peptldo Entre Ios metodos de conjugacmn se encuentra el |

 de las carbodiimidas, las cuales permlten acoplar- grupos amlno y carboxnlo Se ellgno el.'._ : o
‘~»:‘:’metodo que ernplea una carbodnm:da soluble en agua (EDC) puesto que se ha'_"_'_ |
demostrado que permlte obtener respuestas elevadas de antlcuerpos dmgldos contra Ios

- _f--fpeptldos smtétlcos acoplados Iogrando ademas nuveles mfnlmos de antncuerpos contra‘ o



otros epitopos del conjugado, denominados "neodeterminantes"®

. Con la fiinalidad de
dirigir la respuesta de los ratones hacia el péptido y no hacia la proteina acarreadora, se
emplearon conjugados diferentes para las dos inmunizaciones de los ratones y los

ensayos de ELISA de los sueros.

En la titulacion de los sueros policlonales de los ratones inmunizados (Figura 5),
donde el titulo después de la inmuniZacién fue mas de cinco veces mayor que el control,
se demuestra la presencia de anticuerpos dirigidos contra el péptido 285-303_. Esta
observacion comprueba que el péptido 2_85-303-.de Ia.porina Omp C de Salmonella typhi,
acoplado por el método de ca_fbodiimidas a proteinas acarreadoras, es capaz de inducir en
los ratones una respu‘esta humoral eshecificé contra el péptido | |

Los mlsmos sueros de Ios ratones mmunlzados reconomeron tamb:én en una

dllucuén 1 50, a 2 mg de la porina nativa (flg 6) El peptldo 285-303 corresponde tan solo a.

. V_una pequeﬁa regaon (19 aa) de la porlna y-sin embargo Ios anhcuerpos mducndos por el

| Vson capaces de mteraccnonar con la protelna en su forma natlva Este hecho muestra que'
| .el fragmento 285-303 es una reglén expuesta en Ia protema natlva y constltuye un
:determlnante antlgenlco reconomble por los ||nfoc1tos B De este modo se conflrma Ia .
- AA.preduccnén teorlca del pephdo como un epltopo-de Ia'porma
| La flgura 6 tamblén muestra que a mayores dllucmnes del suero antl-conjugado eI -

o titulo obtenldo no dlf ere mucho del tntulo del suero control Esta baja mteraccuon del suero'f

o con Ia ponna puede deberse a que el ‘suero empleado es un suero pollclonal Io cuall

- |mpI|ca que no todos Ios antlcuerpos presentes estan necesanamente dmgldos de manera Ry



vvvvvv

especifica contra el péptido 285-303 de la porina, sino también contra otros determinantes
antigénicos generados por el acoplamiento del péptido. Esta posibilidad se confirma en el
ensayo de competencia, en el cual el peptido libre y el conjugado fijado a la placa compiten
por el reconocimiento de los anticuerpos presentes en el suero. La curva de inhibicidon de
la interaccién del suero con el conjugado fijado a la placa (Figuré 7), muestra que a una
concentracion del péptido de 10° M la inhibicién es de aproxima_damente 42% Yy ya no
aumenta a cdncen{raciones' mayores. El hecho de que la actividad deiAsue_ro_ no sea
inhibida por completo, posiblemente se deba a la presencia de familias de anticuerpos de
menor afinidad por el péptido. Estos anticuerpos podrian estar’dir’igidos’ cﬁontré segm.entos' |

incompletos *_de la region 285-303, como pueden sér el extremo libre o el extre'r_ho Unido a
la prdteina adarreadora; y pof lo ta_ﬁto; su aﬁnidéd por el péptido 'l.ibre'r.'eo"_s#}gr._ la misrﬁa qu_e -

Ia'de los anticuerpos dirigidos'con{ra' ségméntos- centréles del 'pépt'ido '~Otra explicacién -

