3

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

“DESARROLLO DE ANTICUERPOS MONOCLONALES
PARA EL MAPEO DE REGIONES EXPUESTAS DE LA
! PORINA Omp C DE Saimaneila typhi”.

g 1
a?r‘—\ i~
T E % EXALE I B SR

Pl B Wi

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICA  FARMACEUTICA  BIOLOGA
P R E 8 E N T A
LUZ MARIA MONICA GUTIERREZ FAJARDO

TESIS CON
FALLA DE_ ORIGEN

MEXICO, D. F. OCTUBRE DE 1994




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



Jurado asignado;

PRESIDENTE: Prof. José Sulivan Lopez Gonzilez
VOCAL: Prof. Armando Isibasi Araujo
SECRETARIO: Prof. Jorge F. Paningua Solis
ler. SUPLENTE:  Prof. Fernade Garcin Tamayo

20. SUPLENTE: Prof. Patricia Elvira Berron Ruiz

Este trabajo se realiz en ia unidad de Investigacion Médica en Inmunoqufmica, Hospital
de Especialidades, Centro Médico Nacional Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social;
bajo la tutoria del M, en C. Jorge F. Paniagua Solls.

0.
/
Asesor del tema /Suslenlante

M. en C. Jorge F. Paniagua Solis Luz Muria Méniea Gutierrez Fojardo




A Dios gracias por darme el Don de la vida,
Gracias por darme una familia que me permite
crecer en plenitud para vivir déndome con amor.

Con mucho amor dedico este trabajo a mi abuelita Ma. de la Luz y a mi querido y gran amigo
Martin, a quien agradezco sus consejos y su apoyo incondicional, pero sobre todo su carifio.



A mi Madre querida:

Gracias por darme tu amor, tu apoyo y comprensién, por darme raices fuertes
para tratar de realizar adecuadamente lo que me ha tocade vivir,
Gracias por no compararme con nadie y aceptarme tal como soy sin pretender
cambiarme, por darme con tu ejemplo deseos de superarme, de ser Gtil y de
tratar de vivir la vida a plenitud; gracias por ensenarme a amar a Dios sobre
todas las cosas y con ello me has dado el mejor regalp.

Mdnica



Al Dr. Armando Isibasi, con cariiio y respeto, gracias, por su confianza,
por su apoyo y por haberme permitido formar parte de un gran equipo.

A Jorge Paniagua, por su paciencin, su direccibn y su amistad, gracias.

Al Dr. Vianney gracias por sus consejos, por su direccibn en mi tesis y
por los momentos agradables que con su alegria y sencillez compartié conmigo.



A mi pequeiia hermana Melissa gracias por tu amor
¥ por contagiarne de tu alegria.

A July, que aungue fisicamente no esta conmigo
su recuerdo me acompariard siempre.



A mis queridas amigas:

Naty, Yolanda, Silvia, Margarita y Elizabeth, gracias por permitirme
pasar a su lado ratos tan agradables compartiendo su alegria, gracias
por su paciencia, por sus consejos, pero sobre todo gracias por brindarme
Su amistad,

A mis compaiieros del laboratorio, gracias,



INDICE

-PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA
GENERALIDADES
CLASIFICACION

-PORINAS
CARACTERISTICAS GENERALES

-PAPEL DE LAS PME Y PORINAS
COMO INMUNOGENOS

-OBTENCION DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES

-HIPOTESIS

-OBJETIVOS

-MATERIALES Y METODOS
-RESULTABOS

-DISCUSION DE RESULTADOS
-CONCLUSIONES

~BIBLIOGRAFIA

PAGINAS

6-14

14-20

22

2436
3746
47-51
52

5357



INDICE DE FIGURAS

Figura 1
ESTRUCTURA CRISTALOGRAFICA DEL. MONOMERO
DE LA PORINA Omp F DE E. coli

Figura 2
ALINEAMIENTO DE 1.AS SECUENCIAS DE LA
PORINA Omp CDE E. coli Y 5. typhi

Figura 3
ESTRUCTURA SECUNDARIA PROPUESTA PARA
LA PORINA Omp C DE S. iyphi 9,12,Vid

Figurn 4
IMPORTANCIA DE LAS ENZIMAS TK Y HGPRT
EN LA SINTESIS DE ACIDOS NUCLEICOS

Figura 5§
TECNICA DE ELISA

Flgura 6
OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

Figura 7
FUSION

Figurn 8
SELECCION DE CELULAS HIBRIDAS

Fligura 9
CLONACION

Figura 10
SISTEMAS DE ELISA UTILIZADOS

Figura 11
SECUENCIA DE CLONACIONES PARA LA OBTENCION
DEL ANTICUERPO MONOCLONAL L6-A1l

Flgora 12
SECUENCIA DE CLONACIONES PARA LA OBTENCION
DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALESL7-G8 Y L7.F1

Figera 13
ESPECIFICIDAD DEI. SISTEMA PAP-CTB-GM1

PAGINAS

11

12

21

27

31

32

33

40

41

43



Figura 14
RECONOCIMIENTO DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES

1IACIA LAS PORINAS DE S. typhi 44
Figura 15

RECONOCIMIENTO DE BACTERIAS COMPLETAS POR LOS
ANTICUERPOS MONOCLONALES 46
Griifica

RESPUESTA DE ANTICUERPOS TOTALES IIACIA EL CONJUGADO
RESINA-PEPTIDO 38



INDICE DE TABLAS

TABEA 1
CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS PORINAS

TABLA 2
SELECCION DE CELULAS HIBRIDAS EN MEDIO HAT

TABLA 3
EFICIENCIA DE FUSION

PAGINAS

17

»



CONTENIDO

h ABREVIATURAS

. RESUMEN

. INTRODUCCION

'A HIPOTESIS

V. OBJETWOS

Vi. MATERIALES Y METQDOS
Vil RESULTADOS

vill. DISGUSION DE RESULTADOS
X, CONCLUSIONES

X. BIBLIOGRAFIA
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i) RESUMEN

En trabajos previos se analizb fa secuencia de la porina Omp C de Saimonelia typhi mediante
algoritmos de prediccidn de epitopos utilizando ef programa PC-GENE. Eligiendo las sig uientes secuencias
como probables epitopos capaces de inducir una respuesta inmune en el hospedero: * La regibn
comprendida entrolos residuos 285-303(LASKGKDISNGYGASYGDQ) y laregion 246-254(GTSNGSNPST).

Se ha demostrado que la porina Omp C de 8. typhi panicipa parciaimente en el control de la
infeccidbn por dicha bacteria, por lo que e! estudio de las regiones potencialmente antigénicas es
importanta. A {a par de este trabajo sc ha efectuado el mapeo de estas regiones utilizando anticuerpos
policlonales obtenidos de suero de ratories inmunizados, obsevando que dichas reglonas se encuentran
en la superficie de Ia bacteria. Sin embargo, debido a la policionalidad se obtuvo reconocimiento hacia
olras bacterias Gram negativas, por Io que se hizo necesarta la obtencién de anlicuerpos monoclonales
conlra estas regiones, de tal modo que sea posible identificar estas regiones y en un futuro estudiar su
Inmunogenicidad, asi come profundizar en el estudio de la relacién hospedero-parasito.

