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L. RESUMEN.
En los dltimos afios se han descrito diversos métodos que permiten la expresion de péptidos

heter6logos en la superficie bacteriana, los cuales han sido de gran utilidad para estudios
topolégicos de proteinas ancladas a las membranas, generacion de anticuerpos policlonales
especificos y desarrollo de vacunas. La proteina de membrana externa C (Omp(C) de
Salmonella enterica serovar Typhi ha sido utilizada con este proposito, ya que contiene
sitios permisivos donde es posible insertar y expresar oligopéptidos “pasajeros” que se
producen como proteinas de fusién sin alterar la conformacion terciaria de la OmpC.
Considerando que se ha identificando una region de CD154 (W140-8149), la cual se cree
contiene los residuos encargados de interactuar con CD40, se decidié insertarla en la
superficie de la porina OmpC y se evalio su capacidad de la proteina de fusion resultante
(OmpC-gp39) para unirse y activar células B a través de CD40. Mediante el analisis de
trabajos realizados sobre la topologia de la interaccion de TNF-TNFR asi como de reportes
sobre el andlisis de la interaccion CD40/CD154, y basandose en modelos moleculares y
mutagénesis sitio dirigidas, nosotros logramos predecir una secuencia de aminoécidos de
CDI154 que se une a CD40 (WAEKGYYTMS). Se demostrd mediante ELISA que la
proteina de fusion que contiene esta region OmpC-gp39 se une a CD40 y que es capaz de
activar células B, induciendo un incremento en la expresion de MHC-I1, CD23 y CD80. La
proteina de fusion OmpC-gp39 fue capaz de unirse a una proteina recombinante CD40-Fc y
esta union se inhibié al emplear un exceso de la proteina CD154 recombinante o por
competencia con la proteina CD40-Fc soluble. La proteina de fusién OmpC-gp39 fue capaz
de incrementar ia expresion de MHC-II, CD23 y CDS80 en la linea celular de linfoma B
humanos Raji, de manera similar que con un anticuerpo anti-CD4{ activador que fue usado
como control. Estos resultados sugieren que la interaccion de CD154-CD40 es similar al
del TNF-TNFR. Este trabajo es el primer reporte de una proteina de fusion que contenga
una pequefia region de amino acidos, la cual es capaz de activar a su receptor especifico.
Nuestros resultados ayudan a comprender la interaccion CD40/CDI154, la cual es

indispensable en los mecanismos de cooperacion de linfocitos T y B.




II. ABSTRACT.

Several methods intended for the expression of heterologous peptides on the bacterial
surface have been described over the recent vears, which have been helpful tools for
topology studies of membrane anchored proteins, for the generation of polyclonal specific
antibodies and for vaccine development. Saimonella enterica serovar Typhi outer
membrane protein C (OmpC) has been used for these purposes because it contains
permissive sites where “passenger” oligopeptides may be inserted, producing fusion
proteins without disrupting the OmpC tertiary structure. Considering that the CD154
(W140-5149) region has been identified as a putative amino acid strand which interacts
with CD40, we decided to express it on the surface of the OmpC porin and evaluate the
ability of the resulting fusion protein (OmpC-gp39) to bind and activate B cells though
CD40. The CDI154 amino acid strand which bins to CD40 (WAEKGYYTMS) was firs
predicted taking into account topographic studies and crystallographic models of the TNF-
TNFR interaction and based on the information of site directed mutagenesis studies of the
CD40/CD154 interaction. The capability of the OmpC-gp39 fusion protein to bind CD40
was demonstrated by ELISA and its ability to activate B cells was determined by the
increase of MHC-II, CD23 and CD80 by flow cytometry. The fusion protein OmpC-gp39
was able to bind a recombinant CD40-Fc protein and was inhibited by an excess of
recombinant CD145 or soluble CD40-Fc. The fusion protein OmpC-gp39 was able to
induce MHC-II. CD23 and CD80 expression in the Raji B cell lymphoma in a comparable
extent as the anti-CD40 activator monoclonal antibody used as control. These results
suggest that the CD154-CD40 interaction occur in a similar way than the TNF-TNFR. This
is the first report of a fusion protein bearing a small CD154 amino acid strand, which is
able to activate its specific receptor. Our results may help to understand the interaction of
CD40 with CD154, which plays an important role in the cooperation mechanisms between

T and B lymphocytes.



1. INTRODUCCION.

111.1 El binomio CD40-CD154.

La interaccion de CD40 con su ligando (CD40L, TRAP, gp39 o CD154) durante la fase de
induccion de la respuesta inmune determina que las distintas células del sistema
inmunoldgico se activen y diferencien.

CD40 es miembro de la saper familia del receptor de TNF y se expresa constitutivamente
en la superficie de linfocitos B maduros e inmaduros, células dendriticas, progenitores
hematopoyéticos, queratinocitos (2), células del epitelio basal (3), macrofagos (4), células
de Langerhans (5). células endoteliales (6;7), células del epitelio timico (8), fibroblastos,
microglia, neuronas (9), en algunos carcinomas (10), lineas celulares derivadas de
melanomas (11) y células T (12). CD154 esta relacionado estructuralmente con ¢l TNF
(13) y se expresa en los linfocitos TCD4" que han sido activados a través del complejo
TCR-MHC mis la sefial coestimulatoria (14), células T CD8™ (15) y algunas clonas de
CD8" (16), asi como en células Tys. Se ha determinado la expresion de CD154 en células
T del tipo ThO, Thl y en Th2 (17). De igual manera, la expresién de CD154 se ha
determinado en células T de memoria y células T “naive” de manera similar que en células
T CD4" activadas (17). Ademds, se ha demostrado la expresion de CD154 en basofilos
(18), eosinofilos (19), mastocitos, células NK, monocitos, células del endotelio vascular,

células de musculo liso, astrocitos (20), linfocitos B y plaquetés activadas (21).

La sefalizacion a través de CD40 promueve el crecimiento, sobrevida y diferenciacion de
los linfocitos B, asi como la produccion de inmunoglobulinas, cambio de isotipo, formacion
de centros germinales ¢ induccién de linfocitos B de memoria. También influye en el
estado de activacion de células dendriticas, y endoteliales (22;23). La interaccion CD40-
CD154 es esencial en el desarrollo de la inmunidad humoral para antigenos dependientes
de timo. Las sefiales que recibe el linfocito B a través de CD40 durante su interaccion con

el linfocito T, en combinacion con distintas citocinas, son responsables del isotipo de
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inmunoglobulinas que secreta. La falta de interaccién CD40-CD154 en humanos, causa la
ausencia de 1gG., IgA o IgE en el suero. con un marcado incremento de 1gM  (24-27)
conocido como el sindrome de hiper-IgM. Se han descrito diferentes defectos genéticos
implicados en este sindrome (28). En el sindrome HIGM1 se encuentran mutaciones en el
gen cdi54. El sindrome XHM-ED se debe a defectos en vias de sefializacion de NF-kB,
pues se han encontrado mutaciones en los dominios de dedos de zinc del regulador de NF-
kB conocido como [KKy. Los defectos en la proteina AID (Activation-induced cytidine
deaminase) induce el sindrome conocido como HIGM2. Por altimo, el sindrome de hiper-

IgM. HIGM3 implica defectos autosémicos en la proteina CD40.

La respuesta inmune de ratones deficientes en CD154 es similar a la de humanos ante
antigenos timo dependientes; Sin embargo, responden de forma normal frente a antigenos
timo independientes (29;30). Por otro lado, se ha establecido que en la presencia de
citocinas apropiadas, células dendriticas ¥ monocitos estimulados con IFN-q, IFN-y, o LPS
que expresan BLyS y APRIL son capaces de inducir cambio de isotipo de
inmunoglobulinas en linfocitos B de manera independiente de CD40 (31).

La activacion de los linfocitos T via TCR en presencia de la sefializacion CD40-CD154,
induce la expresion de B7 en los linfocitos B (32). Considerando que CD40 se expresa en
lineas de linfocitos B en desarrollo y en células B progenitoras, se pensaba que CD40
pudiera participar en su diferenciacion; sin embargo. los ratones deficientes en CD154
muestran que CD40 no parece intervenir en ese proceso (33).

La sefializacion eficiente entre CD154 y CD40 requiere primero de la agregacién de CD154
antes de su interaccion con CD40 (34). Esta agregacion es dependiente de la activacion de
esfingomielinasa dcida (ASM) en la membrana celular y de la formacién de ceramida que
induce la produccién de micro dominios,“lipid rafts” o “balsas lipidicas™. que son
dominios membranales ricos en lipidos resistentes a detergentes. Conjuntar varios
monomeros de estos receplores en la membrana celular permite la interaccion y
acoplamiento con segundos mensajeros en los dominios intracitoplasmicos de estas
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proteinas. La importancia de la agregacion de CD154 en los linfocitos T se demuestra por
el hecho de que es un evento anterior ¢ indispensable para una induccion eficiente de
sefializacién en linfocitos B (35) y células dendriticas (36). CD154 al interactuar con su
ligando CD40 en la superficie de los hnfocitos B, induce a su vez su agregacion y
translocacion a balsas lipidicas. Sin embargo, la agregacion de CD40 dependiente de su
interaccion con CD154 no es un evento suficiente para generar una sefial de activacion
sostenida de los linfocitos B. Estas balsas lipidicas presentes en células presentadoras de
antigeno contienen moléculas MHC-II antes de estar en contacto con el linfocito T, lo que
indica que la movilizacion de CDA40 al interior de estos dominios incrementa la densidad de
moléculas coestimulatorias y consecuentemente, la activacion del linfocito T y de la célula
presentadora. La agregacion rapida de MHC-II y CD80 dentro de las balsas lipidicas
correlaciona con un incremento en la capacidad de estimular linfocitos T, el cual es
precedido por el incremento en la expresion de CD80 (37).

Las sefiales inducidas tanto por el receptor de linfocitos B (BCR) como por CD40 son
capaces de cooperar de manera sinérgica o aditiva (38). TRAF2 y TRAF3 tienen funciones
diferentes en el sinergismo del BCR y CD40. Se requiere de la interaccion con TRAF2 para
la sefial sinérgica entre BCR y CD40 si TRAF3 se une a CD40. Sin embargo, la funcion de
TRAF?2 en este contexto puede tener un efecto negativo de TRAF3 (39).

La interaccion de CD40-CD154 es fundamental en la activacion de los linfocitos B en
respuesta a antigenos timo-dependientes (14;17), en tanto que no se requiere ante antigenos
timo- independientes (40;41). CD154 se expresa en células T CD4" tanto Thl como Th2,
esta expresion esta regulada por citocinas; en particular por TGF-B, IFN-y, IL-1, [L.-2 ¢ IL-
4. la interaccién de CD40 con CD154 sinergiza con la IL-12 para la induccion de la
produccion de IFN-y, citocina que a su vez incrementa la produccién de 11.-12 y estimula la
expresion de CDS8, CD80 y CD86 en la célula presentadora de antigenos, sugiriendo que
esta interaccion es bidireccional, pues promueve la activaciéon tanto de las células

presentadoras como de las ¢élulas T.



La interaccion CD40-CD154 no parece participar en el desarrolio y permanencia de células
T maduras, pues aunque los ratones deficientes de CD154 muestran formacion deficiente
de centros germinales y pobre respuesta de células B de memoria (42), el nimero de
linfocitos T de bazo es normal y no hay diferencia en las proporciones de linfocitos CD4* y
CDS§".

La interaccion CD40-CD154 también es necesaria en la respuesta inmune celular contra
microorganismos intracelulares, por ejemplo los ratones deficientes de CD40 o de CD154
no son capaces de controlar la infeccion por Leishmania (43-45). La activacién de
monocitos y macrofagos requiere de las sefiales generadas por la célula T CD4”, entre las
que se incluye la unién de CD40 con CD40L, pues ésta estimula la produccion de I1.-1c,
TNF-a, TL-6 ¢ IL-8. asi como el rescate de apoptosis de los monocitos en circulacién. Por
ello, se considera que la interaccion CD40/CD154 interviene en el proceso de inflamacion
mediado por monocitos. Ademas, trabajos con células T provenientes de ratones deficientes
de CD154, indican que los macréfagos requieren de la interaccion de CD40/CD154 para su
activacion y produccion de TNF-a y éxido nitrico (NO). Se requiere 11.-12 para la
induccidn y mantenimiento de la respuesta inmune celular de tipo Thl y para la activacion
de células NK. Consecuentemente, la interaccion de CD40/CD154 es indispensable para el
desarrollo de la respuesta inmune mediada por células (CMI) contra microorganismos
intracelulares (46). Por otro lado, las células NK humanas activadas por IL-12 expresan
CD154 lo que les proporciona una via de activacién durante el mecanismo de citotoxicidad

de células que expresan CD40 (47).

I11.2 Senalizacion a traves de CD40.

CD40 utiliza preferentemente la via de sefializacion Jak3-STAT3 en los linfocitos B (48),

aunque también el cambio de isotipo de inmunoglobulinas implica la activacion de NF-

kB/Rel (49). Jak3 estd constitutivamente asociado con CD40 mediante una interaccion que

requiere de una secuencia rica en prolina en la region proxima a la membrana del CD40 (aa

222-229). Se sabe que CD40 interactiia con el Factor Asociado al Receptor de TNF-2
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(TRAF2). ya que media la sefializacion positiva desencadenada por la interaccion con
CD154 (50). Esta interaccion se conoce gracias al andlisis cristalografico de la region de
CD40 y TRAF2 (31). El dominio intracelular de CD40 contiene un sitio de union a TRAF6
(aa 231-236) y un dominio de unién a TRAF2 (aa 250-254) que es capaz de unir ambos
TRAF2 y TRAF3 (52). TRAF2 y TRAF3 se unen respectivamente a TRAF1 y TRAFS. La
ligacion de CD40 en linfocitos B causa la activacion de las Protein Cinasas Activadas por
Mitégenos (MAPK) INK y p38 (53), ademas de NF-kB a través de la accion del activador
Actl y reclutamiento de la cinasa inductora de NF-xB (NIK). Las cinasas de la familia
Src/Lyn también participan en la via de sefializacion inducida por CD40 en monocitos (54).
Por otro lado. las proteinas TRAF2 y TRAF6 sinergizan en la activacion de NF-xB (52},
TRAF6, TRAF2 y TRAF3 activan a JNK y p38 (55). El cambio de isotipo de
inmunoglobulinas mediado por CD40 esta controlado por la union de TRAF2 y TRAF3 y
estas proteinas promueven la activacion de los promotores de y1 y & dependientes de NF-
kB (56). Finalmente, la subsiguiente degradacion de TRAF2 dependiente de la
ubiquitinacion, constituye un mecanismo de regulacion de la sefializacion (57). Por otro
lado. se ha reportado la proteina TTRAP (proteina asociada al receptor de TNF y TRAF) es
capaz de inhibir la activacién de NF-xB inducida por CD40 (58).

La sefalizacion mediada por CD40 incrementa la expresion de ciertas citocinas y
quimiocinas (IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12. TNF-a y MIP-ia (9), asi como la induccion de
la expresion de varias moléculas como CD80, CD86, ICAM-1, MHC-Il v CD40, Ia
expresion de Fas y su ligando, ademas de Bcl2 y Bely, (59). La transduccion de sefial
mediada por CD40 puede variar dependiendo del estado de diferenciacion celular (60), y el
tipo celular. Uno de los modelos mas ampliamente reconocidos en Ja sefializacién mediada
por CD40 es su trimerizacion, la cual puede ser inducida por la unién con CD154 o puede
ocurrir de manera independiente (61). CD40 contiene secuencias consenso que pueden
actuar como cinasas o unir cinasa. Por lo que después de su trimerizacion la region
citoplasmica de CD40 recluta TRAFs, los cuales actilan como un puente de comunicacion

entre CD40 vy la cascada de cinasas. Las proteinas TRAFs activan la via de las MAPKs
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(MEK1/2-p44/p42. p38) la via JNK/c-jun y la cascada de NF-xB. También se sabe que
(D40 es capaz de activar al proto-oncogen Ras asi como la via de JAK/STAT. P38 MAPK
es fundamental para la induccion de proliferacion de linfocitos B, expresion de CD54 y
activacion de NF-xB (Figura 1) (62).

El proto-oncogene pim-1, que codifica para una treonina-serina cinasa, es blanco de la
sefializacion de CD40 (63) v promueve la sobrevida y proiiferacic’m de linfocitos B de
manera dependiente de la activacion de NF-xB. También existen reportes que indican que
la activacion de p38 MAPK mediada por CD40 regula la produccion de IL-10 en linfocitos
B, y monocitos y de 1L-12 en células dendriticas (64). Por otro lado, la familia de las
cinasas Src (particularmente Lyn y Syk) son activados por la interaccién CD40-CD154 en

ce€lulas de microglia resultando en la activacion de MEK1/2p44/p42 (65)
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I11.3. Estructura de CD40 y su ligando.

Vartos trabajos realizados con diferentes anticuerpos anti-CD40 muestran que dependiendo
del sitio de unidn a ciertas regiones de CD40 es mas eficiente para inducir seiializacion, lo
que puede suceder debido a los cambios conformacionales inducidos por la union del
anticuerpo (66). Lo cual indica que parte de la sefializacion inducida por la interaccion
CD40/CD154 es dependiente de la conformacion presente al momento de la interaccion
CD40/CD154. ‘

CD40 es una glicoproteina de tipo I, miembro de la familia del recepter del Factor de
Necrosis Tumoral {TNF-R), la cual también incluye moléculas con diversas funciones
como CD27. CD30, OX40, RANK, LT-BR, Fas, TNFR1 y TNFR2 (67). CD40 contiene
277 aminoacidos, donde 19 aminoicidos de la regién amino terminal son
predominantemente hidrofobicos, conteniendo una secuencia sefial de secrecion. El
dominio extracelular estd compuesto de 193 aminodcidos que incluyen 22 residuos de
cisteina. dos sitios potenciales de glicosilacién (N153 y N180) y una secuencia lider de 21
residuos. CD40 esta anclado a la membrana por un dominio hidrofobico transmembranal de
22 residuos y un dominio citoplasmatico de 62 aminodacidos (68). El gene cd40 humano
esta localizado en el cromosoma 20q11-q13.