-'tamb|en podrla ser que el suero empleado estuvuera muy concantrado (1 800) y por lo | o -
tanto la cantidad de peptido no fuera suflmente para |nh|b|r al 100% su actlwdad De R
o cualqwer modo lo que si es ewdente es la presencna de antlcuerpos dmgldos contra el"  - o

. peptldo capaces de reconocer a Ia porma en su forma natlva

Las predcccmnes de epltopos por medno de algontmos se reahzaron antes de que‘ .

o ‘se cdnomera en detalle Ia estructura cnstalograﬂca de Ia porma Omp F de E col: (F:gura 1) |

: {reportada por Cowan y Rosenbusch en 1992 Después de almear Ias secuenmas de Omp R i
“' .F de E col: y Omp C de 8 typm y de reahzar otras predlccmnes de su estructura*
’__secundana se efectué en nuestro Iaboratorlo una aprommacnén de Ia estructura -

o secundana de la por:na Omp C la cual se muestra en Ia flgura 4 En ella se obsarva que el



péptido 246-255 esta localizado en el asa L6 y el péptido 285-303 en el asa L7; lo cual
confirma su comportamiento como epitopos para linfocitos B, pues quedan expuestos en la

superficie de la porina, y accesibles al reconocimiento de los anticuerpos.

- Sistema PAP-CTB para expresar fragmentos de porinas.

Se decidié emplear la proteina de fusién PAP-CTB, producto de una construccion

genética entre la subunidad B recombinante de la toxina del cdlera (rCTB) y los péptidos

| de Omp C; debido a que la CTB ha sido e'mpleada con éxitc_) para construir proteinas

hibridas portadoras de diversos epitopos ® ® % La CTB es una proteina muy
inmunogénica, soluble en agua, resistente a protedlisis, y mantiene su actividad biolégica

después de ser desnaturalizada_y renaturalizada; lo cual favorece su utilidad como

'acarreador de determlnantes ant;gemcos

El patron electroforehco de las dngestlones de Ios plasmldos pJS752—3 pJAK y

vaSS con las enzimas Kpnl y Hmdlll fue consnstente con lo esperado (Flgura 11) EI. |
| plasmldo pJ8752-3 contlene el smo thd III pero no presenta fel smo de restnccuon-KpnI o
debldo a que este se genero después de la lnsermon del ohgonucleotldo Por Io tanto Ia a
umca banda generada en pJS?52-3 por Ia dtgestlon con ambas enzumas. corresponde al | -
- plésmudo hneanzado (5 874 pb) (Flgura 11IC 1) Los plasmudos con el mserto s presentan_'_':'
‘ambos smos de restnccuSn y por Io tanto se generan dos bandas con Ia dlgestlon EI_‘ o
| »»“fragmento pequeno (aprox 1 2 kb) corresponde al fragmento de DNA de 1 170 pb en cuyo__' -
3 extremo 5' se encuentra el ollgonucleotldo (30 pb) msertado en el inicio del gen de Ia CTB - _. R

_"EI fragmento més pesado (aprox 47 kb) |dent|f|ca al resto del plasmldo de 4734 pb BTy
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(Figura 11/C-2). Con estos resultados se confirma graficamente la presencia del inserto,
portador de la informacién para la region del péptido de la porina, en los plasmidos de las
cepas E.coli DH5a/pJAK Yy pJSS.

La titulacién de CTB en los sobrenadantes de cultivo, utilizando el sistema GM;-
ELISA (Figura 12), demuestra que la proteina PAP-CTB es funcional como CTB; debido a
que es secretada al medio, se une al gangliésido GIVI1 y €s reconocida por los anticuerpos

anti-CTB. Ello indica que las caracteristicas de expresion de la CTB no se ven afectadas

por la insercién del péptido de la porina en su extremo amino terminal; y se muestra, de

manera indirecta, que la informacion del oligonucleotido insertado esta siendo transcrita

correotamente sin alterar el marco de lectura del gen tox B

El oambno en la mowlldad eleotroforetloa (Flgura 13) de la protelna PAP CTB

- comparado con la de la CTB natwa sugiere fuertemente la presenc:|a del mserto (30 aa, "

| »3 OOO Da) enlaCTB secretada por. las cepas E. CO/! DHSaIpJAK y pJSS Sll’l embargo Ia -

prueba deﬂnltwa de la construcoon del veotor solo es posnble con el anahsus de ias' _.'