Para esto fueron inmunizados ratones de la cepa C3H/HEJ con los péplidos 246-254y 285-303,
las células linfoides obtenidas de estos ratones fueron fusionadas con la linea celular mieloide de origen
murino Ag8 (X63-Ag8.653) empleando como agente fusionante PEG,

De las células hibridas obtenidas se realizaron 3 clonaciones a fin de seleccionar adecuadamente
las clonas productoras de anticuerpos anti-péptido. De todas las clonas de células obtenidas a ko largo
do las clonaciones realizadas se decidio trabajar con 10, estas clonas fueron crecidas y expandidas in
virg, finaimente se selecclonaron 3 clonas que secretan anticuerpos monoclonales que reconocen
determinantes antigénicos diferentes: el anticuerpo monoclonal L6-A11 que reconoce Unicamente al
péplide 246-254 de S, fyphi el anticuarpo monoclonal L7-F1 y el anticuerpo monocional L7-G8 que
reconacen al péptido 285-303de S.typhly E.coli, eslo debido a que la regidn 285-303 tiene aminoécidos
compartidos por ambas bacterias.

Estos anticuerpos monocionales reconacen al péptido correspondiente expresado como una
proteina hibrida (PAP-CTB), es decir, los anticuerpos anti-péptido 246 reconocen a la proteina hitrida L6-
CTB secretada por Ja cepa £.co/i DH Sa/pJAK y los anticuerpos anti-péptido 285 reconocen a la protelna
hibrida L7-CTB secretada por la cepa E.c6/ pJP L7 y no hay cruce al menos con el asa 8 de la porina.
Ademds, estos anficuerpos son capaces de reconocer a fa porina en solucion y a la bacteria completa,
lo que demuestra que fos determinantes antigénicos reconocidos por gstos anticugrpos se encuentran
expuestos en la superficie de la bacleria y al estar expusstos son accesibles al reconocimiento por
anfticuerpos, de tal modo qua pueden ser utilizados en un future para determinar el papel que desempenan
dichas regiones en fa induccién de proteccion, asi como profundizar en ef estudio de la inmunidad humoral
en el control de Ia infeccién por $. typhf en el modelo murine,



lil) INTRODUCCION

PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA

GENERALIDADES.

Las protelnas de membrana externa (PME) de las bacterias Gram negativas han
cobrado gran importancia en la induccidn de una inmunidad especifica durante la
infeccibn por dichas bacterias. El estudio sobre estas proteinas se ha enfocado
principalmente en tratar de establecer e! papel que desempefan en la relacion
hospedero-parésito. Esta importancia se ha podido establecer gracias al desarrollo de
métodos que permiten la separacibn de la membrana externa de la membrana
citoplasmaética.

Miura y Mizushima describleron por primera vez el aislamiento de la membrana
externa de Escherichia coli utilizando esferoplastos preparados con lisozima y EDTA,
lisando la bacteria por choque osmético y posteriormente separando la membrana
externa de la membrana citopfasmatica mediante un gradiente de sacarosa’.

Por otra parte Schnaitman describi6 una metodologla que evita la utilizacién de
esferoplastos y la cual consiste en la destrucclén de la bacleria en una prensa francesa
y la solubilizacién posterior de la membrana en un detergente no iGnico®, la
identificacién de las PME se realiz6 mediante electroforesis en geles de poliacrilamida,

Schnaitman reportd por primera vez que la bacteria E. coli contenia una proteina
principal y observd que esta proteina constitula el 70% de las proteinas totales de la
membrana®, posteriormente con ayuda de otros investigadores demostraron que en
realidad no era una sino 4 proternas“'5. Sin embargo, el nimero de las PME varia de
acuerdo a la informacién genética de las bacterias y su expresién puede verse afectada
por las condiciones de cultivo®.

CLASIFICACION

Las PME que més se han estudiado son las de S. tiphimurium'y E. coli, Di Rienzo,

Nakamura e Inouye hicieron una revision extensa de ellas y las clasificaron en proteinas
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principales y menores’8, las proteinas principales pueden estar expresadas con més
de 100 mil copias por célula y se han descrito alrededor de 10, sin embargo, solo se
expresan 5, dentro de las protelnas principales se encuentran las siguientes:

i) Proteinas matrices o porinas, las cuales intervienen en el transporte pasivo de
sustancias de bajo peso molecular a través de fa membrana; las principales
caracteristicas dé estas proteinas® se muestran en la tabla 1.

TABLA 1
CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS PORINAS
1) E co’® 2}, typhimurium®®

PORINAS PESO DIAMETRO REGULACION RECEPTOR A
MOLECULAR APROXIMADO DELA FAGOS Y
{KDa} {nm) SINTESIS COLICINAS
Reprimida por 1)TulaT2,TP1T
ompF 1) 327 2j38.3 Wz e alta osmolaridad P2,TP5,ColA
2)no
determinada
Desteprimida por 1)Tul b,
omp G 1)36.0 2)39.8 P 913 atta osmolaridad MelPAZ,434
S61,TP2TP5T
P6. 2)PH 42,PH
105,PH 221,
Dependiante de 1}no tiens 2}PH
AMPc 31,PH 42PH

Omp D 1)no tiene 2)38.0 1)no tiene 2)1.3
51.

Dasreprimida por 1)TC 23,TC 45,

Pho E 1)36.8 2)36.0 M2 22 escasez de fosfatos | 2no
identificado.
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If} Proteina modificable por el calor (Omp A), involucrada en procesos de
conjugacion y se ha establecido su papel como receptor de fagos y colicinas.

i) Upoproteina de Braun, la cual se encuentra unida covalertemente a la
péptidoglicana y tiene coma funcidn principal mantener la integridad funcional y
estructural de la membrana'!

Con respecto a las protelnas menores, se ha establecido que desemperian un
papel importante como acarreadores en el transporte activo de moléculas y se
encuentran relacionadas con la replicacion de las células.

Estudios recientes!®13 han permitido comprobar que la membrana externa
de diferentes microorganismos esté4 constitulda de bicapas de fosfolipidos, las cuales
permiten aislar y conferir a las células un compartimento subcelular a través del cual se
lleva a cabo el transporte de solutos, la transduccién de senales y la conversién de
energla a través de esas barreras; las PME, atraviesan e} core hidrofbico de la
membrana (aproximadamente 30A). La superficie de estas proteinas que interactian con
el core de la membrana es también hidrofébica, siendo una propiedad que distingue a
estas proteinas de otras protelnas globulares y que favorece su agregacion en
soluciones acuosas.

Dentro de las PME existen unas protelnas integrales denominadas porinés,
formadas de estructuras 8, se encuentran asociadas estrechamente a la peptidoglicana
y al LPS de forma no covalente. La estructura monomérica de la porina es un polipéptido
de 336 residuos en promedio, estos monémeros se ensamblan en e! espacio
peripldsmico de la bacteria para incorporarse posteriormente a la membrana externa
donde se encuentran como homotrimeros en cantidades elevadas (105copias por célula).

Las porinas forman canales o poros a través de la membrana que facilitan la
difusibn de pequefios solutos polares (aproximadamente 600 Da) al interior de la
bacteria, estas proteinas presentes en la membrana o en un estado isotropico (después
de su solubilizacién con detergentes) presentan una estabilidad inusual que es explicada
por sus caracteristicas estructurales.