La funcion de CD40 se controla mediante mecanismos postranscripcionales y
postraduccionales  (69), se han identificado cinco isoformas generadas por “splicing”
alternativo. FE1 CD40 tipo | es la forma funcional, pues contiene el dominio citoplasmatico
que es capaz de transducir sefial. La forma tipo [I carece del dominio citoplasmice asociado
a la membrana y por la tanto inhibe la transduccion de sefial de CD40 en la superficie
celular. Las isoformas I1I y IV de CD40 contienen un dominio citoplasmitico incapaz de
transducir sefial y presentan la actividad principal de inhibicion funcional de la isoforma
tipo [ de CD40. CD40 también puede encontrarse como un complejo hetero-multimérico en
la superficie celular (8). La produccion de CD40 soluble puede estar regulada por la
interaccion de CD40 con CD154 en la superticie de los linfocitos B lo que induce un

incremento en la secrecion de CD40 soluble y una disminucion en la cantidad de CD40
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unido a la membrana (70). La produccién de CD40 soluble es un proceso activo de corte
proteolitico por TACE (miembro de la familia de ADAM, Enzima convertidora de TNF-a)
0 una desintegrina asociada a MP (metaloproteinasa). Se conoce poco sobre la regulacion
transcripcional de CD40, sin embargo Nguyen y Benveniste han reportado que depende de
STAT-1 y Ets en células estimuladas con [FN-y (71), en estas células STAT-1a coopera
con el factor de transcripcién PU.1 y con Spi-B, el cual se une directamente al promotor del
CD40 para activar su expresion. Por otro lado, se ha descrito que el promotor de CD40
contiene cuatro sitios de unién para NF-xB (65:72). En macrofagos la regulacién
trascripcional de CD40 es mediada por el factor transcripcional Sp1 mientras que en células
estimuladas con LPS la induccion de CD40 es regulada por NF-kB, en estas células la

regulacion por Spl es inhibida por un mecanismo desconocido de fosforilacidn (73).

CD154 humano es una proteina transmembranal tipo II que contiene 261 aminoacidos, con
un dominio citoplasmitico de 22 aminodcidos, un dominio transmembranal de 24
aminoacidos y un dominio extracelular de 215 aminoacidos, el cual contiene un sitio tinico
potencial de glicosilacion. La estructura de la region de CD154 parecida al TNF (forma
soluble que comprende la regién G116 a la L261), fue analizada por cristalogratia de rayos-
X (74). CD154 es un sandwich de dos hojas B con una topologia enrollada que forma una
homotrimero simétrico plegado con tres sitios de unién, cada uno creado por la interaccion
de dos mondémeros (Figura 2). La organizacién tridimensional es muy similar a lo
descrito para las proteinas de TNF-ot y LTa. El cristal de CI54 no muestra la estructura
del carbohidrato ni indica que participe en el ensamble, estabilidad o actividad de la

proteina. Ademas, la mutacién del sitio Gnico de glicosilacion no afecta la union con CD40
(75).
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Fl gene que codifica para CD154 humano esta localizado en el cromosoma X, posicion
Xq26.3-Xq27.1 y consiste de 5 exones y 4 intrones, el cuarto y quinto exones codifican la

region C-terminal. Las formas solubles de CD154 exhiben algunas de las actividades del

CD154 que se expresa en la superficie celular, pues son capaces de inducir proliferacion, de
cambio de isotipo de inmunoglobulinas y rescate de apoptosis de linfocitos B (76). Se ha
detectado una forma soluble biologicamente activa de CD154 en el sobrenadante de

cultivos de linfocitos T humanos, que €s el resultado del procesamiento intracelular

proteolitico de la forma completa de CD154 (77). La funcion biologica in vive de esta
forma soluble de CD154 no es muy clara, aunque se ha establecido que esta proteina

incrementa la proliferacion de linfocitos B de sangre periférica, ademas el entrecruzamiento

de esta forma soluble con una anticuerpo aumenta su actividad biologica (78). Por otro

lado, se cree que el aumento en la expresion de CD154 solubie esta relacionado con

diferentes tumnores solidos como en el caso de pacientes con cancer pulmonar. los cuales

presentan niveles elevados de CD154 en suero (79).

Figura 2

La expresion de CDI154 en linfocitos T activados es
{ransitoria y regulada (80), es rapida pues aparece | a 2
horas después de la activacion y alcanza su maximo después
de 6 a & horas sin requerir sintesis de proteinas de novo, Io
que sugiere fuertemente {ue CD154 se encuentra
preformado en la célula. La expresion es intrinsicamente
transitoria, se pierde gradualmente y existen mecanismos
adicionales para su regulacion que comprenden endocitosis
mediada por su receptor y degradacidn lisosomal, la
presencia de CD40 soluble que se une a CDI54,

procesamiento proteolitico ¥y regulacion de RNAm de

CD154. La expresion de CD154 en linfocitos T in viiro se

induce mediante fitohemaglutinina (PHA), forbol miristato acetato (PMA) mas jonomicina,
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anticuerpos anti-CD3 y anti-CD2 (80). Sin embargo, se desconoce la sefial fisioldgica que

regula @ CD154 en otros tipos celulares, aunque en linfocitos B, mastocitos y baséfilos se

ha logrado la regulacion de CD154 por el tratamiento con PMA mds ionomicina y la

activacion por trombina en el caso de plaquetas humanas (21).

Aungue ain no se establecen las estructuras cristalograficas completas de CD154, CD40 y

del complejo CD40/CD154, la estructura cristalografica de un fragmento extracelular de

CD154 (74) confirma que las moléculas forman un trimero con un plegamiento similar al

que presentan otros miembros de la familia del TNF, pero con diferencias en las asas,

incluyendo las que se unen a CD40. Sin embargo, se han descrito las estructuras

Figura 3

CIx.

cristalograficas de rayos X de las
moléculas TNF-a,, TNF-B y el complejo
TNF/TNFR (81). Por su homologia con
CD40 y CD40L, estas estructuras han
permitido  elaborar  los  modelos
tridimensionales de la region extracelular
de CD154 (82), de CD40 y del complejo
CD40/CD154 (75;83;84). Estos modelos
predicen que CD154 forma un trimero y
que CD40 se une al trimero de CD154
interactuando entre dos mondmeros: de
manera similar a la unién TNF/TNFR,
este modelo propone que cada trimero de
CD154 es capaz de unir tres moléculas
de CD40 (Figura 3) (81). la
identificacion de regiones de CD154 que

hacen contacto con CD40 proviene de la

comparacion y alineacién con el TNF y la linfotoxina, de datos cristalograficos,

16



mutagénesis sitio dirigidas, andlisis de secuencias de pacientes con sindrome de Hiper-IgM
ligado al X v de la cristalografia de CD154.
El analisis de la secuencia de CD154 en pacientes con HIGMX-1, ha permitido la

identificacion de varios aminoacidos involucrados en {a union con CD40 (Figura 4). Estos

aminoacidos han sido identificados por mutagénesi sitio dirigida, de acuerdo a los modelos
cristalograficos de TNF-o/TNFR, sugiriendo que al menos tres regiones formadas por dos
mondmeros adyacentes interaccionan con CD40, especificamente los aminoacidos K143,
Y146, R203 y Q220 (84). Por otro lado, tres diferentes fracciones protéicas recombinantes
de CD154 han proporcionado informacion adicional de la interaccion de CD154/CD40. Un
fragmento soluble de 29 kDa que incluye los residuos Y145-1.261, fue capaz de inducir
proliferacion y cambio de isotipo en linfocitos B provenientes de pacientes con HIGMX-1.
cuando fué administrado en combinacion con IL-4 o IL-10 (85). Otro fragmento de 18 kDa
que comprende del aminoacido E-108 al aminodcido L-261, fue capaz de formar trimeros.
unir soluble CD40 ¢ inducir proliferacion, diferenciacion y rescate de apoptosis de células
B. Finalmente un fragmento de 14 kDa que incluye los residuos S149-1.261 fue capaz de

unir CD40 pero no fue funcional. Todas estas observaciones sugieren que los aminoacidos
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que van de W140 a 5149 son esenciales en la interaccion con CD40, lo cual es consistente

con la hipotesis de que la estructura trimérica es necesaria para la funcion de CD154.

Como ya se menciond, al menos tres isoformas de CD154 estdn presentes en la superficie
de linfocitos T, una proteina completa de 39 kDa y otras dos mas cortas de 31 y 18 kDa, las
cuales son originadas por la actividad proteolitica y son asociadas como heterotrimeros con
la 1soforma de 39 kDa. El significado funcional de estos homotrimeros de la isoforma de 39
kDa y heterotrimeros con las isoformas de 31 kDa se desconoce. Las principales moléculas
en la superficic son homotrimeros y heterotrimeros de la isoforma de 39 KDa con la 31
KDa, los cuales son bioldgicamente activos (69).

CD154 se agrupa de manera similar a otras receptores de superficie celular, moviéndose a
través de la membrana celular en balsas lipidicas. como una condicion para su enlace con
CD40. Por lo que es razonable conjeturar que diferentes grados de agrupamiento pueden
determinar diferentes grados o clases de sefalizacion (34). Las diversas actividades
biologicas de diferentes anticuerpos monoclonales contra CD154 o CD40 son consistentes
con esta prediceion, y sugieren que una proteina de fusion que contiene una region de
CD154 que interactie con CD40, pudiese agrupar CD40 y presentar actividad bioldgica
(66).

I11.4. Inmunoterapia empleando CD154.

Contrariamente a lo que sucede en linfocitos B normales, CD154 inhibe el crecimiento de
linfocilos B malignos (86;87). La ligacion de CD40 en células neoplasicas de glandula
mamaria, ovario, cervix, vejiga, pulmon y epitelio escamoso produce una inhibicién directa
del crecimiento, pues se bloquea el ciclo celular e induce apoptosis (63;88;89). Es por ello
que se ha sugerido que la inmunoterapia mediante CD154 puede ser una alternativa en al
tratamiento de las neoplasias que expresan CD40. Por otro lado, la administracion de
CD154 recombinante podria corregir los defectos vinculados a CD154 en el sindrome de

hiper-IgM (90) y también podria ser util en otros padecimientos que implican una
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interaccion desregulada CD40/CD154, como en algunas formas de autoinmunidad. En los
casos de autoinmunidad el tratamiento se fundamenta en la administracion de formas
solubles de CD40 que bloquean la interaccion intercelular mediada por la unién
CD40/CD154, aunque también es posible utilizar anticuerpos antagonistas o neutralizantes.
Sin embargo, la terapia basada en la administracién sistémica de CD1354 posee el riesgo
potencial de inducir procesos inflamatorios sistémicos ¢ autoinmunidad.

CD154 es capaz de inducir un incremento en la expresion de CD80 y CD86, de moléculas
de adhesién y de MHC-1I en células neoplasicas, las cuales son capaces de activar CTLs a
través de CD28 (91). Ademids, CD154 activa cclulas dendriticas, e induce la secrecion de
IL-2 en linfocitos T (92) v de moléculas coestimulatorias, factores que se requieren para la
presentacion de antigenos y la generacion de la inmunidad antitumoral. Otro posible
mecanismo antitumoral en linfomas B relacionado con la interaccién CD40/CDI154
consiste en apoptosis mediada por la via Fas/Fas-L. Aunque los linfocitos B malignos
expresan Fas de manera variable, la interaccion con CD154 induce y eleva su expresion

incrementando la sensibilidad de estas células a la sefial de muerte mediada por FasL (93).

La administracion de DNA que codifica para CD154 constituye otra alternativa para la
activacion de la respuesta inmune contra células B tumorales (94-96). El DNA puede ser
administrado mediante el empleo de vectores virales o bacterianos atenuados (97), lo que
resulta en el incremento de la expresion de moléculas coestimuladoras, que a su vez
inducen CTLs capaces de eliminar linfocitos B tumorales (98). También la administracion
de linfocitos B tumorales autologos modificados mediante adenovirus para sobre-expresar
CD154, ha demostrado estimular la respuesta de linfocitos T contra linfocitos B tumorales
no transformados con adenovirus en pacientes con leucemias (95). En estos pacientes se
observé una disminucién importante en el nimero de células tumorales, asi como del
tamafio de los ganglios linfaticos con la activacion de linfocitos T reactivos ante las células
leucémicas, aunque la mejoria clinica fue limitada. Otros sistemas de activacion consisten

en la cotransfeccion de plasmidos que expresen CD154 y alguna citocina como 1L-12 o
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GM-CSF (99), o de moléculas coestimulatorias como CDRO. También s¢ han desarrollado
sistemas que emplean moléculas adyuvantes como secuencias CpG., junto con anticuerpos
anti-CD40 (100). Todos ellos, sin embargo, son mas eficientes cuando se utilizan en

conjuncion a un antigeno tumoral especifico (1on.

La interaccion prolongada entre CD40 y CD154 esta implicada en la induccién de
padecimientos autoinmunes como artritis reumatoide (102), glomérulonefritis en el lupus
murino (103), miastenia autoinmune (104). encefalomielitis autoinmune experimental
(EAE) (105) y en general en aquellos padecimientos que involucran la generacion de
autoanticuerpos, aunque también se ha relacionado con un incremento de reacciones
alérgicas (106:107). El bloqueo de a interaccién CD40/CD154 inhibe casi por completo la
fase aguda de EAE en ratones y monos titi (105;108); por ello, se han empleado
anticuerpos anti-CD40 para el tratamiento del lupus eritematoso sistémico en estudios de
fase 1 (109). Los anticuerpos anti-CD154 causan inmunosupresion transitoria. propie-dad
que ha sido utilizada para la induccién de tolerancia a transplantes (110;111) de érganos

como rifiones (112) ¢ higado (113).

La interaccion de CD40/CD154 indﬁce el crecimiento de linfomas relacionados al VIH,
posiblemente por el incremento de vascularizacion y por activacion de NF-kB, el cual
estimula la replicacion de VIH (114). Por ello, se estd tratando de explorar la
inmunoterapia con la finalidad de inhibir esta interaccién (115). Sin embargo, la

inmunosupresion por la regulacién de la interaccion de CD40 pudiese favorecer la

persistencia del VIH.

I11.5. Porinas.
La envoltura de las bacterias Gram negativas consiste de tres capas, la membrana
citoplasmatica, la peptidoglicana y la membrana externa. La membrana externa tienc el

aspecto trilaminar tipico de las membranas biolégicas. Esta estructura le confiere a la
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bacteria gran hidrofobicidad y la protege de los mecanismos de inmunidad inespecifica del

huésped. Las porinas constituyen su componente

mas abundante, pues pueden llegar a constituir hasta

S\\ \ \

un 2% de la proteina total (116).

Aunque se han descrito varias porinas, las mas

estudiadas en Escherichia coli 'y Salmonella

\\/

enterica serovar Typhimurium son OmpC, OmpD,

OmpF y PhoE. OmpD es la proteina mas abundante
en la membrana externa (117) y estan presentes en
cantidades de 1 X10° a 2 X10° de porinas por célula
(116). Las caracteristicas generales de OmpF y

OmpC de Escherichia coli se pueden generalizar al
FIGURA 4. Esquema de la estructura de la

porina OmpF. Tomado de Cowans 1992 (1) resto de las porinas de otras enterobacterias y

debido al alto grado de homologia funcional y
estructural entre estas proteinas, se cree que evolucionaron de un gene ancestral comun. El
gene que codifica para OmpC de Salmonella enterica serovar Typhi ha sido aislado y
secuenciado (118;119) y, aunque ya se ha reportado una forma cristalizada de esta porina,
su estructura no se ha determinado ya que el cristal es muy inestable, pues el cristal

presenta un decaimiento muy rapido (120).

Estas proteinas tienen pesos moleculares de 36 a 38 KDa, forman canales llenos de agua
que permiten la difusion de pequefias moléculas dentro de la célula. Se ensamblan como
trimeros en la pared celular (116) en la cual cada tres barriles ensamblados forman tres
separados canales. El mondémero de las porinas es un polipéptido de 336 residuos en
promedio, este polipéptido tienen forma cilindrica, semejante a un barril (121-126). La
cristalografia de OmpF (124-126) y PhoE (1) muestran que el barril esta formado por 16

regiones de hojas B plegadas anti-paralelas enlazadas en sus extremos por horquillas y por
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largas asas con algunas a-hélices intercaladas. El cilindro se forma al cerrarse las
estructuras 3 de manera pseudociclica, mediante un enlace i6nico entre el extremo

carboxilo de la hoja B-16 y el extremo amino de la hoja B-1 (Figura 4).

En el centro del barril se forma un canal inclinado con respecto al eje longitudinal, la
entrada del poro estd restringida por las asas largas y disparejas que se extienden hacia el
centro y la salida del poro al espacio periplasmico se define par las vueltas . El mayor
nimero de diferencias en lé secuencia proteica entre una y otra porina se localiza en estas
asas expuestas al medio externo y su estructura determina el tamafio de entrada del poro
(124-126). Los mondémeros de las porinas se ensamblan en el espacio peripliasmico de la
bacteria para incorporarse a la membrana externa y formar trimeros (121). FI
entrecruzamiento de las regiones hidrofobicas de las vueltas B-15 y B-16 contribuye en la
formacion del trimero. Los diez residuos carboxilo de la region B-16, en particular el Gltimo
(una fenilalanina muy conservada en las porinas), son esenciales para el correcto
ensamblaje y la estabilidad de la porina (127;128). La estructura de las porinas presenta una
gran estabilidad en presencia de detergentes como las sales biliares y el SDS, y son
altamente resistentes a la accion de algunas proteasas (124-126). Estas porinas han sido
seleccionadas como acarreadores de antigenos exdgenos, ya que tienen la capacidad de
inducir respuestas humorales y celulares en ratones y seres humanos (129-134), ademds de

tener sitios permisivos para la insercion de antigenos foraneos (135;136).

El ensamble de las porinas inicia con el corte proteolitico de una secuencia sefial en la
region amine terminal, que da origen a un monémero soluble de esta proteina. Este
monomero oligomeriza rapidamente en un trimero sensible al calor llamado trimero
metastable, el cual lentamente madura formando trimeros resistentes a la actividad de las
proteasas y a las altas temperaturas (137). Las porinas puede formar trimeros a partir de
monomeros desnaturalizados sin la necesidad de alguna proteina accesoria in virro (138),

pero el ensamble in vivo depende de varios factores de plegamiento, entre los cuales se
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encuentran las proteinas periplasmicas SurA y FkpA. Eslas proteinas catalizan la
isomerizacion cis-trans peptidil-prolil (139;140). También la proteina Skp, participa en el
ensamble de la OmpC actuando como una chaperona (141). L.os componentes no proteicos,
como los fosfolipidos y lipopolisacaridos que colocalizan con las porinas en la membrana
externa, también son de importancia para mantener la estructura cuaternaria de estas
proteinas (142). Por otro lado, las proteasas encontradas en el contorno peripldsmico son de
gran importancia para asegurar el correcto ensamblaje de las porinas, asi por ejemplo la
proteasa periplasmica DegP es la mas estudiada en la regulacion de la expresion de
porinas  (143) y estd implicada en la eliminacion de las proteinas no ensambladas

correctamente (144)

I11.6. Expresion de péptidos en la superficie de enterobacterias.