o | 'secuencnas nucleotid:ca y proteica del pJAK y de la PAP CTB respeotwamente
| En el ensayo con el suero antl-pormas (anura 14) se observa un recor‘\ommlento o
.. espeoifnco de la PAP CTB secretada por las clona recomblnante E COII DHSaIpJAK La’,;_' B
| reactwldad del suero ante los sobrenadantes de las cepas control DHSa y DH53/pJS752-:.-:__' :
) ! 3, es menor al de Ias cepas posmvas lo cual resulta comun cuando se emplean sueros o
S | poholonales | : | . PR .
“ | Con estos resultados se puede conclulr que el péptldo 246-255 de la porlna Omp C | o

o '-_;"de Salmone!la typhl es reconocndo por anticuerpos dlngldos contra la protema en su forma | L



nativa, al ser acarreado por la CTB. Ello a su vez indica a) que esta region seleccionada
por algoritmos de prediccion, si es un epitopo de la porina Omp C, capaz de ser reconocda
por anticuerpos; b) que el péptido, unido al extremo amino terminal de la CTB en la
proteina hibrida, queda expuesto al medio externo; y ¢) que la conformacion adoptada por
el péptido en la CTB es adecuada para su union al paratopo de los anticuerpos anti-
porinas, y quiza sea muy semejante a Ia que adopta dentro de la proteina nativa.

Ya que se disponia del péptido sintético de la region 285-303 | :
[LQSKGKDISNGYGASYGDQ] de la porina, este se acopld a diferentes proteinas
aCafreadoras y se confirmd su potencial como epitopo de la porina Omp C de S. typhi,
susceptible de ser reconocido 'por anti'cuerpo_s. |

Los resultados que nos p'e”rmiten afirrhar que las._t;onstrucciones_ pJAK267 cqir‘\_cide.
conel diséﬁo t'eé.rico son;. N | |
- El mapeo de.sitids de restricc_ién"es ccinsistenté_ con lb esperadd, o |
- El cambio de rr:l_c')vilidadvv elecvtvr'ofo'réti'caj- _de__lla profefhé _PAP—CTB Vcdmbarado con a -_ |
'CTB nativa. | B | | |

c ;-'La‘_ proteina PAP;CTB veS'funcional c’or"no‘ CTB ya'qu,é 'esfi s’écrétéd‘é,' s‘e‘gqrjé‘_gll”

- Qanglic"i,éidq GM1_ yes reconocida por el anticuerpo monoclonal LT39, el'f,?uaijle‘s‘éébefiifiéd o

 para laforma pentaméricade CTB.

~ Se ha propuesto la sintesis quimica de péptidos como una altermativa de

~ generacion de moléculas antigénicas bien definidas, pero esta tecnologia adolece de alto

 costo, bajo rendimiento, métodos de purificacién complefos y pobre inmunogenicidad. Esta



Ultima puede ser mejorada mediante la conjugacion quimica a proteinas acarreadoras con
los problemas técnicos que la misma conlleva, La produccion de péptidos especificos
unidos a una proteina, dirigida por una molécula recombinante, nos permite obtener
grandes cantidades de una poblacion homogénea de conjugado.

Desde el punto de vista inmunoldgico, esta manera de expresar epitopos nos
proporciona una herramienta muy poderosa para la evaluacion sistematica de fragmentos
antigénicos de proteinas. El hecho de que la proteina de fusidn sea relativamenté estable,
secretada al medio y se comporte como CTB, hace posible la evaluacion rapida de
construcciones similares de antigenos polivalentes y su futura aplicacion en la

inmunizacion.