En 1980 Rosenbusch y Cols'4 reportaron la estructura cristalografica de la porina
Omp F de E. coli (figura 1), el andlisis por difraccion de rayos X muestra que el



figura 1
Estructura cristalografica del ménomero de la porina Omp F de Escherichia cofi 14
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esqueleto de la porina esta formado por 16 regiones de hojas anti-paralelas de 40A que
atraviesan la membrana, se encuentran enlazadas en sus extremos por horquillas y por
largas asas con e-hélices intercaladas, formando una estructura cilindrica al cerrarse la
estructura B de manera pseudo-clclica mediante un enlace idnico entre el extremo
carboxilo de la hoja B-16 y el extremo amino de la hoja B-114, el segmento transversal
es de 10-12 amino4cidos y contiene aminoécidos polares orientados de forma
perpendicular al plano de la membrana. Una parte del interior del poro o canal {poro de
difusion hidrofiico con un didmetro promedio de 1.5-2.0 nm), se encuentra revestido por
aminoAcidos cargados, y el niimero y posicién de estas cargas determina la selectividad
ibnica de los canales, ademds, la entrada del poro esta restringida por las asas largas
y disparejas que se extiendsn hacia el centro generando un didmetro de 11Aat19A fa
salida del poro al espacio periplasmico tiene dimensiones de 15 X 22A y esté definida
por las vueltas 14,

Las porinas conocidas son Omp C, Omp F y Pho E de E. coliy Omp C, Omp F,
Pho Ey Omp D de S. typhimurium compuestas de subunidades de 38,000 - 40,000 Da,
son semejantes entre sf y solo difieren en algunas secuencia de aminoécidos y en su
selectividad y afinidad por grupos iénicos; a excepcién de Pho E llamada también
fosfoporina la cual presenta una preferencia general por fosfatos. Dentro de la familia de
fas porinas de los generos de Escherichiay Saimonefla, las més estudiadas son Omp
Fy Pho £ de E. coli pero debido a su gran homologia {més del 60%), se considera que
la estructura de las ofras porinas es muy similar.!®

La sintesis de porinas es regulada de diferentes maneras‘a. en E. coli por
ejemplo, la elevada osmolaridad ocasiona que una protefna de membrana citoplasmica
denominada Env Z fosforile a una protelna reguladora citosélica denominada Omp R que
a su vez reprime la expresién de Omp F e incrementa la expresion de Omp C'3, La
expresidn de los canales sobre la superficie de la membrana externa es regulada en
respuesta a condiciones especificas del medio ambiente, tales como temperatura,
osmolaridad, pH, composicién del medio de cultivo, niveles de sales y fosfatos y
diferencia de potencial eléctrico; en un medio de cultivo comin {condiciones normales
de Cy N) sdlo Omp F, Omp C y Omp D se producen, Pho E llamada también
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fosfoporina se expresa sdlo en condiciones de escases de fosfatos y Omp C es sobre-
expresada a concentraciones elevadas de sales, la expresién de Omp F se reprime por
la temperatura y osmolaridad elevadas. 10 )

La estructura tridimensional de las porinas explica muchas de sus propiedades
funcionales, por ejemplo, Pho E muestra una mayor preferencia por aniones mientras que
Omp Fy Omp C muestra una mayor preferencia por cationes, Omp C y Omp F son
proteinas muy semejantes funcional y estructuralmente, el didmetro de sus poros varia
entre 1.1 y 1.3 nm, se piensa que estas 2 protefnas as/ como la porina Pho E
evolucionaron de una protefna ancestral comin ya que las secuencias proteicas
contienen un 63% de homologia en cuanto a identidad de aminoécidos y un 80% de
identidad funcional, 1516

Se han utilizado diversos métodos para tratar de establecer la estructura de estas
protelnas pero no se han obtenido hasta el momento resultados satisfactorios. En la
actualidad el método més informativo es la espectroscopia infraroja, la cual s rapida y
requiere poca cantidad de protefna, otro método altamente utiizado para el estudio de
estas proteinas es la cristalografia de rayos X, pero esta técnica requiere la formacion de
cristales y las PME son frecuentemente inestables cuando son removidas de su estado
nativo en la membrana, ademés la coexistencia de superficies hidrofilicas e hidrof6bicas
complica la seleccidn adecuada de condiciones de cristalizacidn, por todo esto se ha
establecide que una evaluacién critica de la prediccion de tales estructuras en
combinacién con resultados obtenidos por métodos fisicos e inmunoquimicos puede
proporcionar la ruta mas promisoria para el avance en el conocimiento de la estructura
y diversidad de las PME"2,

PAPEL DE LAS PME COMO INMUNOGENOS

Existen evidencias que indican que las PME se encuentran expuestas en la
superficie de las bacterias Gram negativas y por lo tanto estan accesibles a las células
del sistema inmune, por lo tanto se proponen como antigenos capaces de inducir una
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respuesta inmune protectora. Los estudios sobre estas proteinas se han enfocado
principalmente en tratar de establecer €l papel que desempefian en la induccion de una
inmunidad especffica, en tales estudios se ha demostrado que la inmunizacién con PME
de N.meningitidis'\?, N.gonorrhoeae'®, H.influenzael®,  S.flexneriC, P.
aeruginosa®!, S.typhimurium®23 inducen un estado de proteccién contra fa
infeccion causada por estas bacterias en el modelo murino.

En 1988 se demostré la importancia de las PME de S. typhi en la induccibn de
una inmunidad protectora contra el reto de la bacteria viva, la inmunizacién de ratones
NIH con una suspension de 30ug de PME conteniendo 4% de LPS como contaminante
confiere una proteccién del 100% af reto con 500 DLgg de 2 cepas de S. typhi (9,12,viid,
cepa aislada de un paciente con fiebre tifoidea y Ty 2, cepa vacunal) y una proteccion
del 30% al reto con 500 DLgg de S. typhimurium. Se observé una proteccion cruzada
entre ambas bacterias, lo que sugiere que los determinantes antigénicos que reconocen
estos anticusrpos son compartidos entre las diferentes bacterias.

La administracién de un suero de conejo anti-PME de S. fyphi 9,12 Vi:d induce un
estado de proteccion pasiva al reto con 100 DLgg de la bacteria homéloga y una
proteccion del 80% al reto con S. typhimurium en el modelo murino®*, ademas, se
hicieron ensayos de proteccidn activa utilizando LPS como antigeno, se inmunizaron
ratones NIH con 1.2pg de LPS observandose una proteccion del 40% al reto con 100
DLgq de S. typhi 9,12Vid y S. typhimurium, este resultado indica que los antigenos
responsables de la induccién de proteccion son las PME y no el LPS.24

Considerando los resultados obtenidos hasta ese momento, se propuso que las
PME de S. typhitienen un papel importante como inmundgenos en el humano, ya que
al evaluar la respuesta inmune humoral en pacientes con fiebre tifoidea se encontré en
el suero de estos pacientes anticuerpos de clase IgM durante la fase aguda de la
enfermedad y anticuerpos de clase IgG durante la fase de convalescencia; los primeros
anticuerpos reconocen una proteina de peso molecular de 28 KDa y los segundos
proteinas con pesos moleculares 38 a 41 KDa correspondientes a las porinas, en este
trabajo se demostrd que la respuesta inmune humoral esta dirigida contra las porinas y

se propuso, que dicha respuesta tiene un pape! fundamental en el control de la infeccién
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mediada por complemento, ya que los anticuerpos anti-porinas reconogcerian
determinantes antigénicos en la superficie de la membrana externa activando un
camplejo macromalecular compussto de 3 protefnas (C1g, Cir y C1s), dando inicio de
esta manera a la activacién de una cascéda enzimética y a la generacion de una serie
de complejos péptidicos con actividad enzimética, formando finalmente el complejo C5-
C9 denominado complejo de ataque a la membrana (MAC), el cual puede insertarse en
fa membrana y ejercer su sfecto fitico sobre la bacteria,25

Una vez establecido el papel de las PME como inmundgenos, se aislaron y
purificaron porinas de S. typhi 9,42,Vi:d por el métado de Nikaido?8, disminuyendo de
esta manera la contaminacién por LPS (0.04%), se observé qus al inmunizar ratones NiH
con t0ug de estas parinas hay un efecto de proteccitn del 90% contra el reto a 500
DL de fa bacteria homologa y solamente un 30% de proteccidn al reto con ia cepa
heterdloga S. typhimurium cuando se inmunizaron con la misma dosis de porinas2?.