Actualmente es posible modificar diversas proteinas de enterobacterias utilizando métodos
de ingenieria genética con el proposito de expresar péptidos (a los que se les conoce como
"pasajeros”) en la superficie bacteriana. Para ello, entre otras estrategias se han utilizado
como "vectores" a las Proteinas de Membrana Externa (PMEs), ya que estas proteinas
tienen regiones hidrofilicas muy extensas formadas por. una region B-extendida, y sitios
"permisivos” donde es posible insertar secuencias de aminoacidos sin alterar 1a estruciura y
funcién de la proteina. La metodologia de insercion de péptidos foraneos en las porinas no
solo permite realizar estudios topoldgicos de estas proteinas, sino que también ha sido
utilizada para la elaboracion de candidatos de vacunas, para generar anticuerpos
polivalentes monoespecificos utiles para diagnéstico, para buscar de péptidos con
actividades biologicas (145-150). Las PMEs utilizadas con este fin han sido LamB, PhoE,
OmpA, TraT y OmpC (127). La proteina MalE, por ejemplo, permite la insercién de 55 a

65 residuos de aminoacidos sin afectar la funcién bioldgica de la proteina.

La localizacion de la proteina que acarrea la secuencia forinea en los  diferentes

compartimientos de la bacteria acarreadora determina el tipo de respuesta inmunoldgica.
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Cuando los epitopos se expresan en LamB. que se exporta a la membrana de Escherichia
coli, se obtiene respuesta de anticuerpos timo independiente, en cambio cuando se expresan
en MalE, que permanece en el espacio periplismico, la respuesta de anficuerpos es
dependiente de linfocitos T (128;151). Sin embargo. se ha logrado inducir anticuerpos
neutralizantes contra poliovirus (152;153) o contra el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) (154) utilizando LamB o MalE de Escherichia coli. También se ha logrado la
expresion de epitopos en la superficie de la porina PhoE de Escherichia coli (155), OmpC
de Salmonella enterica serovar Typhi (136) y OprF de Pseudomonas aeruginosa (156). Al
insertar péptidos de rotavirus de 18, 160 y 252 residuos en la porina OmpC de E. coli se
encontrd que el epitopo de 160 residuos fue reconocido por un anticuerpo monoclonal en
ELISA demostrando que la extension de la secuencia foranea es un factor determinante en
su inmunogenicidad (136). También se ha utilizado como acarreador de péptidos de

ovalbumina para modular la respuesta inflamacion alérgica en un modelo murino (15 7).

IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La interaccion de CD154 (que se expresa en células T activadas) con CD40 (que se
encuentra la superficie de células B), es crucial en la activacion y proliferacion de ambas
c€lulas. Se ha determinado que CD154 tiene alté homologia estructural con las proteinas
de la familia del TNF. El modelo de interaccion tridimensional de CD154 con CD40 ha
permitido predecir los sitios de contacto entre ambas proteinas. Los amino acidos en las
posiciones K143, R203 y R207 de CD40L son fundamentales para la interaccion con
CDA40, pero se desconoce si estan involucrados en la activacion de células B y macrofagos.
El segmento W140-S149 es especialmente interesante porque es continuo y porque solo las
formas truncadas solubles de CD40L que lo contienen, son capaces de inducir activacién
de células B. Considerando que es posible expresar péptidos heterdlogos en sitios
permisivos de proteinas de membrana externa de bacterias Gram negativas, es razonable
pensar que una perina bacteriana (OmpC) que contenga el segmento W140-S149 de

CD40L seria capaz de unirse a CD40 y que pudiese inducir activacion de linfocitos B.
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V. HIPOTESIS.

La expresion de una de las regiones de CD154 que contiene los aminoacidos esenciales
para la interaccion con CD40 (W140-8149) en la asa cinco de la porina OmpC es capaz de

unirse e inducir la activacion de células B por la via CD40-CD154.
V1. OBJETIVOS.

General.
Jdentificar y analizar la region de CD154 capaz de interactuar con CD40 e inducir la

activacion de células B, mediante la construccién de una proteina hibrida OmpC-gp39.

Particulares.

“Insertar en la porina OmpC de Salmonella enterica serovar Typhi una secuencia que
codifique para una de las regiones de CD154 posiblemente capaz de interactuar con CD40.
-Expresar y purificar la proteina hibrida OmpC-gp39.

-Evaluar la actividad bioldgica de la proteina hibrida OmpC-gp39 en células B.

VII. MATERIAL Y METODOS.

VIL.1. Cepas bacterianas,

Escherichia coli DH5a™. (invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) F¢80dlacZAMI5A
(lacZY A-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17(r, my') phoA supBE44rthi-1 gyrA96
relAl.
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Escherichia coli UH302. OmpC, OmpF (158;159).

Las cepas bacterianas transformadas con plasmidos pST13 y pST13-gp39 fueron cultivadas
en cajas de Petri con medio Luria-Bertani (LB)Gibco) a 37°C con 100 pg /ml de
ampicilina (Sigma, St. Louis, MO).

VI11.2. Plasmidos.

pSTI3. Contiene ¢l gene que codifica para OmpC de Salmonella enterica serovar Typhi
(Proporcionado por el Dr. Felipe Cabello. New York Medical College Valhalla, New York
10595) (119).

pST13-gp39 contiene una substitucion en la region que codifica para el asa cinco de la
porina OmpC por la secuencia que codifica para el péptido Try140-Ser149 de CD154 (La

construccion se reporta en este trabajo)

VIL.3. Ingenieria genética,

L.a manipulacion de DNA se realizo de acuerdo a las recomendaciones de Sambrook (160).
VIL3.1. Purificacion y cuantificacion de ADN.
V1.3.1a Cuantificacion de ADN.

El ADN se cuantificé en el espectrofotometro a 260 nm. Las muestras se diluyeron 1:100 en

agua estéril. Las concentraciones de ADN se determinaron mediante la siguiente formula:

Conc. de DNA (pg/ml) = 50 X factor de dilucion X D.O a 260 nm
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VIL3.1b. Purificacién de ADN.

El plasmide pST13 fue purificado a partir de £ coli-UH302-pST13 utilizando un sistema
de purificacién de acidos nucleicos (CONCERT™Rapid Plasmid Midiprep System,
GIBCO BRL). El producto de la PCR fue purificado utilizando columnas (GIBCO, BRL),

posteriormente fue digerido con la enzima Kpnl (Roche).

VI1.3.2. Reaccion en cadena de la polimerasa.

El gene de la porina OmpC fue amplificado por reaccion en cadena de la polimerasa a partir
del vector pST13. Se obtuvo un gene hibrido por fusion mediante el empleo de dos pares de
iniciadores que flanquean el gene de ompe  (118)(ompel S’ATG AAA GTT AAA GTA
CTG3" y ompe2 5°CTG GTA AAC C AG ACC CAG3") y otro par de iniciadores internos
que contienen la secuencia del asa cinco del gene ompc (negrillas) y la secuencia de
insercion del fragmento del gene de cdl54 (118;161) (gp391 5°TCC TGG GCT GAA AAG
GTTACT ACA CTA TGT CCC TGT ATG GTA ACG GCG AT3" y gp39ll 5°GGA CAT
AGT GTA GTA ACC TTT TTC AGC CCA GGA CTG ATG GGG CAG TAC GTT T3').

ILa amplificacién se realizo en un termociclador (Robocycler, Stratagene), bajo las siguientes

condiciones:

REACTIVO CONCENTRACION
ADN 0.1 HE
Iniciadores 50 pg

Mezcla de dNTPs 0.2 Mm
MgCl; 1.3 Nm

Taq DNA polimerasa 1.5 U
Amortiguador de reaccion 10X 10 ul

Agua inyectable c.b.p. 100 pl
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Numero de Desnaturalizacion Alinecamiento Extension
Ciclos
1?;'“"““'“ Tiempo ";‘“‘m“'“ Tiempo Tz‘“"“”"”"" Tiempo
() {min) (©) (min) (0 (min)
1 04 5
36 94 45 seg 56 45 seg 72 1.5
1 72 5

VIL.3.3. Reclonacion del gene quimérico.

El gene quimérico se purifico por el método de “Gene Clean®”, v se digirié con la enzima
Kpnl 3 h a 37°C y fue reclonado en el vector inicial pST13 digerido con la enzima Kpn/
purificado en las mismas condiciones que el gene gquimérico y se posteriormente se

transformo en la cepa E. coli UH302 (158), para su expresion y propagacion.

' VIL3.4. Caracterizacién del gene quimérico.
La construccién fue verificada por el empleo de la PCR usando un par de iniciadores
internos (gp39HI 5’GCT GAA AAA GGT TAC TAC3'y gp39IV 5°GTA GTA ACC TTI

TTC AGC3’). La mezcla de reaccion se sometié a las siguientes condiciones:

REACTIVO CONCENTRACION
ADN 0.1 iy
"primers” 50 pg
Mezcla de dNTPs 0.2 Mm
MgCl; 1.3 Nm
Taq DNA polimerasa 1.5 U
Amortiguador de reaccion 10X 10 ul
Agua inyectable c.b.p. 100 nl
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Numero de Desnaturalizacion Alineamiento Extension

Ciclos
T(“)”"’””'“ Tiempo T:)““"‘“’"“ Tiempo | "™ | Tiempo
() (min) () (min) ‘O (min)
94 5

36 94 45 seg 56 45 seg 72 1.5

72 5

VIL4. METODOS BIOQUIMICOS.

VI1.4.1. Purificacion de la proteina de fusién OmpC-gp39 y OmpC recombinante.

La purificacion se realizo de acuerdo a la metodologia reportada por Arockiasamy (162).
Brevemente, la purificaciéon de las porinas se realizé a partir de un cultivo de 4 litros en
caldo Luria (Gibco BRL) de las cepas de F. cofi UH302 transformadas con pST13 que
contiene el gene de la porina OmpC o bien con el vector que contiene el gen quimérico
OmpC-gp39, incubado por 14 h a 37°C y 200 rpm. Las células fueron centrifugadas a 7,000
rpm por 30 min a 4°C (Rotor GSA, centrifuga Sorvall RC 5B plus). La pastilla fue lavada
dos veces con solucién salina al 0.9% vy centrifugada a 7,000 rpm por 30 min., la pastilla
final fue guardada toda la noche a -20°C (la pastilla fue de 17 g para la UH302 pST13 y de
11 g para la UH302pST13-gp39). La pastilla se descongeld a 4°C y sé resuspendié en una
solucién de Tris-HCI 0.1M (pH 7.2) y sometida a una prensa French a 20,000 psi. con un
flujo de 1ml por min. Las células lisadas fueron centrifugadas a 11,000 rpm (rotor SS34)
por 10 min a 4°C para remover las células no lisadas. El sobrenadante se centrifugo a
30,000 rpm por 30 min a 20°C usando una ultra centrifuga Beckman XL-100K (rotor 70.1

Ti). La pastilla que contenia las membranas crudas fue resuspendida en 100 ml de la
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solucion I (Tris-HCL 50mM, pH 7.7 MgCl, 10mM y 2% de SDS) y se incubaron a 37°C
por 18 h en agitacion. La suspension se centrifugd a 12,000 rpm por 30 min a 20°C, la
pastilla fue resuspendida en 28 ml de la solucion 11 (Tris-HCI 50 mM, MgCl2 10mM,
EDTA 5mM, SDS 1% y 0.05% de B-ME, adicionado justo antes de su uso). Esta
suspension fue incubada a 37°C por 2 h y posteriormente centrifugada a 12,000 rpm por 30
min a 20°C. La pastilla fue resuspendida en 9 ml de la solucian 111 (Tris-HCl 50mM. EDTA
5 mM, 0.2% de SDS, NaCl 0.4M y 0.05% de B-ME). La suspension se incubd por 2 h a
37°C y se centrifugd a 12,000 rpm por 20 min a 20°C. El sobrenadante rico en porinas fue
recolectado y se guardo a temperatura ambiente. El paso anterior se repitié por lo menos
cinco veces con 4ml de la solucion [II. Las proteinas fueron analizadas por SDS-PAGE y
dializadas contra una solucién que contienen 10 mM de NaHCO; y 10 mM de HEPES a
25°C por 20 min (163). Las proteinas se esterilizaron por irradiacién 15 min. (Irradiador

Gammacel) y se almacenaron a 4°C.

VI1.4.2. Determinacion de la concentraciéon de proteinas.
La concentracion de proteina fue determinada por el método descrito por Bradford (164) o

empleando los reactivos BCA-Protein Assay Reagent" (PIERCE) (165)

VI11.4.3. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Las muestras de proteinas purificadas fueron resuspendidas en amortiguador de muestra (Tris
0.125 M pH 8.8, SDS al 2%, 3-mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y azul de bromofenol al
0.005%), y hervidas a 92°C por 10 min, también se analizaron muestras sin hervir. La
electroforesis se realizdo a 35 mA con corriente constante de acuerdo al procedimiento
descrito por Laemmli (166), en una camara miniPROTEAN 3 Cell en geles de 1 mm de
espesor. El gel superior contenia 2.5% de acrilamida, 0.13% de bisacrilamida, 0.1% de SDS
en amortiguador de Tris-HCI 0.125 M pH 6.8. El gel separador contenia 12% de acrilamida,
2.5% de bisacrilamida, 0.19% de SDS en amortiguador de Tris-HCI 0.35 M pH 8.8. Una
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muestra de 20pl que contenia 10ug de proteina fue aplicada en cada pozo. Estandares de
peso molecular pretefiidos (BIO-RAD) fueron usados de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Posterior al corrimiento, los geles se tifieron durante 1 h en una solucion de azul
de Coomasie R-250 al 0.25% en metanol-dcido acético-agua (45:10:45). Se destifieron
empleando una solucién de metanol-dcido acético-agua (5:10:85) hasta que el fondo del gel

fue transparente.

VIL4.4. Inmunoelectrotransferencia (Western Blot).

Las proteinas separadas electroforéticamente fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa
NitroBind (MSI, Westboro, MA ), a 400 mA por 1.5 h usando una camara Mini Trans-Blot
Cell ( Bio-Rad) conteniendo una solucion de transferencia (25 mM de Tris base, 192 mM
de glicina, y 20% metanol vol/vol, pH 8.3), de acuerdo al método de Towbin (167). Los
sitios libres de la membrana fueron bloqueados con una solucién al 5% de leche en PBS por
1h a 37°C y después se lavo ires veces con PBS y otras tres veces con PBS Tween-20 al 0.1%
(TPBS), posteriormente se puso en contacto con un “cocktail” de anticuerpos monoclonales
anti-OmpC (Donado por el Dr. Felipe Cabello) diluido 1:5000 en PBS que contenia 5% de
leche, por 1h a 37°C. y se procedit a lavar en las condiciones mencionadas arriba y se
adicioné el segundo anticuerpo anti-ratén conjugado a peroxidasa (HRP, Sigma) diluido
1:5000, durante 45 min. La reaccion se reveld con B-4-Cloro naftol-H>0,. Todo esto se realizé

a temperatura ambiente.

VIHL4.5. Conjugado de la proteina OmpC-gp39 y OmpC a isotiocianato de fluoresceina
(FITC). Quinientos pg de las proteinas OmpC-gp39 y OmpC fueron conjugadas a
1sotiocianato de fluoresceina (FITC: Sigma), por el método de Goding (168). Brevemente,
s\e prepar6 una solucion de la proteina de 2mg/ml en O.IM de carbonato de boratos pH 9.0,
se disolvio la marca FITC en DMSO Img/ml. Por cada ml de la solucion de proteina se
adicion6 50 ul de la solucion de FITC. La adicion fue lenta en alicuotas de Spl y se agito

levemente entre cada adicién. Se dejo la reaccion en la oscuridad por 1h a 4'C. Se elimind
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fa marca FITC residual por centrifugacion en Centricon® a 4500g  por 15 min. El

conjugado se guardo en la oscuridad a 4°C.

VIL4.6. Ensayo de Unién de CD40/0OmpC-gp39.

VI1.4.6.1. Ensayo Inmunoenzimatico cn fase sélida (ELISA).
Se realizo de acuerdo al método de descrito por Mazzei (85;169). Tres diferentes variantes de

ELISA fueron empleadas:

a) Ensayo de inhibicién.

Se recubrieron placas de 96 pozos (3590, Costar) para microtitulacion con 2 pg/ml de una
proteina de fusion recombinante CD40-Fc (Alexis, Co. rCD40-Fe, 522-016-C050) diluida en
PBS 0.2 M pH 7.4 en un volumen final de 100 pl por pozo. Se incubé toda la noche a 4° C.
Las placas fueron bloqueadas con 100 pul de PBS con 1% de suero fetal bovino (Vol/Vol) y
2% de albumina sérica bovina (Vol/Vol) (FBPBS), por 2 hr. A 37° C, posteriormente las
placas fueron incubadas con una proteina recombinante CD1354 humana (thCD154. Alexis,
Co. 522-015} diluida en PBS por 1 hr a 37° C. La inhibicién se llevo a cabo preincubando la
proteina recombinante CD40-Fc con concentraciones crecientes de la proteina OmpC, OmpC-
gp39, o un anticuerpo policlonal anti-CD40 (0.8-50 pg/ml). Posteriormente las placas fueran
incubadas con un anticuerpo anti-CD154 (Alexis, Co. ANC-353-020) y revelado con un
anticuerpo anti-raton IgG conjugado a peroxidasa (HRP), diluido 1:1000 por 1hr a 37° C. Se
adicion6 como substrato o-fenilendiamina H,O; de un stock de 6 mg/12ml, para preparar la
mezcla se empled una solucion de sustrato (Sustrate Buffer R§ Sanofi Diagnostics Pasteur).-Se
detuvo la reaccion a los 10 min de incubacion adicionando 50ul por pozo de H,S04. Se
determino la absorbancia a 492 nm usando un lector de ELISA (Beckman DU600). Entre cada

paso se realizaron 4 lavados con TPBS.
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b) Ensayo de unién OmpC-gp39-CD40.

Se recubrieron placas de 96 pozos con diluciones seriadas de OmpC u OmpC-gp39, la
dilucion inicial fue de 50 pg/ml (0.4- 50 pg/ml en PBS 0.2 M pH 8.4) en un volumen final
de 100 pl por pozo. Las placas fueron incubadas toda la noche a 4° C, y fueron bloqueadas
como se describe arriba. Una proteina de fusion recombinante CD40-Fc fue adicionada a
una concentracion de 2 pg/ml diluida en 100 ul de BSA-PBS y las placas fueron incubadas
por 1 hr a 4° C. TFinalmente se adicioné un anticuerpo anti- IgG humano conjugado a
peroxidasa (Zymed Laboratories, Inc.) diluido 1:1000 1 hr a 37°.C, v se revelé como

previamente se describe.

¢) Ensayo de competencia.