Se han construido otras proteinas de fusién con CTB ¥ ®. Sin embargo, para

 caracterizar los productos, se han tenido que movilizar 'Ios. pIéSmidos_ a't:epas atenuadas

~ de Vibrio cholerae. El cremmlento de esta bacteria tlene mas restnccnones y problemas que-_ | '.
E. coh Aun cuando se. han reallzado e%penmentos p|Ioto de fermentamon hasta de 2 DOO__.
_._Iltros el problema de Ia blosegundad y el bajo rendlmlento de blomasa no ha SIdO resuelto. !
- para V cholerae La expresmn de proteinas recomblnantes en E co/: es blen conomda yj.

:prmcmlos actlvos han sudo aprobados para su uso en humanos mcluyendo vacunas |

| EI pJAK267 Puede ser un pnmer mtento de desarrollar un snstema de producmon de"' R
~ ”vacunas recombmates capaces de evaluar mmunologlcamente el peptldo ser fermentado | -

| | facnlmente a gran escala y tener un mstema de punflcacmn eﬂmente y rapldo que puede |

ser- empleado en una vanedad de antlgenos protelcos de dlferentes orgamsmos;_:-._f

e



La proteina de fusion PAP-CTB es la primera en su serie y representa un paso
importante en la creacion de antigenos recombinantes duales que puedan ser empleados

para analizar simultaneamente el papel protector de dos moleculas.

- Mapeo de regiones expuesta de la porina Omp C.

Una vez que se establecieron las secuencias de la porina Omp C de Salmohella
typhi potencialmente antigénicas, se efectud el mapeo de éstas regiohes (‘L6 y L7). Los
peptidos (246-254) y (285-303) sintetizédos se utilizaron para inm_unizér_ ratones de la cepa
C3H/HEJ con dosis variadas de res_ina-péptido, en donde la resina que es un tmmpu_e_éto

q'uimicam_ente inerte cumple la funcion de ady_uvante, con ésto se asegura que la

'respuesta de antacuerpos sea unlcamente contra Ias reglones especnflcas (thura 8).
| ”Utlllzando estos antlcuerpos pohclonales se comprobo que las reglones contra las cuales. “

| estan dll‘lgldOS estos antlcuerpos se encuentran expuestas en Ia .superﬂc;e de Ia bactena,‘

:(Flgura 9) sm embargo debldo a Ia falta de espeolflcldad obtemda con otras bacterias '_.-

gram negatlvas fué necesarla la obtenCIon de antlcuerpos monoclonales dmgldos' "

) espec:flcamente contra estas reglones

Se obtuvo una eﬂmenma de fusmn elevada se estandarlzo el metodo de fus:on ya_ |

o une al utlllzar una proporclén 5 1 de celulas de mleloma y celulas de bazo se obtlene un-
Arend|m|ento elevado de fusnon Se reallzaron 3 clonaclones con Ia fi nahdad de asegurar Ia ST
| ‘_.{clona productora f nalmente decsdumos trabajar solo con 5 olonas para cada péptldo B

| -Afel|g|endo aquellas que nos dleron un valor elevado en el metodo de ELISA obtuwmos un ﬁ__'- T



incremento en los valores de absorbancia en cada una de las clonaciones realizadas, lo
cual implica que efectivamente fuimos seleccionando adecuadamente la clona productora.
Al realizar el ensayo GM1-ELISA observamos que los anticuerpos monoclonales
secretados por éstas clonas reconocen de manera especifica a la proteina hibrida
correspondiente, de tal manera que los anticuerpos anti-péptido 246 reconocen a la
proteina hibrida L6/CTB secretada por la bacteria recombinante Escherichia coli DH
5a/PJAK y los anticuerpos anti-péptido 285 reconocen a la proteina hibrida L7/CTB
secretada por la bacteria reaombinante Escherichia coli PJP L7, algo muy importante que
obsarvamos en esta determinacion es que no se hay reconocimiento ha_cia el loop 8 de la
porina ni hacua la proteina CTB sola secretada por la bacteria recombinante Eschenchra