Sa demostré por ensayos de proliferacidn celutar que las porinas aisfadas de S
typhi, S. typhimurium y E. coli son capaces de inducir una respuesta proliferativa de
tinfocitos T en ratones. Esta proliferacién se midié por incorporacién de 3H-timidina en
ratones inmunizados con PME y con porinas de 5. fyphj, estos resultados indican que
adernas de la inmunidad humoral, fa inmunidad celular tiene también un papel impaortante
en el control de la infeccién 28

La administracién de vacuna antitifoldica oral {Germanier) indujo en sujetos
estudiados una produccion de anticuerpos anti-porinas y anti-PME. Asi mismo, la
administracién de la vacuna subcutanea {L) no indujo una respuesta de anticuerpos
contra PME y porinas de 8. tygh?S,

Con estos resuitados se confirma el papel de las porinas como moléculas capaces
de inducir una respuesta inmune humoral y celular en el modelo murino, asf como su
probable participacién en la induccion de proteccién contra la fiebre tifoidea.

Con la finalidad de identificar en las porinas los determinantes antigénicos
responsables de inducir proteccion, se realizd una prediccibn de las regione
potencialmente antigénicas de fa porina Omp C de S. typhi 9,12,vid, para lo cual s
emplearon métodos computacionales de prediccién de epitopossols‘.
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Estos métodos han sido utilizados principalmente para dilucidar la estructura
secundaria y terciaria de proteinas partiendo de su secuencia de aminoacidos, asf
mismo, para la busqueda de [a estructura de una proteina o de sitios antigénicos, se
deben conocer las funciones y objetivos de los algoritmos y a la par considerar los datos
experimentales y las caracterfsticas de la secuencia en estudio.

Dentro de fas caracteristicas que se consideraron para ia eleccion de las regiones
potencialmente antigénicas de la porinaOmp C de S, typhise encuentran las siguientes:
ser secuencias expuestas en la superficie de la protelna, ser altamente hidrofilicas,
cargadas y flexibles.

Los programas utilizados para este fin son:

1) el programa Antigenaz. el cual asigna un valor de hidrofobicidad a cada
aminoécido de la proteina de acuerdo a la escala de Levitt30 y tomando fragmentos de
seis amino4cidos promedia sus valores. As! se analizan regiones superpuestas alo largo
de toda la secuencia y selecciona ia regibn mas hidrofilica como un probable
determinante antigénico. 2) El programa Flexproaz, el cual basa sus predicciones en el
modelo de flexibilidad o movilidad de los antigenos estudiados por Karpluz y Schulz con
base en estudios de resonancia magnética nuclear y andlisis cristalogréficos a muy alta
resolucién, se determinaron los coeficientes de agitacion térmica® (valores de B o
Debye-Waller), que representan el desplazamiento miime de cada 4tomo en un
promedio determinado de posicién32, tomando en cuenta el factor Debye-Wayer para
el carbono « de los aminoé&cidos, el algoritmo selecciona aquellas regiones a lo largc de
la secuencia gue muestren los valores de movilidad més elevados.®?

De tal modo, que al analizar la secuencia de la porina Omp C de E. col; se

identificaron las siguisntes secuencias como probables regiones antigénicas:




REGION SECUENCIA VALORES DEB

5-11 NKDGNKL 1.084
26-32 DKGSDGD 1109
64-70 QETGSND 1121
122128 QQRGNGY 1.008
150-156 QGKNGSY 1.008
157-163 SGEQTQG 1105
167178 LNQNGAG 1.092
198-234 TADONNT 1.106
246-254* TSNGSNP 1.133
285-292" QSKGKDI 1.105

Al alinear la secuencia de la porina Omp C de E. coficon la secuencia de fa porina
Omp C de S. typhise observd que la region 285-303 es parcialmente compartida ya que
presenta aminoacidos que no estan presentes en E. cofiy que la region 246-254 no es
compartida con E. cofi sino que es especiiica de S. typhi. (figura 2)

Este péptido al no ser compartido con E. coli podria estar involucrado en la
respuesta inmune especifica a S. typhi,

De tal modo que empleando los resultados obtenidos con estos algoritmos y por
comparacion con la secuencia de la porina Omp C de S. typhi (figura 3} se decidio
trabajar con las siguientes regiones:

** La regién de la porina comprendida entre los residuos 285-303 y cuya
secuencia es (LASKGKDISNGYGASYGDQ).

** La regibn comprendida entre los aminodcidos 246-254 cuya secuencia es
(TSNGSNPS).
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figura 2
Alineamiento de las secuencias de la porina Omp C de Salmonelia typhi y
Escherichia coli. (reporte del analisis de las secuencias por el programa PALIGN,
del paquete PCGENE)




figura 3
Estructura secundaria propuesta para la porina Omp C de'SaImoneI/a typhl
- 8,12Vi:d a partir de una comparacion con los resultados de Cowan'4
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Estas regiones se sintetizaron en fase solida empleando el método quimico de los

derivados Fmoc en poliamida reportada por Sheppard®?

y cols, la cual involucra la
unién, por medio de un enlace covalente, de amino4cidos protegidos en su extremo a-
amino a un soporte sélido de caracter insoluble & inerte, la purificacién ds los péptidos
se realizd por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) en una columna C18 y se
verificé su composicion mediante un andlisis de aminoacidos utilizando derivados cle
orto-ftaldehido (OPA)32:34,

Debido a que la regibn 246-254 es especiiica de S. typhi 9,12,Vi:d%5 y con el fin
de tratar de establecer el papel inmunogénico de este péptido asi como sobreproducirlo
facilmente, se realiz6 una construccién genética de una proteina hibrida con la subunidad
B de la toxina del colera (CTB), el péptido fué expresado unido a la porcidn amino de
la subunidad B de la CTB en una proteina de fusibn denominada PAP-CTB {péptido
antigénico de la porina)36.

Para Elio se empled un sistema de sobreexpresion recombinante, en el plasmido
pJS 752-3 (que contiene el gen de la CTB, controlado por el promotor TacP37), se
insertd un oligonucledtido con el fragmento 246-254 (GTSNGSNPST) DE Omp C entre
los sitios de restriccién Xma 1y Sac |, el ptasmido resultante adquirié el sitio de restriccion
Kpnt incluldo en el oligonucledtido de Omp C.

La cepa E. coli DH 5a fué transformada con este plasmido que lieva el gen Omp
C, la produccion de la proteina hibrida se comprobé mediante la titulacion del
sobrenadants de cultivo por ELISA y electroforesis (SDS-PAGE)S.

De esta manera se tienen 2 fragmentos de la porina Omp C de S. typhi 9,12,Vi:d,
las regiones (285-303) y (246-254) predichas como epitopos capaces de inducir una
respuesta en el hospedero.

Alapar de este trabajo se ha efectuado el mapeo de las regiones L6 y L7 de la
porina Omp C de S. typhi 9,12,Vi.d utilizando anticuerpos policlonales obtenidos de
suero de ratones inmunizados, comprobéndose que las regiones contra las cuales estan
dirigidos estos anticuerpos se encuentran expuestas en la superficie de la bacteria®3, sin
embargo, debido a la policlonalidad se observaron reacciones cruzadas con otras

bacterias Gram negativas por 10 que es necesario obtener anticuerpos monoclonales
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dirigidos contra estas regiones y que éstos sean utilizados posteriormente para la
identificacion de estas regiones potencialmente antigénicas de fa porina Omp C y para
el estudio de ia relacibn hospedero-parasito.

OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

Durante los anos 1960s se desarrollaron métodos estructurales y genéticos para
la produccién de altas cantidades de anticuerpos, siendo el més utilizado el cultivo de
diferentes células de mieloma.

Un mieloma o plasmacitoma es un tumor de células productoras de anticuerpos
{CPA), cada tumor representa la proliferacién de una clona dnica de células, es por esto
que se han generado y estudiado un gran nimero de mielomas, principalente de origen
murino. Sin embargo, a pesar de los avances en esta &rea no ha sido posible generar
mielomas antigeno-especificos por lo que ha sido necesario fusionar estas células
mieloides con linfocitos productores de anticuerpos con una especificidad
predeterminada. De las lineas celulares adaptadas para este fin, la méas utilizada es la
finea celular P3-X63-Ag8 la cual desciende del mieloma de ratén MOPC-21 secretor de
1gG

En 1986, Kéhler y Milstein obtuvieron el Premio Nébel por su contribucion en el
desarrollo de técnicas para la obtencién de anticuerpos monoclonales, al lograr fusionar
células de mieloma de ratdn con linfocitos obtenidos de un ratén inmunizado con un
antigeno determinado38.39.40,

La obtencién de anticuerpos monoclonales se basa en lo siguiente: fusionar una
célula plasmética {productora de anticuerpos contra un antigeno determinado) con una
célula neoplasica especiaiinente seleccionada, obteniendo de esta manera céiulas
hibridas que expresan tanto la propiedad del linfocito B de producir anticuerpos para un
antigeno detrminado, como el carécter inmortal de las células mielémicas.

Estas células fusionadas, denominadas hibridomas o plasmacitomas producen
anticuerpos homogéneos {anticuerpos monoclonales) que pueden ser seleccionados por
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su reactividad a un antigeno determinado. El linfocito B contribuye con genes especificos
para el anticuerpo en los hibridos y la célula mielbmica contribuye con genes que
proporcionan al hibridoma el caracter de inmortal, para que se divida indelinidamente y
contindie 1a expresién de los genes de la inmunoglobulina.41+42

Las células de bazo de ratdn, previamente inmunizadas con el antigeno, son
fusionadas con Ja Iinea de mieloma, la fusion se lleva a cabo en un medio que conliene
polietilenglicol (PEG) como agente fusionante; la seleccidén posterior de las céluias
hibridas depende de la capacidad de las células para utilizar la via "alterna” de sintesis
de DNA por produccién de guanosina cuando [a via biosintética "principal” es bloqueada
(usualmente por antibiéticos, aminopterina 0 amethopterina) ya que ambas vias son
necesarias para la formacion de los precursores del DNA, esta seleccion se llieva a cabo
en un medio que contiene aminopterina-hipoxantina-timidina (HAT).

Cuando la via metabélica principal es bloqueada por aminopterina, el camino
alternativo para las células es utilizar a hipoxantina existente en el medio; sin embargo,
las células tumorales deficientes de las enzimas hipoxantina-guanina-fosforibosil-
transferasa (HGPRT) y timidina-cinasa (TK) mueren al no poder utilizar la via “alterna”
para la sintesis de nuclebtides, los linfocitos de bazo mueren debido a su vida media

corta en cultivo (6 a 7 dias), de tal modo que solamente los hibridos (mieloma-linfocito
B) que resulten de la fusién continuaran duplicandose?1 424344 (Figura 4).




VIA PRINCIPAL VIA ALTERNA

FOSFORIBOSIL PIROFOSFATO TIMIDINA HIPOXANTINA
+
URIDILATO TK HGPRT
]
i
o= AMINOPTERINA
l v v
NUCLEOTIDOS
(SINTESIS DE DNA)
TK= Timidita cihasa

HGPRT= Hipoxantina guanina fosforibosil transferasa
Enzimas ausentes en las células de micloma utilizadas para la fusion

figura 4

Importancia de las enzimas TK y HGPRT en la sintesis de acidos nucleicos



De tal modo que la seleccién de las células se efectda como sigue:

TABLA 2:
SINTESIS DE DNA
TIPO DE CELULA VIA ALTERNA VIA PRINCIPAL SOBREVIVENCIA EN
MEDIO HAT
MIELOMA HGPAT sonsibla a aminoptorina | mueron {ro sinlotrzan DHAY
CELULAS DE BAZO HGPRT* sensible a aminopterina | vwon (puadon vtz a
fperantais pimorta on ol modi)
HIBRIDOS HGPAT* aonsiblo o aminopterina sobroviven
(MIELOMA-CELULAS DE BA20)
HIBRIDOS HGPRT sonsible a aminopterina fruccon (ra sintotrzan DAY
{MIELOMA-MIELOMA)
HIBRIDOS HGPRT* sonsible a aminoptering | vwvon (wde moda cotfa on cuivo
(CEL. BAZO-CEL BAZO) 67 dia)

Las caracteristicas que deben tener las células de mieloma para su uso en la
fusion son las siguientes:

A) Ser deficientes en la enzima timidina-cinasa (TK), por crecimiento en
bromodeoxiuridina, TK es una enzima que fosforila nucledtidos de timidina, sustrato
necesario para la sintesis de nucledtidos y DNA.

B) O bien, ser deficiente en la enzima hipoxantina-guanina-fosforibosil-transferasa
(HGPRT"), ! alslamiento de células HGPRT  es relativamente sencillo, debido a que la
enzima es codificada por un solo cromosoma X activo presente en cada célula, de modo
que sblo se requiere una mutacién para que se pierda la capacidad de producir la
enzima. La seleccibn posterior de las células de mieloma HGPRT  se lleva a cabo en un
medio de cultivo en presencia de una base analoga sumamente téxica: 8-azoguanina (8-
AG) o bien 6 tioguanina (6-TG), la cual es incorporada al DNA de la célula via HGPRT,
este compuesto se adiciona a la célula en concentraciones que varian de 1 a 100 pg/ml
en un periodo de 6 a 8 semanas durante el cual se realizan varias clonaciones con el fin
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de seleccionar aquellas células de crecimiento vigoroso y que hayan perdido la
capacidad de producir la enzima, teniendo de esta manera células HGPRT" disponibles
para su empleo,

Existen en el mercado una gran cantidad de lineas celulares HGPRT" producidas
comercialmente, de tal modo que el procedimiento antes descrito sa realiza en
sltuaciones en que es estrictamente necesario, por otra parts, el utilizar 6-TG da una
mejor seleccién de las células HGPRT” que el usa de 8-AGS,

C) No preducirinmunoglobulinas, de tal modo que al ser fusionadas con linfocitos
productores de anticuerpos, las células hibridas resultantes expresan Unicamente
inmunoglobulinas para el antigeno seleccionado.

Por otra parte, es importante asegurarse que las células finfoides productoras de
anticuerpos se encuentren dividiendo y secretando anticuerpos, pdr lo que es
recomendable llevar a cabo la fusién durante 3 a 5 dias después de la administracién de
un antigeno, obteniendo de esta manera un gran nimero de hibridos productores.

Finalmente mediante una serie de ensayos de seleccién y clonacion se obtendré
el hibrido que sintetize e! anticuerpo de la especificidad deseada, la clona que cumpla
con éstas caracteristicas debe ser aislada y propagada tanto in vitro como in vivo para
su posterior utilizacion.