Se recubrieron placas de 96 pozos con diluciones seriadas de la proteina de fusion CD40-F¢
(0.4- 50 pg/ml), incubada con la proteina OmpC u OmpC-gp39 (10 pg/ml) o una mezcla de
estas proteinas con rhCDI154 (5 upg/ml), posteriormente un “cocktail” de anticuerpos
monoclonales contra OmpC, fueron adicionados en una dilucion de 1:1000 en BPBS, y
revelado con un anticuerpo anti-raton IgG conjugado a peroxidasa. Finalmente, la
competencia entre OmpC-gp39 y CD154 por la union con CD40 fue evaluada recubriendo
placas de 96 pozos con concentraciones crecientes de rhCD154 (0.4- 50 pg/ml), o con una
mezcla de rhCD154 y OmpC u OmpC-gp39 (10 pg/ml). Las placas fucron incubadas con
un anticuerpo monoclonal anti-CD154, y reveladas con un anticuerpo anti-ratén conjugado

a peroxidasa.

VI11.4.6.2. Citometria de Flujo (FACS).

V1L.4.6.2.a. Ensayo de unién de OmpC-gp39/CD40 en células Raji.

Cien pl/pozo de una suspension de células Raji, que contenia 1X107 células/ml fueron
adicionadas a una placa de 24 pozos (356, Costar), las células fueron incubadas con

diferentes concentraciones de las proteinas OmpC-gp39 y OmpC conjugadas a isotiocianato
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de fluoresceina (FITC)., por 30 min a 37° C. La unién de la proteina OmpC-gp39 fue
analizada por citometria de flujo, en un citémetro de flujo FACSVantage SE System
(Becton Dickinson, Mountain View. C.A.) y analizado con el Softwere Lysis 11 (Ver. 1.1),
5000 eventos de cada una de las muestras fueron analizados. La inhibicion fue realizada
usando un anticuerpo anti-CD40 (1 ug/ml) o competicion con proteinas OmpC u OmpC-gp39
no marcadas (20 pg/mi). Todos los datos fueron analizados usando el programa SPSS para

Windows y una P < 0.05 fue considerada con significancia estadistica.

VIL5. METODOS INMUNOLOGICOS.

VIL.S.1. Lineas celulares.
La linea de linfoma de Burkitt humana Raji (ATCC no. CCL-86) fue mantenida en medio
completo RPMI-1640 como se ha descrito previamente (170-172).

VI1.5.2. Purificacion de linfocitos B de sangre periférica.

Los linfocitos B de sangre periférica fueron aislados de muestras de sangre de donadores

sanos. La purificacion se realizé de acuerdo al método descrito en los protocolos de

aislamiento de células B (B cell isolation kit MACS, Miltenyl Biotec). Brevemente, se
aislaron células mononucleares de sangre periférica por centrifugacion en un gradiente de
densidad sobre Ficoll Histopaque®. Se eliminaron las burbujas pasando la solucion de
celular a través de un filtro de nylon de 30um, las células se contaron en una camara de
Neubauer (Marienfeld) diluidas 1:10 y lavadas con una solucién de PBS que contenia 10%
de suerc fetal bovino y 2mM de EDTA (PBSS). Las células fueron resuspendidas en un
volumen final de 107 células por cada 60ul. Se adiciond 20 pl del reactivo bloqueador (FcR
Blocking Reagent) y 20pl del “cocktail” de anticuerpos conjugados a un hapteno. Se
mezcld y se incubd por 10 min a 10°C, las células se lavaron dos veces con 15 volimenes
de PBSS y se centrifugaron para remover el sobrenadante. Las células sé resuspendieron en

80ul de PBSS y se les adiciond 20ul de MACS (Microperlas unidas a un anticuerpo anti-
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hapteno), La mezcla se incubo por 15 min a 10°C, y posteriormente se lavaron dos veces
con 15 volamenes de PBS. Las células fueron resuspendidas en 500ul de PBSS v se
pasaron a través de una columna BS (MACS 413-04) colocada en el magneto
(VarioMACS), con una resistencia de flujo a 20G. La solucion fluyente rica en linfocitos B
fue colectada. La pureza de los linfocitos B purificados fue evaluada por citometria de flujo
usando un anticuerpo anti-CD19 conjugado a PE, la pureza fue de >94% con un

contaminante de <4% de células CD3™.

VI1.5.3. Ensayo de activacién de células B humanas.

Células Raji y linfocitos B purificados de sangre periférica fueron estimulados por 18 y 24
h con varias concentraciones (5, 10, 20 y 50 pg/ml) de la proteina de fusion recombinante
OmpC-gp39. la proteina OmpC nativa o con un anticuerpo purificado anti-CD40 (1 pg/ml,
5C3 33070D PharMingen), en presencia de 200 U de IL-14. La activacion fue evaluada por
el incremento en la expresion de las moléculas: MHC-II, CD23 y CD80 (32;173),
analizadas por citometria de flujo empleando anticuerpos anti-MHC-II, anti-CD23 y anti-

CD80 conjugados a FITC.

VIL.5.4. Ensayo de proliferacion de células B humanas,

Células B humanas se estimularon por 2 a 4 dias a 37 °C y 5% de CO;_ con [L-4 (200U/ml) y
varias concentraciones de la proteina de fusion OmpC-gp39, OmpC o el anticuerpo anti-
CD40. Seis horas antes de terminar el cultivo se agregd 1 uCi de *H-timidina (Amersham, Int.
Berkshire, England) por pozo. Las células se cosecharon en filtros de fibra de vidrio vy la
incorporacion del material radiactivo se cuantifico en un contador de Centelleo Liquido
(Liquid Scintallation Counter, 1450 Microbeta Trilux). Los resultados se encuentran

expresados en c.p.m. (174).
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VI.5.5. Ensayo de diferenciacion de células B humanas.

Células B humanas de sangre periférica fueron estimuladas con IL-4 mas un anticuerpo
anti-CD40 o la proteina OmpC-gp39 u OmpC, y se determiné la presencia de las
inmunoglobulinas IgE e IgG por ELISA como se ha descrito previamente (24:25:175).

VIII. RESULTADOS.

VHL 1. Construccién y expresion de la proteina de fusion OmpC-gp39.

La region extracelular que comprende los residuos W140 a la S149 del CD154 humano se
insertaron en el asa cinco de la porina OmpC de S. enterica serovar Typhi v se expresaron
en la cepa de £ coli UH302 carente de porinas. Esta region fue seleccionada basandose en
lo siguiente: 1) La estructura cristalografica del modelo de interaccion TNF/TNFR (81). el
cual tiene una alta homologia con la interaccion que presenta CD40/CD154 v muestra dos
regiones de TNF, S198-A210 y Y140-M148, que interaccionan con TNFR: 2) La
identificacion de mutaciones de CDI154 en pacientes con el sindrome HIGMX-1 vy
experimentos de mutagénesis sitio dirigidos, los cuales identifican residuos como: K143,
Y145, Y146, R203 y Q220 los cuales son criticos en la interaccién con CD40
(75.81.83:84:176). y 3). La descripcion de tres fracciones solubles recombinantes de
CD154, que incluian los residuos Y45-1.261, E108-L261, v S149-L261, las cuales
mostraron actividad biologica. Un alineamiento de TNF, LT y CD154 revela que los
residuos entre la region W140-S149 de CD154 presentan una alta homologia con las otras

dos proteinas (Figura. 1A).
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Figura 1. Construccién de la proteina de fusion OmpC-gp39. A) Alineamiento de la secuencia de la
proteina CD 154 con TNF y linfotoxina (LT). B) Insercion de Ia secuencia de aminodcidos 140-149 de CD154
en el gene ompc. La secuencia de aminoadcidos W 140-5149 de CD154 fue inserfada por PCR en el asa 5 de la
porina OmpC de S. enterica serovar Typhi, empleandce el plasmido pST13 como molde. Una primera ronda de
amplificacion fue realizada con los “primers™ Ompc1/gp3911 u Ompc2/gp391 (a). Esta amplificacion originé
dos fragmentos del gene OmpC en el cual la secuencia de CD154 fue incluida (b). La segunda ronda de
amplificacion fue realizada empleando ambos productos de ADN como molde con los “primers”
Ompc1/Ompc? (c). Esta amplificacion origing un producto de fusién en el cual el segmento de 666-685 pares
de bases, fue substituido por la secuencia de CD154 (d, ). El pldsmido pSTI13 y el producto de la PCR fueron
digeridos con la enzima Kpa/ (f). Ei fragmento digerido fue reinsertado en el plasmido pST13 y transformado
en la cepa de E. coli UH302.

Por lo tanto, la region de CD154 W140-S149 (WAEKGYYTMS), fue sustituida dentro del

asa cinco de la porina OmpC de Salmonella enterica serovar Typhi vy expresada en E. coli
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UH302 cepa carente de porinas. La proteina de fusion fue obtenida mediante la técnica de
PCR, en dos diferentes amplificaciones. En la primera amplificacién, dos {fragmentos del
gene de OmpC contenidos en el plasmido pST13 se utilizaron como molde empleando dos
“primers” hibridos que contenian las secuencias de CD 154 y del asa cinco de OmpC. Esta
secuencia fue seleccionada de acuerdo al modelo de prediccion descrito previamente
(133:177). La primera amplificacion generé dos fragmentos (420 y 713 pb) (Figura 2A,
Carriles 2 y 3), los cuales fueron fusionados en una segunda amplificacién usando los
“primers” para el completo gene ompe (1113 pb) (Figura 2A, linea 4). El fragmento
generado. contiene la secuencia de CD154 en la secuencia del asa cinco de la porina
OmpC. la cual fue digerida Kpnl-Kpnl y sustituida por el fragmento Kpnl-Kpnl del
plasmido original pSTI13, originando el plasmido pST13-gp39 (Figura 2B, linea 6). Esta

estrategia estd representada esquematicamente en la Figura 1B.

VIIL. 2. La protcina de fusion OmpC-gp39 se expresa en E. coli UH302.

l.a cepa de E. coli UH302 carente de porinas fue transfectada con el plasmido pST13-gp39,
La proteina de fusion OmpC-gp39 fue purificada por el método reportado por
Arockiasamy (162) . como se describe en Material y Métodos. La pureza de la porina
OmpC-gp39 vy su disposicion homotrimérica fue demostrada por analisis electroforético
(Figura 2C). El anilisis por electroforesis de la proteina OmpC revela las bandas
correspondientes a los pesos esperados 108 kDa para las muestras sin hervir y 36 kDa para
las muestras hervidas (Figura 2C, Carriles 1 y 2), demostrando que la porina nativa es
capaz de formar trimeros. La proteina de fusion OmpC-gp39 muestra un mayor peso
molecular (= 40 KDa), pero también es capaz de formar trimeros (Figura 2C, Carriles 3 y
4) como la porina OmpC, datos que correlacionan con trabajos similares en donde se
modifica la secuencia de la asa cinco de la porina (157). Un resultado semejante fue

obtenido en la inmunoelectrotransferencia revelada con un suerc anti-OmpC policlonal
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Figura 2. Generacién de la proteina de fusién OmpC-gp39. A) La amplificacion fue realizada como se
describe en Material y Métodos. Carril 1, marcador de tamafio molecular 1 Kb: Carril 2, producto de 420 bp
que contiene la region de CD154 en el lado 5° terminal. Carril 3, producto de 713 bp que contiene la region de
CDI54 en el lado 37 inicial. Carril 4, fusion. B) Insercion del fragmento Kpni-Kpn! en el plasmido pSTI3.
Carril I Marcador de 1Kb. Carriles 2, 4 y 5 digestion de clonas sin el inserto Kpr/. Carriles 3 y 6, clonas con
el inserto Kpni-Kpnf de 700 bp. C) Patron electroforético de las porinas OmpC y OmpC-gp39. Las cepas de
E. coli fueron transformadas con los plasmidos pST13 y pST13-gp39, v las PME fueron purificadas v
analizadas por electroforesis como se describe en Material y Métodos. Carri! 1; E. cofi UH302 con el
plasmido pSTI3 sin hervir, Carril 2; misma cepa hervida. Carril 3; E. cofi UH302 con el plasmido pST 13-
£p39 sin hervir y Carril 4; misma cepa hervida. D) Inmunoblot de las porinas purificadas como se describe en
Material y Métodos. Las porinas fueron reveladas con un “cocktail” de anticuerpos monoclonales contra
OmpC. Linea 1; Porinas de E. coli UH302-pST13-gp39. Carril 2; Porinas de E. cofi UH302-pST13. E).
Analisis mediante PCR de la insercion de la region CD154 en el asa cinco de la porina OmpC. Mediante el
empleo de los “primers” internos gp39111 y gp39IV. Carril 1 y 2 plasmido pST13 sin la regién de CD154 con
los “primers” Ompc1/gp39111 y Ompc2/gp391V, respectivamente. Carril 3 y 4; pladsmido pST13 con la region
de CD154 con los “primers”™ Ompcl/gp391IT y Ompc/gp391V, respectivamente. F) Sitio de insercion de la
secuencia de CD40L en la de la porina OmpC-gp39.

(Figura 2D). La mayor masa molecular de la proteina de fusién OmpC-gp39 podria ser
debido a la sustitucion de 10 de los residuos de la asa cinco de la porina OmpC por los 10
residuos de la region W140-S149 del CD154 humano. La insercién del fragmento W140-
S149 fue confirmada por PCR empleando “primers” con la secuencia de CD154 y por
secuenciacion (Figura 2E. En la Figura 2F se muestra el sitio de la insercion de la regién de
gp39 en el asa cinco de la porina OmpC usando el modelo de la porina OmpF de E. coli
(59).

V3. La proteina de fusién OmpC-gp39 se une a CD40 soluble.

La capacidad de union de la proteina de fusion OmpC-gp39 con CD40 fue probada en
diferentes variantes de ELISA. En primer lugar se demostr6 la capacidad de la proteina
OmpC-gp39 para inhibir la interaccién CD154/CD40. Para lo cual placas de 96 pozos

fueron recubiertas con una proteina de fusion CD40-Fc e incubadas con la proteina
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recombinante soluble CD154, y revelada con un anticuerpo anti-CD154 y un anticuerpo
anti-raton conjugado a HRP. La inhibicion se realizdo mediante la preincubacion de la
proteina CD154 con concentraciones crecientes de las proteinas OmpC, OmpC-gp39 o un
anticuerpo monoclonal anti-CD40. Las concentraciones van de 0.4-50pg/ml (Figura 3A).
La proteina de fusion OmpC-gp39 fue capaz de inhibir la unidén de CD154 a la proteina
CD40-Fc de manera muy similar al anticuerpo anti-CD40, en contraste con la proteina
OmpC la cual no inhibe la union CD154/CD40. La inhibicion inducida por la proteina
OmpC-gp39 fue dependiente de la concentracion (£ < 0.05), dato que apoya su
especificidad.

Se realizo un ensayo de unién directa OmpC-gp39 con CD40. Placas de microtitulacion
recubiertas de con OmpC u OmpC-gp39 se incubaron con una proteina recombinante
CD40-Fc, y revelaron con anticuerpo anti-F¢ humano conjugado a HRP (como control se
usaron placas sin incubar con la proteina de fusion CD40-Fc). La Figura 3B muestra que la
proteina OmpC-gp39 es capaz de unir a la proteina CD40-Fc de manera concentracion
dependiente ( P < (0.05), mientras que la proteina OmpC nativa no fue capaz de unirse a la
proteina CD40-Fc, sugiriendo que el fragmento de CD154 (W140-S149) es la region o una
de las regiones que se unen a CD40. No se observo sefial cuando la proteina CD40-Fc no
estuvo presente en el ensayo de union (Figura 3B) o cuando se adiciono un exceso de la
proteina rhsCDI154. Estos resultados indican que la proteina de fusion OmpC-gp39 que
contiene el dominio W140-5149 de CD154 reconoce al CDA0.

Se realizaron dos ensayos de competencia entre CD154 y OmpC-gp39 para unir CD40. En
el primero placas de microtitulacién se recubrieron con CD40-Fc, se incubaron con las
proteinas OmpC-gp39 u OmpC, y se revelaron con un “cocktail” de anticuerpos
monoclonales contra OmpC, y un anticuerpo anti-raton conjugado a HRP. El ensayo de
competencia sc realizo con la adicién de la mezcla de porinas y la proteina CD154. La
Figura 3C muestra que la proteina OmpC-gp39 fue capaz de unir a la proteina CD40-Fc de

mancra concentracion dependiente; sin embargo. la proteina OmpC no fue capaz de unirse.
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Figura 3. Evaluacién de la unién de la porina OmpC-gp39 con CD40 por ELISA. A} La porina OmpC-
£p39 inhibe la unién de CD40 con CD154. Placas de 96 pozos fueron recubiertas con una proteina de fusion
CD40-Fc (2 pg/ml) e incubadas con la proteima rthCD154 (5 ug/ml), y con un anticuerpo anti CD154,
finalmente revelado con un anticuerpo anti-ratén 1gG-HRP. El ensayo de inhibicion se realizé preincubando
la proteina CD40-Fc¢ con la porina OmpC (Triangulos retlenos), OmpC-gp39 (Cuadros rellenos) o con un
anticuerpo monoclonal contra CD40 (Circulos). B) La porina OmpC-gp39 une CD40. Placas de 96 pozos
tueron recubiertas con concentraciones crecientes de OmpC-gp39 (Cuadros rellenos) u OmpC (Triangulos
rellenos) (0.4-50 pg/ml} e incubadas con la proteina CD40-Fc (4 sg/ml) ¥ luego con un anticuerpo anti-
humano IgG-HRP. Los controles incluyen placas con OmpC (Tridngulos blancos) v OmpC-gp39 (Cuadros
blancos), pero sin la adicion de CD40-Fc. C) La porina OmpC-gp39 compite con CD54 por la unién con
CD40. Placas de 96 pozos fueron recubiertas con CD40-Fc, e incubadas con OmpC-gp39 u OmpC (10
pg/mi), luego con un “cocktail” de anticuerpos monoclonales contra OmpC, y fuego con un anticuerpo anti-
raton 1gG-HRP. La competencia se realizo por la mezcla con CDI54 (5 rg/mb), OmpC-gp39 (Cuadros
rellenos), OmpC-gp39 mas CDI54 (Cuadros blancos). OmpC (Triangulos relleno), OmpC con CD154
(Triangulos blancos). D) OmpC-gp39 compite con CD 134 por la unién con CD40. Placas de 96 pozos fueron
recubiertas con la proteina CD40-Fc, e incubadas con concentracienes crecientes de CD154, luego con un
anticuerpo monoclonal anti-CD154, y con un anticuerpo anti-ratén lgG-HRP. La competencia se realizo
mediante la mezcla con OmpC u OmpC-gp39 (10 pg/ml). CD154 (Circulos rellenos),CD154 mas OmpC-
£p39 (Cuadros blancos), CD154 mas OmpC (Tridngulos blancos). Se presentan la media y la desviacion
estandar de tres experimentos independientes.
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La presencia de la proteina CD154 recombinante induce una clara inhibicién en la union de
OmpC-gp39 a CD40-Fc ( P< 0.05). Para corroborar estos dalos, se realizé un ensayo de
competencia inversa de la manera siguiente. Placas recubiertas con CD40-Fc fueron
incubadas con diferentes concentraciones de la proteina CD154. Luego las placas fueron
tratadas con un anticuerpo monoclonal anti-CD154 y reveladas con un anticuerpo anti-ratén
conjugado a HRP. La competencia fue realizada mediante la adicion de una mezcla de
porinas y la proteina CD154. La Figura 3D muestra que la proteiﬁa CDI154 se une a la
proteina CD40-Fc de manera concentracion dependiente y la proteina de fusion OmpC-
2p39 fue capaz de inhibir esta interaccion. Es interesante que en este experimento la mezcla
de CD154 con OmpC nativa disminuye en un ~40% la unioén de CD154 con CD40-Tc

sugiriendo una unién inespecifica o inhibicién estérica (P < 0.03).