coli DH 5a, con éstos resultados comprobamos que los anttcuerpos monoclonales_

_obtenldos reconocen unicay especnﬂcamente al pept:do corraspondlenta y que ademas no

hay cruce con el loop 8 de la porlna sin embargo para astablecer que efectlvamente no_

‘hay cruces con otras asas de Ia porlna es necesario efectuar tambtan Ia determlnacuén de |
los otros Ioops sin embargo hasta esta momento no se cuenta con Ia construcmon _. B
‘genétma ni con Ia bacteria recombmante para realszarlo lo cual sera motlvo de Ia__-
“‘contmuacmn dal proyecto Esta esun trabajo que se esta realtzando ya en el Iaboratono y |

que en un futuro sera utlllzado para termlnar el mapao de las reguones expuastas de Ia -

porlna Omp C de Salmonella typhi. (Figura 15)

Los antlcuerpos monoclonalas obtenudos reconocen por ELISA a las ponnas

-obtenldas por el metodo de N:ka:do (abs 0. 427 el antlcuerpo monoclonal LBIA11 y abs R

0. 327 el antlcuerpo L7IF1) este reconocnmlento sugsere que Ios determlnantes antugemcos' -
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que reconocen éstos anticuerpos se encuentran expuestos eﬁ la superficie de Ie; bacterla y
que lo propuesto por Ortiz y cols. es cierto™.

Por otra parte, al realizar el ensayo de FACS, se observa que el anticuerpo
monoclonal L6/A11 (regidn 246-254) desplaza ligeramente la fluorescenica, con lo que se
infiere que reconoce especificamente a Salmonella typhi y no reconoce a Eschen’ch)’a colj,
este reconocimiento especifico es debido a que esta regibn no es compartida con
Escherichia coli,' sino que es especifica de Salmonella typhi, pok lo tanto, al no ser
compaftida puede tener un papel importante en la respuésta inmune especlfica a '_
Salmonella typhi, | |

L.a union de los antrcuerpos monoclonales a estas tres formas de la porina pone de

‘manifiesto el éxito para inducir antlcuerpos con eI sistema péptldo -resina, ya que permlte

- una buena exposucnén dela porclén un:da ala mlsma y que Ias regnones L6y L? umdas a_

'CTB tlenen un arreglo comparable con su contraparte enla protema natlva en termlnos del -

) reconommuento por.antlcuerpos.

En trabajos posterlores se reallzara la determmacuon de Ios dsferentes |sot|pos esto -

presenta cierta |mportanc:|a para la puruﬂcacnon de estos anttcuerpos utuluzando protema A |

(IgG 28 Ingt,) debldo a que Ia mteraccmn dl anttcuerpo con esta protema no afecta Ia i

. capamdad de reconommlento hacla el antugeno y para saber Si d|chos antlcuerpos t|enen la RN

capacldad de fij jar complemento de ser asi, el control de la mfeccnon puede Ilevarse a cabo B

por eI mecamsmo antes descrtto en caso de que no tengan dlcha capamdad puede Lo

proponerse otro mecamsmo como la fagocntosus 0 blen reallzar la busqueda de una clona- S



que ademas de reconocer de manera especifica a Salmonella typhi, cumpla con ésta
propiedad.

Con todos estos resultados se puede concluir que las regiones 285-303 y la region
246-254 seleccionadas por algoritmos de prediccidon son epitopos de la porina Omp C de
Salmonella typhi capaces de ser reconocidos por anticuerpos y ademas de observa que a
pesar de que el péptido 285-303 tiene un tamano pequeﬁo' (19 aa), los anticuerpos
ihducidos por éste son capaces de interaccionar con la proteina en su ‘»forma nativa y eé
capaz de inducir una respuesta de anticuerpos.