Considerando los problemas asociados con la producclén de células hibridas
productoras de anticuerpos, cs necesario mencionar algunos aspectos generales
importantes:

El problema mas importante que se presenta al momento de realizar la fusién es
el de aumentar la frecuencia de fusiones esponténeas, debido a ésto, la primera
sustancia utiizada como agente fusionante fué el virus Sendal inactivado®?,
observandose que al incubar a 37°C el virus con células susceplibles de ser alacadas
por éste, la membrana adyacente al sitio de adsorci6n del virus sufre dafio, de tal
manera que se forma un puente citoplasmatico entre células adyacentes y las células son
fusionadas. Sin embargo, esta técnica presentd ciertas desventajas: no se podia llevar
a cabo con cierto tipo de células y la produccion natural del virus in vitro es dificil, es por
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ésto que el uso de sustancias como isolecitina y polietiienglicol (PEG) se hizo necesario
y se obtuvieron excelentes resultados??, siendo el PEG la sustancia de uso més
frecuente an los Ultimos afios, por lo que se han descrito un gran nimere de protocolos
para su uso en fusiones de hibridomas?5:46.47  |as variables mas importantes que
hay que tomar en cuenta son: la concentracién de PEG utilizada, normalmente se utiliza
al 40% y 50% {w/v); el pH del medio, fusiones méaximas ocurren entre un pH 8 y un pH
8.2; el tiempo de exposicidn, a causa de la toxicidad del PEG el tiempo de exposicién
se reduce al minimo: 1- 2 min en PEG 50% y arriba de 7 min en PEG 30%; finalmente
la temperatura (entre 20°C y 37°C) v la proporcién de células utilizadas.

En algunos casos se hace necesario 68l uso de células alimentadoras para un

. mejor crecimiento de los hibridomas durante la clonacién, expansién y cultivo de células
descongeladas®€. Hay evidencias que sugieren que la duplicacién de hibridomas es
mayor en estados tempranos de cuitivo4s,

Cuando los hibridomas han crecido lo suficiente es necesario seleccionar aquellas
células productoras mediante un ensayo adecuado, tomando en cuenta las siguientes
caracteristicas:

** Que la técnica a utilizar cuente con una gran especificidad para el anticuerpo
en estudio.

** Sea lo suficientemente sensible y facitimente reproducible, asf como capaz de
procesar un nimero elevado de muestras en un intervalo de tiempo reducido, ya que el
tiempo que transcurre entre la toma de sobrenadante de cultivo y la realizacion del
ensayo no debe ser mayor de 24 h debido al rapido crecimiento de las células hibridas.

En 1971, Enquall y Perlman desarrollaron el procedimiento denominado ensayo
inmunoenzimético en fase sélida (ELISA)®, siendo este e método cominmente
utilizado para la seleccién de hibridemas {figura 5).

Cuando se ha seleccionado la clona productora, es necesario efectuar una o mas
clonaciones segim sea el caso, con el propdsito de aislar de los miliones de células
generadas durante la fusibn una célula productora de anticuerpos contra el antigeno

deseado, de tal manera que se establezcan lineas de células monoclonales, es
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indispensable congelar y almacenar los cultivos de células obtenidas antes y durante ta
clonacién por 3 razones importantes:

** Durante la clonacién, particularmente durante estados tempranos de
crecimiento, los hibridomas son particularmente susceptibles de peraer la capacidad de
produccién.

** Existe un riesgo de sobrecrecimiento de células productoras de anticuerpos
que no nos interesan.

** Siempre exisle el riesgo de contaminaciones por levaduras o bacterias y el
tratar de salvar los cultivos de células de este tipo de contaminaciones requiere de
tiempo y del uso de antibibticos que pueden afectar tanto el crecimiento como la
capacidad de produceion de las células.

Debido a que el estudio de la porina Omp C de S. typhi ha demestrado que
participa parcialments en fa induccién de un estade de proteccién a la infeccién por esta
bacteria en el modelo murino®, es nacesario obtaner anticuerpos monoclonales contra
estas regiones, de tal manera, que el empleo de estos anticuerpos ayude a determinar
el papel que desempeiian dichas regiones en la induccibn de proteccion y en el estudio
de la relacidn hospedero-parasito, asl como en un futuro tratar de utilizarlos para
estudios de topologla y posiblemente de diagnéstico.



TECNICA DE ELISA

(&) Recubrir placa = (b) bloquear los sitios de exposicion—> (c)Adicionar ~* (d)Adidonar clg
con el antigeno donde no se unid el antigeno SN cultiva marcada con
uns endma
(f) Desarrollo de color (€) Adicién del sustrato
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ala concentracién del Ac enzima utllizada

presente en el SN

figura 5
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IV. HIROTESIS

Los pépfidos de la porina Omp C de S.typhi (285-303) y (246-254) que
corresponden a regiones expuestas de esta protelna, seran capaces de generar
anticuerpos monoclonales que reconoscan a la porina nativa y a la bacteria completa.
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V. OBJETIVOS

*%* OBJETIVO GENERAL:

Obtener anticuerpos monoclonales para el mapeo de regiones expuestas
de la porina Omp C de Salmonelia typhi 9,12, Vi.d.

*® OBIETIVO PARTICULAR:

Cue los anticuerpos monoclonales generados a partir de péptidos
inmunogénicos reconozcan de manera exclusiva a las regiones L6 (246-254) y L7 (285-
303) de la porina Omp C de S.typhi
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VI. MATERIALES Y METODOS

1) SELECCION DE CEPAS BACTERIANAS

Se utilizaron las siguientes cepas:

E. coliDH 5a [pdS 752-3])(productora de CTB), £. ¢oli DH 5a {pJAK])(productora
de fa proteina hibrida L6-CTB), £. cofil UH 302 [pST 13)(productora de Omp C,), £ cali
pJP L7 (productora de ia prote/na hibrida 1.7-CT8), £. coli pJP L8 {productora la proteina
hitrida L8-CTB), S. typhi9,12,Viid, £ coli K12y E. coliDH 5a. Las cuales se sembraron
por aistamiento en placas de agar-uria y se incubaron 24 h a 37°C, posteriormente se
selecciono al azar una colonia de cada placa, y se cultivaron individualmente en agitacion
durante 8 h {crecimiento en fase logaritmica) a 37°C, las bacterias se cosecharon por
centrifugacion a 7000 rpm y los sobrenadantes se congefaron a -20°C para su uso
posterior. Para el caso de las bacterias que secretan proteinas recombinantes se afadié
al medio de cuftivo ampiciina a una concentracién de 250ug/ml siguiendo el
procedimiento de cultivo descrito.