VIIL4. La proteina de fusién OmpC-gp39 se une al linfoma de células B humano Raji.
La capacidad de la proteina OmpC-gp39 de unirse a células Raji fue analizada por
citometria de flujo. Células Raji fueron incubadas con concentraciones crecientes de las
proteinas OmpC u OmpC-gp39, las cuales fueron marcadas con FITC. La Figura 4A
muestra claramente que la proteina OmpC-gp39 fue capaz de unirse a células Raji de
manera concentracién dependiente. Esta union es especifica con CD40, ya que la presencia
de un anticuerpo anti-CD40 (Figura 4A) o la proteina OmpC-gp39 sin marca con FITC la
inhiben. Este resultado no se observa cuando se emplea la proteina OmpC nativa (Figura
4A). A las mismas concentraciones de la proteina OmpC se observa una discreta union a las

células Raji, pero esta unién es independiente de CD40 (P < 0.05).
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Figura 4. A) La proteina OmpC-gp39 es capaz de unirse a células B humanas. Células Raji fueron
cultivadas e incubadas con las proteinas OmpC-gp39 u OmpC conjugadas a FITC como s¢ describe en
Material y Métodos. Las células fueron analizadas por Citometria de Flujo. La inhibicion se realizo mediante
la adicion de proteinas sin marcar o ¢l empleo de un anticuerpo anti-CD40 (| ng/mb), OmpC-gp39 (Cuadros
rellenos), OmpC (Trigngulos rellenos), OmpC-gp39 mas anticuerpo anti-CD40 (Rombos rellenos), La media
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y desviacion estandar de tres experimentos independientes fueron graficadas. B, D y F) La proteina OmpC-
£p39 activa células B humanas. La capacidad de activacion de células B humanas de la proteina OmpC-gp39
fue evaluada por la determinacion en el incremento en la expresion de las moiéculas MHC-11, CD23 y CD80,
determinadas por citometria de flujo. Células Raji fueron incubadas con las protelnas OmpC y OmpC-gp39
(50 pg/ml) o con un anticuerpo anti-CD40 (1 pg/ml), capaz de inducir activacién via CD40 en presencia de
11.-4 (200 U/ml). Anticuerpos anti-MHC-II, CD23 y CD80 conjugados a FITC fueron utilizados y las células
analizadas por Citometria de Flujo, se presenta uno de cinco experimentos. C, E y G) La actividad de la
proteina OmpC-gp39 sobre las células Raji es inhibida por la presencia de un anticuerpo anti-CD40. Las
células Raji fueron cultivadas como se describe en B, D y F, pero la proteina OmpC-gp39 fue mezclada con
un anticuerpo monoclonal anti-CD40 y analizadas como se describe, se presenta uno de cinco experimentos

independientes.

VIILS. La proteina de fusion OmpC-gp39 activa al linfoma de B humano Raji.

La proteina de fusion OmpC-gp39 purificada tiene actividad biologica, ya que fue capaz de
activar c€lulas Raji. Esta activacion fue evaluada mediante el analisis en la expresion de las
proteinas MHC-II, CD23 y CD80. Las células Raji fueron incubadas con 50 pg/ml de la
proteina. OmpC u OmpC-gp39 por 18 h y posteriormente con anticuerpos especificos
conjugados a FITC, las células fueron analizadas mediante citometria de flujo (Figura 4 B,
D, F). La proteina OmpC-gp39 induce un incremento en la expresiéon de MHC-1[ de
manera comparable a la que induce un anticuerpo anti-CD40 (Figura 4B), también induce
expresion de CD23 y CD80. Es interesante que la proteina OmpC induce la expresion de
las tres moléculas de superficie investigadas, aunque la intensidad de expresién fue menor
que la producida por la proteina OmpC-gp39 o el control anticuerpo anti-CD40 (P <0.05).
Esta observacion inesperada puede ser atribuida a una actividad bioldgica intrinseca de la
porina OmpC, va que las células Raji no fueron activadas por las cantidades equivalentes
de LPS encontradas en las porinas purificadas (10 ng/ml para OmpC y 8 ng/ml para OmpC-
gp39). La concentracion de LPS fue determinada por el método de coagulacion de
amebocitos de Limulus polyphemus. La incubaciéon de la proteina OmpC-gp39 con un
anticuerpo anti-CD40 competidor y que bloquea esta actividad muestra una clara inhibicion
en la expresion de MHC-II, CD23 y CD80 inducida por la proteina OmpC-gp39, sugiriendo
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que la actividad biclogica de OmpC-gp39 requiere de la interaccion con CD40 y es
independiente de LPS (Figuras 4 C, E y G).

VIIL.6. La proteina de fusion OmpC-gp39 activa células B humanas de sangre
periférica.

La proteina de fusion OmpC-gp39 también fue capaz de activar células B humanas de
sangre periférica, ya que la incubacion de estas células con diferentes concentraciones de la
proteina induce un incremento en la expresion de las moléculas MHC-1I, CD23 y CD80
(Tabla 1). Desafortunadamente, a diferencia de la linea celular Raji el incremento de la
expresion de moléculas como MHC-II, CD23 y CD80 en linfocitos B humanos purificados
de sangre periférica no son significativamente diferentes comparados con los niveles
inducidos por la porina OmpC. El incremento en la expresion de estas moléculas es
dependiente de la concentracion de ambas proteinas, lo que reduce la posibilidad de que la
activacion inducida por la proteina OmpC sea inespecifica. Se realizaron andlisis por
ELISA para determinar la induccion de secrecion de inmunoglobulinas en linfocitos B de
sangre periférica tratadas con las proteinas OmpC-gp39 y OmpC (Figura 5). Se observo
un ligero incremento en la produccion de 1gG total comparado con la induccion generado
por el tratamiento con la OmpC, aunque este no fue significativo, posiblemente por el
~estadio de maduracién que presentan la mayoria de linfocitos B de sangre periférica. Cabe
mencionar que tambien el control de un anticuerpo anti-CD40 no indugo de manera
significativa un incremento en la produccion de IgG total (Dato no mostrado). Por ello, se
requiere de un estudio con células inmaduras para evaluar la capacidad de la proteina

OmpC-gp39 para activar linfocitos B.
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Tabla I. La proteina OmpC-gp39 induce la expresion de MHC-H, CD23 vy CDS0 ¢n

linfocitos B de sangre periférica.

—stimulo

XHC-II CD23 CDSG
T =08 nE=D5 L =DR
yIadic TE =22 e =27 g7 =33
ae-C D= 488 = 12 SIS e =47
',f:]n]p(j 415 =472 212 =38 1R 20T
OmpC-gp3% 478 =38 238 =87 210 =5

Los datos presentados representan la intensidad media de fluorescencia (IMF) y

tres experimentos independientes
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Figura 5. La proteina OmpC-gp39 es capaz de inducir un incremento en la expresién de IgG e IgE.
Linfocitos de sangre periférica fueron incubados con las proteinas OmpC-gp39 u OmpC (50 pg/ml) como se
describe en Material y Métodos. La barra blanca indica Ja concentracién de inmunoglobulinas en el control
tratado con IL-4 (100U/mi), la barra gris representa las concentraciones en presencia de la porina OmpC

nativa y las barras negras son los valores obtenidos en la presencia de la porina OmpC-gp39. Se presentan la

media y desviacion estandar de tres experimentos independientes.

VIIL7. La proteina de fusién OmpC-gp39 induce proliferacién de células B humanas
de sangre periférica,

Se evalud la capacidad de la proteina OmpC-gp39 para inducir proliferacién de células B
de sangre periférica, utilizando como control un anticuerpo anti-CD40 capaz de activar a
las células B (Figura 6), Es interesante que la proteina OmpC-gp39 fue capaz de inducir
activacion, proliferacion y diferenciacion de células B de sangre periférica, pero esta
actividad biologica también se present6 con la proteina OmpC y el andlisis estadistico de
tres diferentes experimentos no muestra diferencias significativas entre ambas proteinas. La

causa de la actividad biologica intrinseca de la porina OmpC en células B de sangre

periférica se discute mas adelante.
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Figura 6. La proteina OmpC-gp39 fue capaz de inducir proliferacion de linfocitos B de sangre
periférica. Linfocitos B de sangre periférica fueron incubados con las proteinas OmpC-gp39 u OmpC como
se describe en Material y Métodos. Las células fueron incubadas con diferentes concentraciones de las
proteinas (5, 10,20 y 50 pg/ml). OmpC (Cuadros rellenos), OmpC-gp39 (Triangulos rellenos), IL-4 (100U)
(Rombos vacfos), después de 48 h las células fueron pulsadas con *H-timidina por 6 h. Las células se
cosecharon en fibras de nylon y se determind la incorporacion de 'H-timidina. Se presentan la media y

desviacion estandar de tres experimentos independientes.
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IX. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

CID154 es una glicoproteina miembro de la familia del TNF que se expresa en linfocitos T
activados. La interaccion y sefializacion a través de CD40 es esencial para una gran
variedad de funciones del sistema inmune, incluyendo maduracion vy activacién de células
B y T, produccion de anticuerpos y cambio de isotipo de inmunoglobulinas. Actualmente
no s cuenta con un modelo de la interaccion CD154/CDA40, pero el andlisis cristalografico
de un fragmento CD154 muestra una estructura trimérica, similar a la de otros miembros
de la misma familia. Utilizando como modelo la estructura cristalografica de TNF/TNFR se

han logrado predecir las regiones de CD154 y CD40 que interaccionan.

Se cree que las dos regiones formadas por dos monomeros de CD154 adyacentes participan
en la union con CD40. Los amino4cidos criticos en CD154 incluyen K143, Y145, Y146,
R203 y Q220. Sin embargo, en CD40 se incluyen los amino 4cidos E74, Y82, D84, N86 y
E117. Tres proteinas recombinantes de CD154 reportadas (85) apoyan la idea de que los
aminoacidos en la region comprendida entre W140-S149 pueden ser muy importantes para
la uni6n y sefializacion a través de CD40. Estas proteinas recombinantes comprenden los
residuos Y45-L261, E108-L261 y son biologicamente activas, sin embargo una tercera que
incluye los residuos $149-L.261, es capaz de unirse a CD40 pero no es funcional (169).
Estos hallazgos indican que la region extracelular de CD154 contiene regiones que se unen

a CDA40, pero que no necesariamente estimulan su actividad biologica.

Los anticuerpos gencrados contra diferentes regiones de CD40 presentan diferentes
actividades biologicas, que van desde la unién con CD40 que inhibe la inieraccion con
CD154, hasta la capacidad de unirse a CD40 e inducir activacion de linfocitos B,
demostrando que la interaccion de pequefios péptidos con regiones definidas de CD40

puede desencadenar respuestas bioldgicas diferentes (178).
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La alineacion de CD154 con el TNF y la linfotoxina, asi como la informacién obtenida a
partir de la secuenciacion y que ha sido confirmada mediante mutagénesis dirigida. han
permitido identificar que los residuos de amino acidos en las posiciones 140-149 de CD154

(WAEKGYYTMS) interaccionan con CD40 (75:83;84:176).

Con la hipdtesis de que esta region es importante para la union con CD40 y de que puede
inducir activacion de linfocitos B, se inserto mediante ingenieria genética en el asa cinco de
la porina OmpC de Salmorella enterica serovar Typhi y se evalub la capacidad de la

proteina de fusién resultante (OmpC-gp39) de interaccionar con CD40 y desencadenar una

actividad biologica.

OmpC, al igual que otras porinas, tiene una estructura terciaria semejante a un barril o dona
insertada en la membrana externa de la bacteria, que contiene asas orientadas hacia el
medio externo. Estas asas contienen sitios permisivos donde pueden ser integrados péptidos
foraneos sin alterar su estructura. Aunque no se ha realizado un analisis detallado de la
localizacion de estos sitios permisivos y de la extension de los péptidos que pueden ser
insertados en Ia asas externas, las experiencias con otras porinas permiten suponer que las
asas 5, 6 y 7 pueden contener péptidos foraneos de aproximadamente 10 a 15 amino acidos.
Ademas nosotros hemos reportado que un péptido alergénico fusionado con el asa cinco de
la porina OmpC es capaz de modular la respuesta inmune en un modelo murino de alergia a
ovalbimina (157). Otro aspecto considerado en la eleccion de la porina OmpC como
acarreador de la region 140-149 de CD154 fue su propiedad de formar homotrimeros. Se
considera que ia conformacion trimérica o al menos dimérica, es una de las condiciones
para que la interaccion CD40/CD154 sea funcional (179). CD154 atrae y agrupa CD40, el
cual se localiza en balsas lipidicas que contienen MHC-II y CD80 (34;37). Por supuesto
que se esperaria que la interaccion tridimensional entre OmpC-gp39 con CD40 no fuese
similar a la de CD40L, pero si es razonable pensar que pudiese iniciar el proceso de

agrupacion de CD40.




La proteina OmpC-gp39 conservé la propiedad de formar trimeros en solucién. El analisis
electroforético en condiciones semi-reductoras de esta proteina purificada a partir de £ coli
UH302, la cual carece de la expresion enddgena de la porina OmpC, muestra un
corrimiento similar a la porina OmpC nativa (Figura 2C). Sin embargo, la expresion de la
proteina OmpC-gp39 en esta cepa de £. coli fue menor si la comparamos con la expresion
de la proteina OmpC. Este resultado es consistente con otras proteinas de fusion obtenida
en nuestro laboratorio y puede ser explicado por el uso de codones de baja eficiencia en las
secuencias insertadas en la porina. También hemos considerado la posibilidad de que estos
amino 4cidos insertados confieran una menor eficiencia de plegamiento, teniendo como
consecuencia una disminucion en la expresion de esta proteina, como resultado de un
proceso de degradacion de esta proteina en citosol {144), pues mutaciones en las porinas o
cambios en sus secuencias pueden contribuir a disminuir su eficiencia de ensamble Y No ser
expresadas y por lo tanto degradadas en el espacio periplasmico por las proteinasas como la
proteina DegP (180). Fenomeno que pudiese suceder con nuestra proteina de fusién y
disminuir su eficiencia de expresion. Sin embargo, la proteina OmpC-gp39 fue purificada y

sus propiedades biolégicas fueron analizadas.

Mediante ensayos de competencia por ELISA se analizé la capacidad de union de la porina
OmpC-gp39 con CD40. Se demostré que la porina OmpC-gp39 fue capaz de inhibir la
union de una proteina de fusion CD40-Fc con CD154 soluble de manera muy similar a un
anticuerpo antagonista anti-CD40. La inhibicién se llevo a cabo preincubando la proteina
CD154 con concentraciones crecientes de OmpC, OmpC-gp39 o el anticuerpo monoclonal
anti-CD40. Solo Ja proteina OmpC-gp39 y el anticuerpo anti-CD40 fueron capaces de
inhibir la unién CD154/CD40-Fc de manera dependiente de la concentracién (Figura 3A).
En seguida se realizo un ensayo de unién CD40/OmpC-gp39, recubriendo placas de
microtitulacion con las proteinas OmpC u OmpC-gp39, ¢ incubando con la proteina CD40-
Fe. En este ensayo se observo una unién dependiente de la concentracion de CD40-Fc para

OmpC-gp39 (Figura 3B), pero no para la proteina OmpC nativa. Otros dos ensayos
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realizados con placas recubiertas con CD40-Fc, las cuales fueron incubadas con una mezcla
de CD154 v OmpC-gp39, y posteriormente con anticuerpos contra CD154 u OmpC,
confirmaron que la proteina OmpC-gp39 compite con CD154 por su unidn con la proteina
CD40-Fc (Figura 3C y D). Estos datos nos sugieren fuertemente que la proteina OmpC-
gp39 tiene la capacidad de unirse a moléculas de CD40 solubles y que su capacidad de
union con CD40 es muy considerable pues logra competir con él ligando natural CD154
soluble. Esta union presenta una menor afinidad que la proteina recombinante CD154, ya
que se requiere de mayores concentraciones para alcanzar una unién parecida a la del
CD154, aunque no se realizaron ensayos para calcular la afinidad, se puede inferir que la
union es considerable, ya que las concentraciones utilizadas son similares a las empleadas

en otros sistemas de unién de receptor-ligando como la unidon de CD200-CD200R (181).

Para demostrar que la proteina OmpC-gp39 era capaz de unirse a CD40 expresado en
linfocitos B, las proteinas OmpC-gp39 v OmpC fueron conjugadas a FITC y mediante
citometria de flujo, analizamos su capacidad de union. La proteina OmpC-gp39 se unio a
células Raji de manera dependiente de la concentracion (Figura 4 A), y la especificidad de
Ja union fue demostrada mediante el empleo de un anticuerpo anti-CD40 y la proteina
OmpC-gp39 sin conjugar, dado que la preincubacion de células Raji con el anticuerpo o la
proteina OmpC-gp39 sin conjugar inhiben la unién de la proteina OmpC-gp39-FITC. De
igual manera al analizar la capacidad de union de la proteina OmpC nativa, encontramos
que esta proteina no es capaz de unirse a las células Raji de manera similar a la presentada
por la proteina OmpC-gp39 (Figura 4A). Estas observaciones sustentan la idea de que la
proteina OmpC-gp39 es capaz de unirse a CD40 nativo expresado en la superficie de

linfomas de B.

La proteina OmpC-gp39 también fue capaz de activar lineas de linfocitos B, v linfocitos B
de sangre periférica. Esta propiedad se evalué por la induccién del incremento en la

expresion de las proteinas MHC-II, CD23 y CD80, funcién que se sabe sucede por la
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interaccion CD40/CD154(40;51;173;182). En células Raji, la proteina OmpC-gp39 induce
un incremento en Ja expresion de MHC-Il y CD23 de manera comparable con la inducida
por un anticuerpo anti-CD40 (Figura 4B y tabla 1), mientras que el incremento de CD80 cs
menor a la inducida por el anticuerpo anti-CD40 (Figura 4D, F y tabla 1).