En 1992 Cowan y Rosenbusch detallaron la estructura cristalografica de la porina
Omp F de Escherichia coli; en nuestro laboratorio, Méﬁin-—Oroz_co (manuscrito en
preparacién) pr'opuso. un modelo para la estructur_é de la porina Omp C de Salmonellé'
| 'typhi déspués de alinear la secuencia de Omp'.F de EScheﬁéhia coli yde. Sé/monella typhi
se efectuo una aprommacuon de la estructura secundarla de Ia porlna se propuso que la

region 246-254 se encuentra locahzada en el asal6 y que la reg:on 285-303 se encuentra .

en el asa L7 encontrandose expuestas en Ia superﬂcue de Ia membrana y estando de ésta o

manera accesubles al sistema mmune (Flgura 4) Con base en estos datos en estud:os de'__ B

la ponna Omp C medlante el uso de antlcuerpos pollclonales y ahora con el estudlo. SRRt

‘utlllzando antlcuerpos monoc!onales especnflcos contra esas regiones se comprueba que_,.--_ LT

el modelo propuesto es vélldo y que las reglones predlchas como epltopos se encuentran R

- f‘expuestas en Ia superflcle de Ia ponna y que de esta manera son accesubles al'g"_-{--

- '»reconommlento por antlcuerpos A pesar que la predlccmn de estas reglones porf', B

10
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algoritmos se realizd antes que se conociera en detalle la estructura de la porina la
aproximacion de la estructura mediante el modelo propuesto es acertada.

El obtener anticuerpos monoclonales especificos contra éstas regiones predichas
como potencialmente antigénicas, reviste una importancia fundamental en el estudio de la
relacion huesped-parasito, ya que en trabajos posteriores se utilizaran éstos anticuerpos
para efectuar experimentos de proteccion y para establecer si la administracion pasiva de
estos hibridomas productores de anticuerpos monoclonales anti-L6 y anti-L7 inducen un
estado de proteccion al reto con la bacteria homéloga , y de ser asi, se pondra de
mahifiesto la importancié que tienen Ia_s regiohes' L6 y L7 en la induccion de un estado de
protecci'én ¢ontra la infeccic’)n por -Salmonella typhi en.'el model_o. murinb, donde- la

presencia de anticuerpos especificos contra estas regiones permitiia que los

- componentes del complemento se filen sobre la superficie de la bacteria y Ile'v'en. aun

efecto litico .

o



CONCLUSIONES

En este trabajo hemos demostrado que es posible predecir epitopos, de una
proteina de membrana de S. {yphi, la cual ademas puede ser alcanzada por anticuerpos
inducidos contra esas regiones expuestas. Este tipo de estrategia, se puede usar para
definir la. topologia de proteinas transmembranales cuando el analisis cristalografico

todavia no se ha podido realizar.

Las proteinas de fusibn PAP-CTB se utilizaron para seleccionar anticuerpos
monoclonalés contra peptidos espepiﬂcos de regiones exp‘ues_tas de la porina OmpC de S.
typhi. Sin embargo, el uso de otras proteinas hibridas con CTB, analogas a las reportadas.
aqui pueden ser utiles para seleccidriar anticUerpos mdnoclonales' dirigidds__'contr.a. |
epitopos de relevancia bidlégica; __Eéte, procedimie_hto puede resuitér particmarm'ente- it
“cuando se'prodLiceh anticuerpos en'_co_n_ira' de secuencias _ihmu'négéni.clia's_-gde virus,
 - 'ba'g:t'eria_s o parésitos los cuales son dificiles de obtener o q_’u_'.e su mampulacnon impliég‘funf

- riesgo bioldgico.
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