2) ESQUEMA DE INMUNIZACION

Los péptidos sintéticos fueron sonicados (sonipret 150), posteriormente se hizo
una emulsién en adyuvante completo de Freund y se inmunizaron ratones de la cepa
C3H/HEJ hembras de 6 a 8 semanas de acuerdo al siguiente esquema:

DOSIS
DiA VIA RESINA-PEPTIDO
0 i.p. 0.5mg"
15 ip. 0.5mg”
22 retroorbital SANGRIA

*Equvalente de pepfido:10ug
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3) TITULACION DE LOS SUEROS DE LOS RATONES
INMUNIZADOS CON EL CONJUGADO RESINA-PEPTIDO

Para determinar la presencia de anticuerpos anti-péptido en el suero de los
ratones inmunizados se utilizb un ensayo de ELISA de la manera siguiente:

Se recubrieron placas de poliestireno de 96 pozos con 10 pg por pozo de porinas
de S.typhi en amortiguador de carbonatos (pH 9.5) incubando 2 h a 37°C y a 4°C toda
la noche, las placas se lavaron con PBS-Tween 20 (tween 20 al 0.01%) y se anadid la
solucién de blogueo (PBS-leche 5%) incubando las placas 2 h a 370C, las placas se
lavaron y se afadieron los sueros de los ratones inmunizados en diluciones 1:50, 1:100,
1:200, 1:400y 1:800 y se incubaron a 2 h a 37°C, tas placas se lavaron y se anadieron
100p! del conjugado (anticuerpo anti-IgG de ratén marcado con peroxidasa) en una dil.
1:1000, las placas se incubaron 2 h a 37°C para posteriormente adicionar 100! de la
solucién de sustrato (0-fenilendiamina 500ug/m!, amortiguador de citratos 0.1M 12ml pH
5.6 y perbxido de hidrégenc 30% 10 pl} a los 20 min la reaccién se detuvo con acido
sulfirico 25N y se efectuaron las lecturas de absorbancia a 482nm.

4) 0BTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

La obtencién de anticuerpos monoclonales es esquematizado de manera general

en la Figura 6.

4.1) OBTENCION DE MACROFAGOS DE CAVIDAD PERITONEAL
PARA SU USQO COMO CELULAS ALIMENTADORAS

Se sacrificaron ratones de la cepa C3H/HEJ y se inyectd intraperitonealmente
solucion de Hanks, se dié un masaje durante 10 min y se removid el liquido con ayuda
de una jeringa estéril. €l liquido asi obtenido se centrifugd a 1500 rpm durante 3 min, se
elimind el sobrenadante y la pastila se lavé 2 veces con solucién de Hanks,
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resuspendiéndola posteriormante en medio RPMI 1640 complementado (glutamina 2mM,
2-B-mercaptoetanol 50uM, piruvato de sodio 5mt, estreptomicina 100ug/ml, gentamicina
200ug/mty 15% SFB) colocéndose 50! de ésta solucién en cada pozo de una piaca de
96 pozos.

La cantidad de células adicionadas por pozo es variable de acuerdo al nimero
de placas arecubrir; para clonacién se utilizan aproximadamente 40,000 células por pozo
en una placa de 96 pozos, para expansibn en placas de 24 pozos se utilizan
aproximadaments 80,000 células en 0.5 ml de medio para cada pozo.

4,2) LINEA CELULAR DE MIELOMA

Se utilizd la linea celular X63-Ag8.653 (Ag8) deficiente de la enzima hipoxantina-
guanina-fosforribosil-transferasa (HGPRT}, se mantuvieron en cultivo utilizando medio
RPM! 1640, dentro de una incubadora a 37°C con atmésfera controlada de humedad y
5% de CO, hasta el momento de su utilizacién para la fusion. Al momento de utilizarlas
para la fusién se determiné la viabilidad de las células en una cdmara de Neubauer dil,
1:10 con azul tripan 0.2%, la cual fué del B7%, estas células se cosecharon en fase de
crecimiento logaritmico centrifugandose a 1200 rpm/5 min.

4.3) OBTENCION DE CELULAS ESPLENICAS

Se sacrificaron [os ratones inmunizados de acuerdo al esquema antes descrito,
dentro de una campana de flujo laminar y en condiciones de esterilidad, se macer6 el
bazo con ayuda de un tamlz, las células dispersadas se centrifugaron a 1500 rpm
durante 10min; el paquete celular se lavé 2 veces en solucibén de Hanks, finalmente, el
paquete celular se resuspendié en medio APMI 1640 complementado y se determiné que
la viabilidad de las células al momento de su utilizacién para la fusién fué del 89%
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OBTENCION DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES

ESQUEMA GENERAL

higura 6
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4.4) FUSION

Las células de mieloma cosechadas en fase logaritmica (107-108 células) y las
células esplénicas obtenidas de acuerdo al método descrito previamente, se lavaron dos
veces con solucién de Hanks, se resuspendi6 cada paquete celular en medio RPMI 1640
(complementado sin SFB} y se cont6 la viabilidad de las células en cada caso con ayuda
de una cdmara de Neubauer a una ditucién 1:10 en azul tripan 0.2%; posteriormente las
células se mezclaron en una proporcién 5:1 (Bazo-Mieloma), se centrifugaron a 1200
rpm/5 min eliminando el sobrenadante, se adiciond lentaments 0.8 mi de polietilenglicol
(PEG) 1500 durante 1 min y se dejd reposar la mezcla durante 3 min a 37°C.
Posteriormente se adiciond medio RPM! 1640 y se centrifugb fa mezcla a 800 rpm/5 min,
la pastila se resuspendi6 cuidadosamente en medio RPMI 1640 complementado més
15% SFB distribuyendo 50u| de esta suspension a cada una de las placas de cultivo, las
cuales 48 h antes de la fusibn habfan sido recubiertas con macréfagos de cavidad
peritoneal obtenidos de ratén, las placas se incubaron posteriormente dentro de una
estufa con atmbsfera controlada de humedad y 5 % de CO, adicionando medio de
cultivo hasta un volimen total de 100! por pozo. ( figura 7)

4.5) SELECCION DE CELULAS HIBRIDAS.

Después de 24 h el medio APM! fué sustitufdo por medio HAT {RPMI 1640
suplementado con hipoxantina-aminopterina-timidina) quitando 50 pl del volimen total
y afadiendo posteriormente el vollimen correspondiente de medio HAT; las células se
mantuvieron en este medio por 20 dias. Las clonas con crecimiento de células hibridas
s revisaron diariamente hasta el momento en que crecieron lo suficiente para secretar
cantidades detectables de anticuerpos en el sobrenadante de cultivo, la presencia de
estos anticuerpos se detecté mediante un ensayo de ELISA; una vez efectuado este
ensayo, se seleccionaron las clonas productoras de anticuerpos anti-péptido y estas
fueron expandidas a placas de 24 pozos y posteriormente a botellas de 25 cm?, estas
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células productoras fueron clonadas y preservadas in vitro. {figura 8)

4.6 CLONACION DE CELULAS HIBRIDAS PRODUCTORAS DE
ANTICUERPOS ANTI-PEPTIDO

Las células hibridas productoras de anticuerpos fueron clonadas por €l método
de dilucidn limitante de la siguiente manera: Se tomd una alicucta de 10ui de células
hibridas y se conté el ndmero de células viables en una cdmara de Neubauer a una
dilucibn 1:10 con azul tripan al 0.2%, posteriormente se realizaron las diluciones
necesarias a fin de tener 0.3 células por pozo (30 células viables en 10 mi de medio). Se
colocaron 100u! de esta dilucién en cada uno de los pozes de una placa de cultivo ds
96 pozos y se incubaron las placas durante 7-10 dfas en una incubadora a 379C y 5%
de CO2. (figura 9)

4.7 ENSAYOS DE ELISA UTILIZADOS PARA DETERMINAR LA
PRESENGIA DE ANTICUERPOS ANTI-PEPTIDO

Para evaluar la presencia de anticuerpos anti-péptido 246-254 y anti-péptido 285~
303 en los sobrenadantes de hibridomas se utilizaron los siguientes sistemas de ELISA
para cada caso:

** Para el péptido 285-303 se ulilizd el sistema poly-L-lisina debido a que se
contaba con el péptido sintetizado34.

** Para ol péptido 246-254 se utilizd el sitema GM1-ELISAS? ya que se contaba
con la proteina hibrida PAP-GTB (péptido antigénico de la porina unido a CTB),
secretada al medio de cultivo por la bacteria £. coli DH 2a [pJS 752-3).