En células Raji y linfocitos B de sangre periferica el comportamiento de la porina OmpC
nativa fue inesperado, ya que esta proteina induce un incremento en la expresion de las tres
proteinas analizadas (MHC-1I, CD23 y CD80), aunque menor que la inducida por la
proteina OmpC-gp39. Este resultado fue consistente en los diferentes experimentos
independientes realizados. La posible actividad de LPS en nuestro sistema fue descartada
utilizando las cantidades de LPS equivalentes al contenido en las proteinas OmpC-gp39 y
OmpC, las cuales no fueron capaces de activar células Raji. Sin embargo, Ia actividad
biolégica de OmpC-gp39 disminuyé al incubar la proteina OmpC-gp39 con un anticuerpo
anti-CD40 que bloquea esta union y que es incapaz de activar células B (Figura 4 C, E y
(). De igual manera que en la linea celular la porina OmpC-gp39 induce la expresién de
MHC-II, CD23 y CD80 en linfocitos B purificados de sangre periférica, pero a diferencia
que en c€lulas Raji, esta induccién no es significativamente diferente a la inducida por la

proteina OmpC (Tabla 1).

Estos resultados sugieren que OmpC tiene una actividad bioldgica intrinseca v son
consistentes con otras observaciones en diferentes proteinas de membrana externa de
origen bacteriano (183). La porina OmpA de Klebsiella pneumoniae es capaz de unirse al
“Toll- Like Receptor” (TLR) 2 e inducir Ia expresion de IL-2 y la maduracion de células
dendriticas (184). También la porina de Shigella dysenteriae es capaz de inducir la
expresion de TLR2 e induce la expresion de CD80 y CD86 en macréfagos in vive, asi como
la secrecion de IL-12 influenciando la respuesta Thl. Por otro lado, la porina de
Haemophilus influenzae, es capaz de inducir la produccion de citocinas como TNF-o e IL-

6 de manera dependiente de TLR-2 y MyD88 (185). Esta actividad es totalmente
54



independiente de LPS, pues ratones C3H/Hel {que son carentes de la funcion de TLR-4 ¢l
cual esta involucrado en la respuesta al LPS) responden de manera similar ante el estimulo
con estas porinas. La propiedad inmunogénica de las porinas de Neisseria sp se debe a su
capacidad de inducir la expresion de moléculas cooestimulatorias como CD80 en linfocitos
B, la cual es dependiente de TLR-2, de la actividad de MyD88 y de la activacion de NF-xB
(186). Por otro lado las porinas de Salmoneila enterica serovar Typhimurium son capaces
de activar la proteina de activacion 1 (AP-1) y NF-kB, a través de la cascada de las MAPKs
(187). Ademas induce la produccion de NO, a través de la activacion de la via de “Protein-
Cinasas C” (PKC) (188). Otro estudio demuestra que la proteina-PorB de Neisseria
gonorrhoeae induce apotosis en macréfagos humanos (189). Por ello, es nuestra opinion
que debe considerarse que las porinas contienen PAMPs (patrones moleculares asociados

a patogenos)

Es interesante sefalar que la proteina OmpC-gp39 cultivada en presencia de IL-4 es capaz
de activar células B purificadas de sangre periférica. Estos resultados fueron controversiales
puesto que la activacién presentada por esta proteina de fusion no es estadisticamente
diferente a la activacion inducida por la porina OmpC nativa (Tabla 1). Estos resultados
pueden ser explicados por la actividad biologica intrinseca de la propia porina, como ya se
menciond anteriormente, sin embargo se ha considerado modificar las condiciones
experimentales para tratar de elucidar si esta proteina de fusion presenta una mayor
activacion de células B humanas comparado con la porina nativa. Creemos que la
interaccion de la porina con el TLR2 expresado en los linfocitos B, puede estar implicado
en esta activacion intrinseca de la porina nativa y esto abre nuevas lineas de investigacion.
Es importante sefialar que la proteina OmpC-gp39 fue capaz de inducir un ligero
incremento en la expresion de las proteinas MHC-II, CD23 y CD80, comparado con la
observada en la porina nativa. También fue posible observar un incremento no sigificativo
en la produccién de inmunoglobulinas, inducida por la incubacion con la proteina OmpC-

gp39 en sobrenadantes de células B de sangre periférica (Figura 5), para lo cual se evalud
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IgG e IgE, esta ultima en presencia de 11-4. Fstas observaciones, aunque son muy
preliminares, nos sugieren una participacion de la region de CD154 presente en la porina
OmpC. De la misma manera cuando analizamos la propiedad de inducir proliferacién de
linfocitos B de sangre periférica (Fi gura 6}, encontramos que no hay diferencias estadisticas
entre la induccién generada por la proteina OmpC-gp39 y la OmpC nativa, posiblemente
las diferencias observadas sean debido a un efecto aditivo. Por estas razones. consideramos
que son necesartos estudios mds detallados para tener una mejor idea de la actividad

biologica de la proteina OmpC-gp39 en células B de sangre periférica.

Los experimentos realizados en las células Raji, sugieren fuertemente que la proteina de
fusion OmpC-gp39 es capaz de unirse de manera especifica a CD40 y desencadenar una
actividad bioldgica como lo hace CD154. Sin embargo, se requieren otros ensayos con
linfocitos B purificados de sangre periférica para poner de manifiesto la capacidad de la
proteina OmpC-gp39 de desencadenar una actividad bioldgica especifica dependiente de la

interaccion con CD40, como se demosird con células Raji.

Los resultados que aqui se presentan contribuyen a entender la interaccion CD40/CD1 54, lo
cual es un punto esencial para comprender mejor la cooperacion de linfocitos T y B y las
bases de la respuesta inmune, en donde participan las moléculas CD40/CD154 vy otras
proteinas que pertenecen a la misma familia. De acuerdo a estos hallazgos es posible
proponer las siguientes aplicaciones:

Se han generado varios anticuerpos anti-CD40 que reconocen diferentes epitopos de la
proteina (66) y se ha establecido que hay una fuerte correlacion entre el sitio de unidon del
anticuerpo y la sefial inducida. Asi por ¢jemplo, hay anticuerpos capaces de inducir la
expresion de moléculas coestimuladoras como CD23 y CDB80, a diferencia de otros que no
lo hacen. La induccion en la expresion de MHC-IT no presenta una clara correlacion con el
sitto de union del CD154, pues anticuerpos que reconocen sitios fuera de esta region son

capaces de inducir la expresién de moléculas MHC-II. En  este estudio se demosirs la
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proteina OmpC-gp39 induce expresion de moléculas coestimulatorias, de complejos MHC-
I1 v activacion. Lo que ofrece una ventaja sobre el empleo de anticuerpos monoclonales,
porque su actividad es limitada v depende del sitio de reconocimiento. El hecho de que la
proteina OmpC-gp39 induzca esta gama de respuestas, a pesar de solo reconocer una
pequefia region de CD40, sugiere que la respuesta generada por la union de CD40 no
depende del sitio de union y de la conformacidon con la que se del estimulo a CD40, de
manera similar como en otros miembros de la farpilia del TNFR que es mediada por su
entrecruzamiento (190). Es posible pensar que otra proteina de fusién que conteniendo una
region diferente de CD154 tuviese funciones bloqueadoras de CD40 y que pudiese servir
como inhibidor competitivo de CD154. Sin embargo. la actividad intrinseca de OmpC que
descubrimos inesperadamente en este trabajo, hace poco probable esta hipotesis. Por lo que

es importante realizar estudios empleando otras proteinas acarreadoras como MisL (191).

Actualmente se esta tratando de aclarar el papel de CD40 y CD154 en la proliferacion y
diferenciacion de células tumorales (192) v se ha sugerido que un inmunorreactivo que
regule la interaccion CD40/CD154, puede tener una gran utilidad en el tratamiento de
linfomas v en padecimientos caracterizados por procesos de inflamacion crénica como la
EAE y la esclerosis multiple (193). Actualmente se emplean anticuerpos anti-CD40 o
CD154 recombinantes en estudios de fase | para el tratamiento en linfomas No-Hodgkin
(194). En estos estudios se ha demostrado que la capacidad terap€utica de este reactivo esta
determinada por su propiedad de inducir activacion de las células malignas incrementando
la expresién de moléculas de superficie como MHC-11, CD80 y CD86. Lo que permite un
mayor reconocimiento de estas por parte de los linfocitos T efectores induciendo
mecanismos citotoxicos de eliminacion. Consecuentemente, es razonable pensar que la
proteina generada en este estudio puede ser utilizada en el tratamiento de padecimientos
como linfomas. Esta conjetura abre nuevas posibilidades de investigacion en modelos

humanos in vitro y murinos in vivo. Sin embargo, la secuencia que se insert6 en la porina
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OmpC corresponde a la secuencia humana y se debiera construir la proteina de fusion

homodioga del ratén.

Por ultimo, mediante la administracién de antigenos en conjunto con anticuerpos anti-CD40
0 proteinas recombinantes de CD154 es posible generar una mayor respuesta inmune, que
se debe a la actividad adyuvante de CD154 (195). Para evitar inmunizaciones repetidas y
altas dosis de antigeno que pueden producir efectos colaterales (196;197). En este estudio
se demostro que la proteina de fusion OmpC-gp39 presenta un efecto adyuvante, pues es
capaz de generar la activacién de células B. Ademas es posible modificar dos diferentes
asas de la porina OmpC y de este modo potenciar la respuesta inmunoldgica ante
determinado antigeno. Asi, proponemos que la proteina de fusion OmpC-gp39 puede servir
como acarreadora de antigenos, ofreciendo un poder adyuvante sobre el empleo do otros
sistemas acarreadores, e inclusive los acarreadores vivos atenuados como Saimonella
enferica serovar Typhimurium(97). Esto aporta las bases para el desarrollo de nuevas y
mejores vacunas, pues la vacunacién con DNA que codifica para una antigeno vy que

contiene el gene de CD154, incrementa la produccion de anticuerpos especificos (96)

favoreciendo la eficiencia de la respuesta inmune humoral.

En resumen, en este trabajo se demostré que la insercion de la region W140-S149 de
CD154 en la porina OmpC es capaz de unirse de manera especifica a CD40 soluble o
expresado en células B humanas y constituyen el primer reporte de una proteina de fusion
que contiene una pequefia region de CD154 Y que es capaz de unirse a su receptor
cspecifico e inducir activacién de células B. Este sistema puede ser util para el estudio de la
interaccién ligando-receptor y para €l desarrollo de proteinas con propiedades terapéuticas.
Esta proteina puede ser una herramienta para conocer mejor la interaccion CD40/CD154 y
pudiese ser empleada en la modulacion de la respuesta en modelos de linfomas de células

B y tener aplicacion como vector en la generacion de vacunas que contengan el poder
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adyuvante de la interaccion CD40/CD154 para inducir una respuesta inmunoldgica ante un

antigeno cspecifico.
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A Salmonella typhi OmpC fusion protein expressing the CD154 Trp140-Ser149
amino acid strand binds CD40 and activates a lymphoma B-cell line

MARIO 1. VEGA *{ LEOPOLDO SANTOS-ARGUMEDO, T SARA HUERTA-YEPEZ *f ROSENDO LURJA-PEREZ.*t
VIANNEY ORTIZ-NAVARRETE, ARMADO ISIBASI} & CESAR R. GONZALEZ -BONILLA* *Unidad de Investigacion
Médica en Inmunologia e Infectologra, Hospital de Infectologia ‘Dr Daniel Méndez Herndndez’ Centro Médico 'La Raza’, México,
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SUMMARY

CDi54 is a type II glycoprotein member of the lumour necrosis factor (TNF) ligand family,
which is expressed maialy on the surface of activated T lymphocytes. The interaction with its
receptor CD40, plays a central role in the control of several functions of the immune system.
Structural models based on the homology of CD154 with TNF and lymphotoxin indicate that
binding to CD40 involves three regions surrounding amine acids K143, R203 and (220, and
that strands W140-5149 and S198-A210 are critical for such interactions. Also, il has heen
reported that iwo recombinant CD154 fragments, including amino acid residues Y45-1.261 or
E108-1.261 are biologically active, whereas other polypeptides, including S149-L261, are not.
Therefore, we decided to construct a fusion protein inserting the W140-5149 amino acid
strand (WAEKGYYTMS) in an external loop of the ouler membrane protein C (OmpC) from
Salmonella enterica serovar Typhi and assess its ability 10 bind CD40 and activate B cells. The
sodium dodecyl] sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis demonstrated that the chimeric
OmpC-gp3? protein conserved its ability to form trimers. Binding te CD40 was established by
three variants of enzyme-linked immunosorbent assay, a direct binding assay by coating
plates with a recombinant CD40-Fc protein and through two competition assays between
OmpC-gp3? and recombinant CD154 or soluble CD40-Fc. Flow cytometry analysis demon-
strated that OmpC-gp39 increased the expression levels of major histocompatibility complex
II, CD23, and CD80, in Raji human B-cell lymphoma similarly to an antibody against CD40.
These resuits further support that the CD154/CD40 interaction is similar to the TNF/TNF
receptor. This is the first report of a hacterial fusion pretein containing 2 small amino acid
strand form a ligand thal is able to activate its cognate receptor.

professional antigen presenting cells. The CD154/CD40 inter-

INTRODUCTION action plays a central role in the control of bath humoral and

CD154 (CD40L, TRAP, T-BAM or gp39) is a 39 000 MW
glycoprotein member of the tumour necrosis factor (TNF)
ligand family," expressed as a type 1T integral membrane protein
mainly on the surface ol activated T lymphocytes, and also
found in many other cells.”? © CD154 is the ligand for CD40, a
member of the TNF receplor family expressed mainly in
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cellular immunity.”"" The importance of such interaction is
demonsirated by the X-linked hyper-immanoglobulin M (IgM)
syndrome (HIGMX-1). a genetic disorder consisting of CDI134
mulations, characterized by impaired (hymus-dependent
humoral immune responses, high serum concentrations of
IgM, decreased amounts of [gG, IgA and IgE, and absence
of germinal centres m lymph nodes.'>"'* B lymphocytes iso-
lated from these patents produce immunoglobulin isotype
switching if treated with anti-CD40 monoclonal antibodies or
soluble CDI154. Furthermore, CD154 knock-out mice suffer
analogous alterations 1o HIGM-1."%!7

The identification of CD154 regions mvolved in the inter-
action with CD4{) derives from alignment studies with TNF and
lymphotoxin. TNF/TNF receptor (TNFR) erystallographic data,

3 2003 Blackwell Publishing [.td
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site directed mulagenesis, sequence analysis of CD154 in
patients with HIGMX-1 and crysuallography of CDI154.
Although the complete crystallographic model ol CDI154
remains unknown, the crystal structure of the CDI154 extra-
cellular fragment confirmed that the molecule forms a trimer
with overall I'i)lding similar (o other members ol the TNF
family, but with differences in several loops including those
involved in binding (0 CD40."® The CD154 sequence analysis in
patients with HIGMX-1 allowed the identification of several
amino acid residues that bind to CD40;'"” most of the amino
acids involved in the interaction have been predicted by site-
directed mutagenesis, accordingly to the TNF-o/TNFR crysial-
lographic data,®*" suggesting that it involves al least three
clusters from two adjacent CD 154 monomers around amino
acids K43, R203 and ()22().20‘22 Three CD154 recombinant
protein fractions provided additional information of the CD 154/
CDA0 interaction. A soluble 29 000 MW fragrent including
residues Y45-L261, was able to induce proliferation and iso-
type switching in B lymphocytes [rom patients with HIGMX-]
when administered i combination with interleukin (IL)4 or IL-
10.2* A smaller 18 000 MW fragment (E108-L261), which was
able to form trimers, bound soluble CD40, and induced B-cell
proliferation, differentiation and rescue from apoptosis,”® and
linally a 14 000 MW recombinant CD 1354 fraction including
residues S149-1.261 which bound CD40 but was not functional.
These observations suggest that amino acid W140-5149 must
be critical in the interaction with CD40 and are consistent with
the assumption that a trimeric structure is necessary for CD154
{unction. At least three isotorms of CD154 are present on the
surface of T lymphocytes. a full length 39 000 MW protein and
two shorter p31 and pl8 forms which are produced by proteo-
lytic cleavage and associale in heterotrimers with the full length
CD154. The functional significance of these full length homo-
trimeric and heterolrimeric structures remains unclear, but it is
known that surface moiecules are primarly homotrimers and
heterotrimers of full length and truncated p31 that are biologi-
cally active.™

Nevertheless, it has been recently demonstrated that CD154
has 1o cluster in a similar way to other cellular surface recepiors,
moving though the cell membrane in rafis constituted by
delergent-insensitive glycosphingolipid rich domains, as a pre-
requisile for the engagement with CD40.%* Therefore, it could
be anticipated that varying degrees of clustering might lead to
different types ol signalling events. The diverse biological
aclivities of different monoclonal antibodies against CD154
or CDA40 are consistent with this assumption,” and allow (0
hypothesize that a fusion protein containing a CD154 region
involved in the C154/CD40 interaction could bind CD40 and
exhibit biological activity.

In this study we report the construction and characterization
of a hybrid protein containing CD154 amino acid residues
W140-S149 fused 1o an external loop of the OmpC porin from
Salmonella enterica serovar Typhi. This CD154 strand was
selected based on the crysiallographic model of the TNF/TNFR
interaction,™” and the mulagenesis analysis of CDI154, thal
predicted the main residues involved in CD40 binding.”' The
OmpC protein was used as camier of the CD154 sequence
because it has bezn demonstrated [0 contain permissive sites
where foreign sequences can be inserted and expressed as fusion

0 2003 Blackwell Publishing Lid, Tmmundiogy, 110, 206-216

proteins without distupting its tertiary structure.”® The results
confinn that CD145 residues W 140-5 149 are important for CD40
binding and are able to activate B lymphocyies when expressed
in the context of the OmpC from S. enterica serovar Typhi.

MATERIAL AND METHODS

Genelic engineering
Bacterial strains and cullure conditions: Escherichia coli
DHSa™: (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA)
GF80dIacZAMI1S5 A (lacZYA-argFYU169 deoR recAl endAl
hsdR1T(n my YY) phoA supEA4 N thi-1 gyrA96 reisl.
Escherichia coli UH302: OmpC~, OmpF ***' Baclerial
strains transformed with plasmids pST13 and pST13-gp39 were
culwred in Luria-Bertani agar plates (Gibco, BRL. Lile Tech,
Gaithesburg, MD) at 37" with 100 pg/ml ampicillin (Sigma, St.
Louis, MO).

Plasmids
pST13. Contains the ompC gene from Salmonella enterica
serovar Typhi

pST13—gp39. Reported in this work.

Insertion of the CDI54 140-149 amino acid sequence
in the ompC gene
The cloning strategy is shown in Fig. 1. According to TNF/

TNFR interaction models and the alignment of the TNF with

CDI154 (Fig. la), the CD1{354 W140-8149 amino acid sequence
(WAEKGYYTMS) was inserted by polymerase chain reaction
(PCR) in the 666-685 bp gene segmeni of the 5. enterica
serovar Typhi OmypC, which according to a prediction model,
encodes for the OmpC loop 5. Briefly, four primers were
designed using the reported onpC sequence.” Two external
primers, the forward OMPC1 (5 ATG AAA GTT AAA GTA
CTG 3, includes amino acids 1-5) and reverse OMPC2 (5' CTG
GTA AAC CAG ACC CAG %', includes amino acids 371-378),
which amplify the complete ompC gene from 1 to 1133 bp; and
two internal hybrid primers containing ompC loop five plus
CD154 sequences, the forward gp391 [§ TCC TGG GCT GAA
AAA GGT TAC TAC ACT ATG TCC CTG TAT GGT AAC
GGC GAT 3/, includes amino acids 236-241 of ompC
(LYGNGD) (bold) and 140-149 of CDI54 (normal font)]
and reverse gp3911 [5" GGA CAT AGT GTA GTA ACC TTT
TTC AGC CCA GGA CTG ATC GGC AGTACG TTT AGA
¥, includes amino acids 221-227 of ompC (SKRTADQ) (bold)
and 140-149 of CD154 (normal fom)]. Using plasmid pST13 as
template (kindly provided by Dr Felipe Cabello, Department of
Microbiology and Immunology, New York Medical College
Valhalla, New York) two amplification rounds were performed
separately. The frst amplification was performed with primers
OMPC 1/2p3911 or OMPC2/gp35I1 under the following condi-
tions: | pM of primers, 100 ng of plasmid pSTI3, 200 pm
dinitrotriphosphate, 1 U Tag DNA polymerase, 5 mM MgCl,
and H>O up to 100 pl. One cycle at 95" for 5 min, 43" for | min,
and 72° for | min; 29 cycles at 95 for I min, 45° for 70
seconds, and 72" for 1 min: and one cycle at 95 for 1 min, 457
for 1 min, and 72° lor 4 min. This first amplification yielded
iwo moieties of the ompC gene. Prmers OMPC 1/gp3911 ampli-
fied the 5 moiety of the ompC (220 bp). which has the CDI154
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encoding sequence in the —end, whereas primers OMPC2/
£p391 generated the 3-moiety product (713 bp) with the CD154
sequence in the 5-end. The second amplification round was
performed using 1 pg of each DNA product from the first
amplification as template with 1 pM of primers OMPCI/
OMPC2, under the following conditions: one cycle at 95 for
3 min, 500 for 70 seconds, and 72" for 2 min; 29 cycles at 95°
for 1 min, 50° for 70 &, and 72" [or | min; and one cycle at 95
for | min, 50° for 70 s, and 72" for 4 min This amplification
produced a I-1 kb fusion product in which the ompC 666-
685 bp segment was substituted by the CD 154 sequence. The
chimeric amplicon was digested with Kpal and was reinserted in
pST 3 and transformed in Escherichia. coli UH302 (a porinless
bactenal mutant). The construction was verified by PCR using a
pair of intemal initiators, forward gp39HI (5" GCT GAA AAA
GGT TAC TAC ¥, includes amino acids 140- 148 of CD154)
and reverse pp39IV (5 GTA GTA ACC TTT TTC AGC 3,
includes amino acids 141-149 from CD|54).

Purification of the recombinant OmpC—gp39 fusion

prosein and native OmpC

Purification of the OmpC—gp39 and OmpC recombinant proteins
was performed with some medification to the method described
by Arockiasamy.™® Briefly. E. coli UH302 transformed with
pSTI13 or pST13--gp39 were cultured in 4 | of Luria broth {Gibeo,
BRL) for 16 hr, shaken at 37 and 200 r.p.m. The bacteria were
harvested by centnfugation at 7969 g (or 30 min at 4° (Sorvall
RC 5B plus centrifuge, rotor GSA). The bacterial pellet was
washed Lwice with -9% saline solution and centrifuged at
7969 g for 30 min and the pellet was incubated overight at
—20. The pellet was then thawed ai 47, suspending it in 10 mM
Tris—HCI (pH 7-2), the cells were disrupted using a French
press al 20 000 SI, with 1 ml/min flux. Undisrupted cells were
removed by centrifugation (9000 g, rotor S834 Sorvall RC
5B plus centrifuge, Newtown, CT) and the supernalant was
centrifuged at 61 740 g for 90 min at 20° (Beckman XL-100K
ultracentrifuge. roter 701 Ti: Beckman Instrument Inc., Palo Alto,
CA). The pellet containing the crude membrane was thoroughly
suspended in 10K} ml of Buffer I (50 mm Tris—=HCI, pH 7.7,
10 mMm MgCl,, and 2% sodium dodecyl sulphate {SDS)) and
incubated at 37° for 18 hr ina shaker. The suspension was centri-
luged at 17 211 g for 30 min at 207 and the peliet was collected.
This pellel was resuspended in 28 ml of Buffer II (50 mMm
Tris- HCI, 10 mM MgCl,, 5 mM ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA), 1% SDS, and 0-05% B-mercaptoethanol). This suspen-
sion was incubated at 37" for 2 h and centrifuged at 17 211 g for
30 min at 207, The peliet from the above siep was again
resuspended m 9 ml of Buffer HI (50 mM Tris-HCI, 5 mm
EDTA. (-2% SDS, 0-4 M NaCl, and 0.05% B-mercaptoethanol)
and incubared for 2 br at 37", The suspension was then centri-
fuged at 17 211 g for 20 min at 20° and the supernatant contain-
ing porins was collecied. The above step was repeated twice
with 2 ml of Buffer IIl. The collected supernatants were then
pooled and dialysed against 10 mMm NaHCO; 10 mm HEPES at
25° for 20 br,™ the protein concentration was determined”™ the
samples were aliquoted, irradiated at 18 rad/15 min (Gamma-
cel) and stored at —20° until used. Lipopolysaccharide (LPS)
coutenl was delermined by the Limulus polyphemus coagulation
assay (E-TOXATE Kil, Sigma 210-Al).

SDS-polyucrvlamide gel vlecirophoresis (PAGE) and

Western hlot

Once purified as described above, the OmpC and OmpC-gp39
recombinant proteins were analysed by SDS-PAGE under
reducing and non-reducing conditions (wilh or without beiling
for 10 min). Electrophoresis was carried out at 35 mA of cons-
tant electrical current,”” (miniPROTEAN 3 cell apparatus, BIO-
RAD with T mun thick gels, BIO-RA Laboratories, Hercules,
CA). The slacking and separating pels contained 4 and 12%
acrylamide, respectively. A 20-pl sample containing 10 pg of
protein was applied to each well using prestained molecular
weight standards (BIO-RAD), and proteins were (hen stained
with Coomasie blue dye. The Western blot was performed by
translerring the proleins to nitrocellulose membranes (Nitro-
Bind. MSI. Westboro, MA), at 400 mA {or 1-5 hr by using a
Mini Trans-Blot Cell (BIO-RAD) with 25 mM Tris, 192 mM
glycine, and 20% (v/v) methanol pH 8.3, Membranes were
blocked with 5% phosphate-buffered saline (PBS)—non-fat
dried miik for 1 hr at 37" and incubated with a cocktail of
moneclonal antibodies against OmpC (kindly provided by Dr
Felipe Cabello, Depariment of Microbiology and Immunology,
New York Medical Coliege, NY) diluted 1 : 5000 in PBS—5%
milk, for 1 hrat 37", and then incubated with goat anti-mouse—
horseradish pernxidase (HRP) conjugate at 1 : 1000 dilution for
I br at 37°. Finally d-chloro-2-naphthol and 0-08% H50,
substrate was added, between incubations the membranes were
washed three times with PBS—0-1% Tween 20.

Evaluation of OmpC—gp39 binding 1o purified CD40

The ability of the OmpC-gp39 fusion protein to bind CD40 was
assessed by three dilferent variants of enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA).

Inhibition assays. The ability of OmpC—gp39 to inhibit the
CD154/CD40 binding was assessed as following. Microlitre
plates (Costar. Cambridge, MA) were coated with 2 pg/ml of
CD40-Fc¢ recombinant protein (Alexis Co. fCD40-Fc, 522-
016-CO50) diluted in 0.2 M PBS pH 7.4 in a final volume of
100 pliwell, incubating overnight at 4°. The plates were then
blocked with 100 ul of PBS, 1% (v/v) fetal bovine serum and
2% (v/v) bovine serum albumin (FBS-BSA-PBS), for 2 hr at
37°, then the plates were incubated with a 5-pg/ml human
recombinant CD 154 (thCDI54, 522015, Alexis Co.) solu-
tion in PBS for t hr at 37 Inhibitions were performed
preincubating the rhsCD154 with increasing concentrations
of OmpC. OmpC—gp39. or a monoclonal antibody against
CD40 (0-8-50 pg/ml). Then the plaies were incubated with a
monoclonal antibody against CD154 (Alexis Co, ANC-353-
020) and then with a goal anti-mouse TgG-HRP conjugate
diluted 1 : 100 for | hr at 37°. Colour was obtzined with an
OPD developing solution, arrested with H.SO,4 and the OD
measured at 492 nm using an ELISA reader (Beckman DU60O).
Between incubations the plates were washed three times with
PBS, 0-01% (v/v) Tween 20 (TPBS). OmpC-gp3¢/CD40
binding assavs. The ability of OmpC-gp39 to bind CD40
was assessed as following. Microtitre plales were coated with
serial double dilutions of OmpC or OmpC-—gp39 starting with
50 pgfmt (0-4-50 pug/mlin 0-2 M PBS pH 8.4 in a final volume
of 100 pliwell). incubating overnight at 4. After blocking as
described above, a recombinant human CD40-Fc fusion protein

7 2003 Blackwell Publishing Lid. frumunotogy. 110, 206-216
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was added al 4 final concentration of 2 pg/ml diluted in 100 pl
of BSA-PBS and the plates were incubated for | hr at 4°.
Finally. a mouse apti-human igG peroxidase-conjugate anti-
body (Zymed Laboratories, Inc., San Francisco, CA}Y was added
in 100 il diluted 1 : 1000 and 1he plates were further incubated
for 1 br at 37 and then developed with o-phenylendiamine
(OPDyin citrate buffer pH 5-0. the reaction was armrested and (he
colour measured us described above. Between incubations the
plales were washed three times with TPBS.

Competition assays, The ability of CD154 1o compele with
OmpC-gp39 for the binding with CD40 was evaluated as
following. Mierolitre plates were coated with CD40-Fc ((+4—
50 pg/ml), incubated with OmpC—gp39 or OmpC (!0 pg/ml),
or with these proteins mixed with thCD154 (5 ug/nl), then with
a cocktail of monoclonal antibodies agamst OmpC (diluted
[z 1000) (kindly provided by Dr Felipe Cabello), and then with
a goat anti-mouse IgG-HRP conjugate. Finally, the ability of
OmpC—gp39 1o compete with CD154 for the binding with CD40
was evaluated as following. Microtitre plates were coated with
CD40--Fe. incubated with variable concentrations of rhCD154
(0-4-25 pg/ml), or with a mixture the hCD154 with OmpC or
OmpC—¢p39 (10 pm/mi). Then, the plates were incubated with
amenoctonal antibody against CD154, and revealed with a goat
anti-mouse IgG-HRP conjugate. The rest of the methodological
procedures were performed as described above.

Cell line cultures

The Raji cell line (human Burkitt's lymphoma) was maintained
at 377 in 5%, CO, in RPMI-1640 medium supplemented with
10% FBS, glutamine and antibiotics as described previously.?

Evalnation of OmpC-gp39 binding 1o B cells

The ability of OmpC-—gp39 fusion protein to bind the Raji B-cell
lymphoma line was assessed by flow cytomelry. Briefly, the
OmpC-gp3%9 and OmpC proteins were first conjugated (o
fluorescein isolhiocyanale (FITC: Sigma) as described by God-
ing.*" Raji cells were culwred in 12-well microculture plates
(Costar) (1 x 10° cells/well) and incubated with OmpC-gp39-
FITC or OmpC-FITC conjugates (50 ul of a 100-pg/ml in
BSA-PBS). After i-hr incubation at room temperature the cells
were resuspended in 400 pl of BSA-PBS and the cell suspen-
sion {1 x 10% cells) were analysed in a Flow cytometer (FACS-
Vantage SE System, Becton Dickinson) and analysed with the
Lysis Il (Ver 1.1) software (5000 events FL1). Inhibition assays
using an anti-CD40 antibody (1 pg/ml) or competition with
uniabelled OmpC or OmpC-gp39 (20 ug/ml) were also per-
formed. All data were anaiysed using SPSS for Windows" " and
P < 005 was considered as significant,

OmpC—gp39 ability 1o activate B cells

The abilily of the OmpC-gp39 fusion protein to activate Raji B
lymphoma cells was assessed by flow cytometry as described by
Ranheim*' Briefly, Raji B cells were culured in 12-well
microculture plates (Costar; 1 x 10° cells/well) and incubated
with purified OmpC--gp3% or OmpC at a final concentration of
5. 10, 20 and 50 mg/mi. As posilive controls, Raji cells were
cultured with an activating anti-CD40 antibody (1 pg/ml, Phar-
Mingen. San Jose. CA) plus IL-4 (100 U/ml) (R&D Syslems
Inc., Minneapolis, MN). Other controls consisted of cells

W 2003 Blackwell Publishing Lid, Imnunology, 110, 206-216

cultured with puritied OmpC-gp39 mixed with an inhibiting
anti-CH40 monoclonal antibody for 18 hrin the presence of [L-
4 (1 pg/ml, PharMingen). Afier 18 hrincubation at 37" in 5%
CO,, the cells were harvested, ransferred 10 3-ml tubes and
washed twice with BSA-PBS by centrifugation at 300 gara,
and resuspended in 0-5 mil of BSA-PBS. Then, different mono-
clonal antibodies were added Lo the tubes, S pl (0-1 mg/mly of
anti-CD23, CD80 or major histocempatibility complex 11
(MHC-H). which were conjugated 1o FITC (BD-PharMingen)
and the cells were further incubated at room lemperature for
30 min in the dark. The cells were washed twice with BSA_PBS
and the fluorescence was delermined in 400 pl of the cell
suspension (1 x 107 cells) using a flow cylometer and analysed
with the Lysis I (Ver t.1) software (5000 events FL 13. Controls
also included B Raji cells cultured with 810 ng/ml lipopoly-
saccharide (LPS) from 8. minesoia (Stgma-Aldrich).

RESULTS

Construction and expression of the fusion
OmpC-gp39 protein

The human CD154 W140-5149 poly peptide, which was inserted
in 8. enterica serovar Typhi OmpC, was selected based on the
following: (1) the crystallographic model of the TNF/TNFR
interaction,™ which is highly similar to CD154/CD40 and shows
that two clusters of TNF amino acid residues. S198—A210 and
Y 140-Met148, are in close contact with TNFR; (2) the identi-
fication of CD154 mulations in patients with HIGMX-1 and
site-directed mutagenesis experiments, which identified CD154
amino acid residues K143, Y145, Y146, R203 and Q220 as
critical in the interaction with CD40;2*%2 and (3), the descrip-
tion of three soluble CDJ54 recombinant fractions, including
Y45-1.261, E108-L261, and Si49-L26I the only ones with
demonstrated biological activity. An alignment of TNF, LT and
CD154 revealed that the CD154 W140-S149 amino acids show
homology with the other two proteins (Fig. la).

Therefore, the CDI54 WI40-5149 (WAEKGYYTMS)
amino acid sequence was substiluted into the ffth loop of
the S. emterica serovar Typhi OmpC and expressed in the
porinless E. ¢coli UH302 strain. The OmpC—gp39 fusion protein
was obtained through PCR, in two amplification rounds. In
the first amplification, two moicties of the ompC gene were
obtained using plasmid pSTI13 (contains the ompC  from
S. enterica serovar Typhi) as template. and hybrid primers
containing CD154 and OmpC sequences; the OmpC loop five
sequence was selecled according to a prediction model des-
cribed elsewhere. ™ The first amplification generated two pro-
ducts (420 bp and 713 bp) (Fig. 2a, lanes 2 and 3), which could
hybridize through the CDI54 sequence and were [used in a
second amplification round using primers for the complete
ompC gene (1113 bp) (Fig. 2a, lane 4). The resulting hybrid
product was digested with Xpnl-Kpal and substituted by the
Kpnl-Kpnl fragment of the parental plasmid pSTI3, resulting
in plasmid pST13--gp39 (Fig. 2b, lane 6).

Plasmid pST13—gp39 was transformed in the porinless &, colf
UH302 strain and production of the OmpC-gp39 [usion protein
was confirmed by SDS-PAGE under reducing conditions and
without boiling the samples (Fig. 2¢). Outer membrane exlracts
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Figure 1. Construction of the GmpC-gp39 fusion protein. (a) Alignment of CD 154 with TNF and leukotriene (LT). (b} insertion ol the
CD154 140149 amino acid sequence in the ompC gene. The CD154 W 140-5149 amino acid sequence was inserted by PCR in the
fifth loop of OmpC from S. earerica scrovar Typhi. Using plasmid pST13 as lemplate a first amplification was performed with primers
OMPC1/gp3911 or OMPC2/gp39l. This amplification yiclded two moieties of the ampC gene in which CD154 sequences were
included. b The second amplification round was performed using both DNA products as template with primers OMPC1/OMPC2. ¢ This
amplification produced a fusion product in which the ompC 666-685 bp scgment was substituted by the CD154 sequence. d Plasmid
pST 13 was digested with Kpnl. e The PCR product was digested with Kpal. [ The digested fragment was reinserted in pST13 and

transformed in £ coli UH302.

from E. coli UH302-pSTI13 revealed the OmpC expected
108 000 MW and 36 000 MW bands (Fig. 2c, lanes 1 and 2)
(reducing and non-reducing conditions, respectively), demon-
strating that the native porin is able to form trimers. Extracls
from E. coli UH302—pST|3-gp39 showed a slightly larger
~40 000 MW protein that was also able to form (rimers
(Fig. 2¢, lanes 3 and 4). This difference in molecular mass
may be attributed to the amino acid changes in OmpC—gp39.
This unexpected electrophoretic pattern has been reported in
other recombinant proteins containing. Interestingly, a compar-

ison of the electrophoretic pattems of both OmpC and OmpC-
£p39 suggests that the expression of the OmpC-gp39 fusion
protein is reduced as compared with the native OmpC protein
(Fig. 2¢, lanes 2 and 4). This result is consisient with a similar
fusion prolein in which a foreign sequence was inserted in the
fifth 1oop of OmpC,** and may be explained by low efficiency in
codon usage, but this issue needs to be further analysed.
However, the Western blot using a cockiail of monoclonal
antibodies against OmpC was consistent with the electrophore-
tic pattern (Fig. 2d). The insertion of the W140-5149 amino

. 2003 Blackwell Publishing Lid, Immunology. 1100 206-216
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Figure 2. Generation of the OmpC—gp39 synthetic gene. (a) Amplifications were performed as described in material and methods.
Lane |, 1000 kb ladder; lane 2. 420 bp product bearing the gp3Y sequence in the 5'-end; lane 3713 bp priduct bearing the gp39
sequence in the §' end; lane 4, fusion. (b} Insertion of the Kpmi—Kpnt fragment in plasinid pST13. Lane 1. 1000 kb ladder; lanes 2,4 and
5. digestion with Kpal clones without insert. Lane 3 and 6, clone with insert (70U bp). (¢) Elcetrophoretic patiem of OmpC and OmpC-
£p39. £ coli UH302 was trasnformed with plasmids pSTI3 or pSTI3-gp39, outer membrane proleins (omps) were obtained and
electrophoresed as described in Materials and Methods, Lane 1. E. coli UH302-pST13 non-reducing conditions: lane 2. sume strain
under reducing conditions; lane 3, E. coli UH302-pST13-gp39 under non-reducing conditions; lane 4. same strain under reducing
conditions. (d) Western blot analysis of OmpC and OrpC-gp3Y. Western blot was perfarmed as described in Materials and Methods.
The porin was revealed with a cocktail of monoclonal antibodies against OmpC. Lane 1, outer membrane proteins from £, coli UH302

pST13-gp39: lane 2, omps from E. coli UH302 pSTI3.

acid strand was further confirmed by PCR employing primers
with the CD154 sequence (data not shown).

The OmpC—gp39 fusion protein binds to purified CD40

The ability of the purified OmpC—gp39 fusion protein to bind
CD40 was assessed by several variants of ELISA. First, the
property of OmpC—gp39 (o inhibit the CD154/CD40 interaction
was analysed. For this purpose, microtitre plates were coaled
with CD40-Fc, incubated with thCD154, and then incubated
with a monaclonal antibody against CD 154 and with a goat anti-
mouse TgG-HRP conjugate. Inhibilions were performed by
preincubating the rhCD154 with increasing concentrations of
OmpC. OmpC-gp39 or 2 monoclonal antibody against CD40.
Figure 3(a) shows that, in contras( to OmpC, only the OmpC-
2p39 and the monoclonal antibody against CD40 were able to
tnhibit the thCD 154 binding to the CD40-Fe coated in the plate
in a concentralion-dependent manner (P < 0.05).

Then, a direct binding assay between OmpC-gp39 and
CD40 was performed. coating microtitre plates with OmpC-
£p39 or OmpC, which were then incubated with a recombinant
CD40 fused Lo the human 1gG Fc fraction (CD40-Fe), and with
a mouse antihuman 1gG Fe—HRP conjugate (control plates
included wells without CD40-Fc). Figure 4b) shows a clear
concentralion-dependent reaction when the CD40-Fe protein

(1 2003 Blackwell Publishing Lid. Imiminology, 110, 206-216

was added to OmpC--gp39, in contrast 1o those wells that were
coaled with OmpC developed 2 reaction comparable only to the
background of the plales incubated without the CD40-Fc
protein (P < 0-05).

Two competition assays between CD154 and OmpC-gp39
for binding with CD40 were performed. In the first one,
microtitre plates were coated with CD40-Fc, incubated with
OmpC-gp39 or OmpC, then with a cocktail of monoclonal
antibodies against OmpC, and revealed with a goal anli-mouse
1gG-HRP conjugate. Competition assays were performed by
mixing the porins with rhCDJ54. Figure 3(c) shows that
OmpC-gp39 was able to bind CD40-Fc in a concentration
dependent manner, whereas OmpC was not. and that thCD |54
competed with OmpC-gp39 for the binding with CD#)Fec, as
demonstrated by the decrease in the OD measurements
(P < 0:05).

The reverse competition assay was performed by coating
plates with CD40-Fc, and by incubating with increasing con-
centrations of rhCD154. Then the plates were treated with a
monoclonal antibody against CD154 and with a goat anti-mouse
TgG-HRP conjugate. Competitions were performed mixing the
thCD154 with OmpC or OmpC—gp39. Figure 3(d) shows that
the rhCD154 adhered to CD40-Fc in a concentration-dependent
manner, and OmpC-gp39 fusion protein was able to completely
inhibit this interaction. Interestingly, in this experiment mixing
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Figure 3. Evaloation of OmpC-gp39 binding to CD40 by ELISA. (a) OmpC—gp39 inhibits CDM0 binding to CD154. Plates were
coated with CD40-Fe (2 pg/mi), incubated with rhCDI54 (5 pg/ml). and with a monoclonal antibody against CD154, and finally
developed with a goat anti-mouse [gG-HRP conjugate. Inhibitions were performed preincubating the CD40-Fc with OmpC (filled
triangles). OmpC-gp39 (filled squares) or a monoclonal antibody against CD40 (open circles). (b) OmpC-gp39 binds CD40. Plates
were coaled with increasing concentrations of OmpC—gp39 (filled squares) or OmpC (filled triangles) (0-4—50 pg/ml). incubated with
2 ugiml of CD40-Fc and then with a goat anti-mouse IgG—HRP conjugate. Controls included plates coated with OmpC (open triangles)
and OmpC—pp39 (open squares) bul withoul the addition of CD40—Fc. Controls included plates coated with OmpC (open triangles) and
OmpC-gp39 (open squares) but without the addition of CD40-Fc. (¢) CD154 competes with OmpC-gp39 for tve binding with CD40.
Microtitre plates were coated with CD40-Fe, incubated with OmpC-gp39 or OmpC (10 pg/ml), then with a cocktail of monoclonal
antibodies against OmpC. and then with a goat anti-mouse 1gG-HRP conjugate. Competitions were performed by mixing rhCD154
(5 ug/ml). OmpC-gp39 (flied squares), OmpC-gp39 plus thCD154 (open squares), OmpC (filled trinngles), Ompe plus mCD154
(open triangles). (d) OmpC-gp39 competes with CD154 for Lhe binding with CD40. Microtitre plates were coated with CD40-Fc.
incubated with increasing concentrations of thCD 154, then with a monoclonal antibody against CD154. and with a goat anti-mouse
[gG-HRP conjugate. Compelitions were perfarmed mixing the thCD1354 with OmpC or OmpC-gp39 (10 pg/ml). thCDIs4 (filled
circles), thCD154 plus OmpC-gp39 (open squares), thCD154 plus OmpC (open traingles). Mean and SD from three independent
experiments are presenied.

hCD154 with OmpC decreased the OD by almost 50% sug-
gesting non-specific binding or steric inhibition (P < (-03).

The OmpC—gp39 fusion protein binds human Raji B cell
Iymphoma cells

The ability of the OmpC-gp39 to bind the Raji B cell line
was assessed by flow cytometry. Cells (16*) were incubated

with increasing comcentrations of OmpC or OmpC-gp39,
which were previously conjugated to FITC. Figure 4(a) shows
a clear concentration response increase of the mean fluores-
cence intensity with the OmpC-gp39-FITC in comparison with
the OmpC-FITC conjugate. Moreaver, the fluorescence was
inhibited by a monoclonal antibody against CD40 and by
unlabelled OmpC-gp39, but not by uniabelled OmpC (not
shown) (P < 0:05).
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Figure 4. (a) OmpC-gp39 binds Raji B cells. Raji cells were cultured and incubated with OmpC-gp39-FITC or OmpC-FITC
conjugates as described in Materials and Methods; 1 x 10* cells were analysed by {low cytometry (5000 events FL 1) using the Lysis 1
software (Ver |.1). Inhibition assays using an anti-CD40 antibody (1 pug/ml) or competitions with unlabelled OmpC or OmpC—gp39
were also performed. OmpC-gp39 (hilled squares), OmpC (filled triangles), OmpC-gp39 plus anti-CD40 antibody {filled diamons).
mean und SD from three independent experiments are presented. (b, d, f) OmpC—gp39 activates Raji B cells. The ability of the OmpC-
£p39 fusion profein (o activate Raji B lymphoma cells determined by the increase of MHC-11, CD23 and CD&D expression, assessed by
flow cylomelry as described in Materials and Methods. Raji B celis were incubated with purified OmpC-gp39, OmpC (experiments
with 50 pg/ml are presented) or with an activating anti-CD40 antibody (1 pg/ml, PharMingen) plus IL-4 (100 U/ml). Florescence was
assessed with anti-MHC-I1, CD23 or CDBO, conjugated to FITC, in 1 x 10% cells using a flow cylometer (5000 events FL1) and
amalysed with the Lysis I (Ver 1.1) saftware. One from five independent experiments is presented. (e, €, g) OmpC—gpd9 activity in Raji
B cells is inhibited by an anti-CD40 blocking antibody. Raji B cells were culured as described for (b, d and ), but puritied OmpC—gp39
mixed with a blacking anti-CD40 monoclonal antibody for 18 hrin the presence of 1L-4 (1 pg/ml, PharMingen) and then analysed as
described. One from five independent experiments is presented.
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The OmpC-gp39 fusion protein activates the Raji B-cell
lymphoma

The ability of the purified OmpC-gp3% fusion protein to
aclivale Raji cefls was evaluated by flow cytomeiry measuring
the induction of MHC-II, CD23 or CD8&0 expression. Raji cells
were cultured with purified OmpC or OmpC—gn39 for 18 hr,
then incubated with monoclonal antibodies, FITC conjugates
against the surface markers, and the fluorescence was analysed
by flow cytometry (Fig. 4(b, d, [} presents results of 50 pg/ml
OmpC or OmpC—gp39, which were the oplimai experimental
conditions). OmpC—gp39 induced MHC-1] expression compar-
able o the monoclonal antibody against CD40 (Fig. 4b). and
also induced expression of CD23 and CD80. Although the
induction of these molecules was not as high as for CD23,
the difference between OrmpC-gp39 and OmpC was statistically
significant (P < 0.05) (Fig. 4d. 1. Interestingly, OmpC induced
the expression ol the three surface molecules investigated,
although the mean fluorcscence was almost one logarithm
smaller as compared with OmpC-gp39. This unexpecled obser-
vation may be altributed to an intrinsic OmpC biological
activity, because Raji cells were not activated by LPS amounts
equivalent to those found in the OmpC and CmpC-gp39
preparations (10 and 8 ng/ml, respectively, as determined by
the Lirmufus poiyphemus coagulation assay) (data not shown).
Moreover, the incubation of OmpC—gp39 with a blocking anti-
CD40 antibody reduced the expression of MHC-I1, CD23 and
CDS80 suggesting that the OmpC-gp39 biological activity
requires imeracion with CD40 and is independent of LPS
(Fig_4dc, e, g).

DISCUSSION

CDI154 is a glycoprotein member of the TNF family that is
mainly expressed by activated T lymphocytes. The engagement
and signalling through its ligand CD4( is essential for many
functions of the immune system, including B- and T-cell
maturation and aclivation, antibody production and isotype
switching. At present, there is not a precise model for the
CDI1S4/CD40 interaction, bul the crystal analysis of the
CD 154 extracellular fragment demonstrates that it has a tomeric
slructure, similar o other members of the TNF family. The
protein regions involved in CD154/CD40 binding have been
predicted using the TNF/TNFR crystallography as a model. It is
assumed thal the two CI3154 main amino acid clusters {rom two
adjacent CD154 monomers are involved i CD40 binding. The
critical amino acids in CD154 include K143, Y 145, Y146, R203
and Q220, whereas in CD40 they include E74, Y82, D84 N86
and El117. Three CDI154 recombinant proteins have been
reported which further support the assumption that amino acid
residues around the W 140-S149 region must be important for
CD40 signalling. Those tncluding residues Y45-1.261 and
EI08--1.261 are biologically aclive, whereas one, including
residues $149-L261. binds CD40 but is not functional.**
Alignment of CD154 with TNF and leukotriene allowed 1o
identify those amino acid residues at positions 140-149 may be
involved in the interaction with CD40, The resulting WAEK-
GYYTMS strand was inserted by genetic engineering in the
fifth external loop of the outer membrane protein C (OmpC)

from 8. enterica serovar Typhi, with the idea 10 obtain a fusion
protein capable (o bind CD40 and trigger B-cell activation. This
protein was selected as carrier of the CD154 amino acid strand.
because it has permissive regions where foreign peptides may be
inserted without disruptling its tertiary structure. It is known that
OmpC, like other porins from Gram negative bacteria, has a
barrel-like tertiary structure with an inlernal pore, loops looking
towards the external environment and turns oriented towards the
periplasmic space. These permissive siles are located in the
externat loops. and that porins in solution have the propeny 10
aggregate as trimers, OmpC and other porins have been used for
the expression of foreign “passenger’ anligens and we have
reported that an allergenic peptide fused to the external loop five
of Omp(C is able to modulate the lung infammatory response in
a mouse model of allergy to ovalbumin *?

The assumption that a fusion protein bearing a small CD154
amino acid strand is able to bind CD40 and induce activation is
inconsistent with the model of a trimeric structure as necessary
for CDI154/CD40 function. Nevertheless, it has been demon-
strated that CD 154 engages and clusiers CD40 in a similar way
1o other cellular surface receptors, moving through the cell
membrane in rafts constituted by detergent insensitive glyco-
sphingolipid rich domains®® Therefore, the initial trimeric
maodel could be completed by a more dynamic view of the
ligand—receptor interaction. This possibility is also consistent
by several mini-antibodies with ability to bind CD40 and
activate B cells, demonstrating that the interaction of small
peptide strands with defined CD40 regions may trigger some
biological functions.*’

The OmpC—gp39 fusion protein conserved the property to
aggregate, as demonstrated by the electrophoretic pattern
obtained umder non-reducing conditions. Nevertheless, the
expression of OmpC—gp39 in the porinless E. coli UH202 strain
was lower as compared with the native OmpC. This result is
consistenl with other fusion proteins obtained in our laboratory
using a similar approach and may be explained by the use of low
efficient codons. However, the [usion protein was purified from
the externmal membrane to assess its biological properties.
ELISA competition assays demonstrated thatr OmpC-gp39
was able (o block the binding of a fusion protein to CD40-
Fc. Inhibitions were performed by preincubaling the rhCDI154
with increasing concentrations of OmpC, OmpC—gp39 or an
anti-CD40 monoclonal antibody. Only the OmpC—gp39 and the
anti-CD40 antibody were able to inhibit the rhCD154/CD40-Fc
binding in a concentration-dependent manner (Fig. 3a). Then, a
CD40/OmpC-gp39 binding assay was performed by coating
plates with OmpC—gp39 or OmpC, incubating with CD40-Fc
and then with an anti-lgG conjugate. In this assay a concentra-
tion dependent binding of CD40-Fc to OmpC-gp39 was
observed (Fig. 3b). Two assays performed with CD40-Fc-
coated plates, which were incubated with a mixture of rhCD154
and OmpC—gp39, and then with antibodies against CD154 or
OmpC, further confirmed that OmpC-gp39 competes with
rhCD154 for the binding to CD40 (Fig. 3¢, d). Finally, the flow
cytomelry experiments performed with OmpC-gp39 conju-
gated to FITC demonstrated a concentration-dependent binding
of the fusion protein Lo the Raji B-cell line, which was inhibited
by the anti-CD40 antibody and by unlabelled OmpC—gp39, but
not by unlabelled OmpC (Fig. 4a). All together these observa-
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tions support that the OmpC-gp39 fusion protein s able 1o bind
soluble and native CD40 on the surface of the B-cell lymphoma,

The ability of OmpC-gp39 o aclivate the Raji B-cell
lymphoma was evaluated by expression of MHC-II, CD23
and CDBO because the CDTS4/CD40 interaction is known (o
up-regulate these molecules in B cells. The fusion protein
tnduced MHC-11 expression comparable to the anti~-CDA40 anti-
body (Fig. 4b). although less expression of €D23 and CDRO
was observed (Fig. 4d, ). The behavior of OmpC was unex-
pected, because the porin induced background expression of the
three surface molecules investigated, although significantly less
than the OmpC—gp39 fusion protein. The result was consistent
in several independent experiments and could not be aitributed
to contaminant LPS. because equivalent amounts of 5. minesota
LPS, which is the most polent mitogen for macrophages and
lymphocytes, 1o those found in the OmpC and OmpC—gp39
preparations failed to activate the B-cell line. Moreover, the
biological activity of OmpC—gp39 was decreased by incubating
the Raji cells with an anti-CD40 ‘blocking’ antibody, which is
nol able to activate B cells (Fig. 4c, e, g).

Nevertheless, whether OmpC has an intrinsic biologicai
activity and whether that could have contributed 1o the
OmpC—gp39 function have (o be further investigated. This is
not a surprising possibility, because several biolagical activities
intrinsic to baclerial Omps have been reported. Hence, OmpA
from Kiebsiclla preumoniae binds (o toli-like receptor 2 (TLR2)
inducing IL-12 and dentritic cell mawration, ™ porins from 5.
enterica serovar Typhimurium turn on the activating protein 1
and nuclear factor-kB through the mitogen-activated protein
kinase cascade,** and induce the production of nitric oxide via a
protein kinase C-dependent pathway,*® and PorB of Neisseria
gonorrhoeue induces programmed cell death of nacrophages.*’

Interestingly, this fusion protein cultured in the presence of
IL~4 failed several attempts to activate B lymphocytes purified
from peripheral blood. These results may be explained by
inadequate experimental conditions, but also may reflect that
OmpC—gp39 may not induce complete B-lymphocyte activa-
tion. The results presented here show that this protein binds
CD40 and up-regulates CD23, CDRO and MHC-Ii expression,
but the CD154 W140-5149 amino acid strand may be more
involved in binding to CD40 than in signalling. On the other
hand, it has been suggested that, both the intensity of the
CDI54/CD40 engagement or the regions committed in the
interaction, may influence the degree of B-cell activation.
Further experiments, such as antibody switch to IgE isotype
or B-cell rescue from apoptosis, are needed fo have a more
comprehensive idea of the biological activities of OmpC—gp39.

In conclusion, our findings are the first repoert ol a fusion
protein bearing a small foreign amino acid strand that is able to
bind fo ils specific receptor and induces activation. This
approach could be useful to study ligand—receptor interactions,
for vaccine design and for the development of proteins with
therapeutic properties.
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