4.7.1 SISTEMA POLY-L-LISINA (PEPTIDO 285-303)

Se recubrieron placas de poliestireno de 96 pozos con 100ui de poly-L-lisina
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(sigma,10pg/ml, p.m. mayor 70,000) fas placas se incubaron 1 h a 370C y toda la noche
ad%C y se lavaron con PBS-tween 80 (tween 80 al 0.1% en PBS), se afadieron 100u! del
péptido 2856-303 (Sug/m! en PBS) incubando 1 h a 37°C y toda la noche a 49C,
trasncurrido este tiempo las placas se lavaron y se incubaron con 200ul/pozo de solucion
de bloqueo {leche 5% en PBS) 2 h a 37°C adicionando posteriormente 100zl/pozo de
los sobrenadantes de cultivo obtenidos por agotamiento del cultivo celular, se incubaron
las placas 1h a 379¢ y toda la noche a 49¢, las placas fueron lavadas con PBS-tween
80y se afadieron 100l del conjugado (anticuerpo anti-lgG de ratén unido a peroxidasa)
en una dilucién 1:1000 2h a 379C, finalmente las placas se lavaron y se afadieron 100ul
de la solucién de sustrato (O-fenilendiamina 6mg, amortiguador de citratos 12.5 ml 0.1M
pH 5, Hy0,30% 1041} a los 20 min la reaccion se detuvo con 50,1 de acido sulfdrico 2.5N
y se midib la absorbancia a 492nm. (figura 10)

4.7.2 SISTEMA GM1-ELISA (PEPTIDO 246-254)

Se incubaron placas de poliestireno con 100ul por pozo de una solucién de
monosialogangliésido-GM1 1.54M en PBS (NaH,P0O, 0.18 g/l, Na,HPO, 1.236 g/l y NaCl
8.5 g/l pH 7.2) 1 h a 37°C y toda la noche a 4°C, seguido de lavados con PBS-tween
20 (tween 20 0.1% en PBS); posteriormente se incubaron las placas con 200ul/pozo de
solucién de bloqueo (ASB 1% en PBS) 2 h 2 370C, las placas se lavaron con PBS-tween
20 y se adicionaron los sobrenadantes de cultivo de hibridomas incubando 1 h a 37°C
y toda la noche a 4°C, las placas se lavaron y se anadi6 el conjugado anti-igG de ratén
unido a peroxidasa (Gibco BRL) en una dilucién 1:1000 durante 2 h, una vez lavadas, se
colocaron 100yl de la solucién de sustrato (O-fenilendiamina 5mg, amortiguador de
citratos 0.1M pH 5 y 104! de H,0, 30%) la reaccién se detuvo a los 20 min con 4cido
sulfirico 2.5N y se realizaron las lecturas de absorbancia a 492nm. (figura 10)
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4.8 PROPAGACION DE CELULAS HIBRIDAS PRODUCTORAS DE
ANTICUERPOS

4.8.1 PROPAGACION IN VITRO

La propagacién de células hibridas productoras consistib en pasar las células a
placas de 24 pozos y posteriormente a botellas de 25 cm?, estas céiulas se mantuvieron
en cultivo reemplazando un volimen de medio de cultivo por medio fresco. Cuande ia
confluencia de células fue adecuada sin que hubiera dafo en las células por
sobrecrecimiento, se tomd el sobrenadante de cultivo para determinar los anticuerpos
secretados por los hibridos mediante un ensayo de ELISA y de FACS. Las clonas
productoras se crecieron posteriormente en botellas de 80 cm? realizando el mismo

procedimiento.
4.8.2 PROPAGACION IN VIVO

Diez dlas antes de la inoculacidn de las células, se inyectaron 0.5 ml de pristano
(2,6,10,4-tetrametilpentadecanc) por via i.p. en ratones de la cepa C3H/HEJ, una vez
transcurrido este tiempo, se inyectaron por via i.p. 0.5 ml de células hibridas productoras
de anticuerpos en fase de crecimiento logariimico (aproximadamente 108-107 céluias).

Cuando el tumor de hizo evidente (aproximadamente 6 a 8 semanas) se obtuvo

el llquido de ascitis y se congelé a -709C.
4.9 ALMACENAMIENTO DE CELULAS

Para conservar los hibridomas obtenidos tanto en la fusién como en cada una de
las clonaciones realizadas se congelaron aproximadamente 2-10 x 108 células en 0.25
m! de solucion crioprotectora (4% de DMSO y 96% de SFB) de la siguiente manera: Las
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células se centrifugaron 1200 rpm/10min, se elimind el sobrenadante y la pastila de
células se resuspendi6 en 0.25 ml de solucidn crioprotectora, las células se colocaron
posteriormente en un criotubo y se almacenaron a -70°C durante 24 h y finalmente
fueron transferidas a nitrégeno liquido (-196°C).

5.0 ANALISIS DE CITOMETRIA DE FLUJO (FACS)

En medio minfimo M9 (NagHPO, 6g, KHaPO, 3g, NaCl 1g, MgS0, 1M 2m|,
glucosa 20% 10ml y CaCl, 1M 0.imf) se cultivd toda fa noche una colonia de las
bacterias E. colf Ki2 y S. typhi 9,12Viid, las bacterias se cosecharon en fase de
crecimiento logaritmico y los botones se lavaron con PBS estérii (pH 7.4, estéril y filtrado
con poro de 0.221), se ajustd la densidad dptica a 0.6 a 540 nm ( 1x10° bacterias/mi),
Se hizo una dilucién 1:10 (aproximadamente 1x108 bacterias/mi en PBS) colocando 100l
de esta dilucidbn en tubos eppendort de 1 ml de capacidad, los tubos se centrifugaron
a 2,500 rpm/10 min, se eliminé el sobrenadante y se afiadieron 500! de sobrenadante
de hibridomas obtenidos por agotamiento del cultivo celular, se incubaron ios tubos a
40C toda la noche, se eliminé el sobrenadante por centrifugacién y las pastilas se
lavaron con PBS-suero normal de conejo 2% afiadiéndo posteriormente el conjugado
{anticuerpo anti-lgG de ratén unido covalentemente con isctiocianato de fluoresceina el
cual da una fluorescencia verde a 525nm) dil 1:1000 en PBS-SNC 2% y se incubaron a
4°C 30 min. Se elimind el sobrenadante por centrifugacién y las pastilas de células se
lavaron con PBS-SNC 2% afadiéndo posteriormente 500! de ioduro de propidio
(100.g/ml) dil. 1:1000 en PBS-SNC 2% y se procedio a realizar 1as lecturas en el aparato
de FACS.
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VII. RESULTADOS

1) SUEROS ANTI-PEPTIDO
1.1) OBTENCION DE SUEROS ANTI-PEPTIDO 246-254 y 285-303

Después de inmunizar ratones de la cepa C3H/HEJ con los conjugados péptido-
resina emulsificados en adyuvante completo de Freund, los animales fueron sangrados
22 dias después de la primera inoculacion.

1.2) TITULACION DE LOS SUEROS

Se probb el reconocimiento de los sueros anti-péptido 285-303 y 246-254 hacia
la porina rOmp C nativa mediante un ensayo de ELISA alos 22 dfas de inmunizacién con
el conjugado resina-péptido (Gréafica 1), se observé que los sueros anti-péptido 246-254
y anti-péptido 285-303 reconocen a la protelna nativa aproximadamente 10 veces més
que el suero preinmune, este reconocimiento indica que las regiones raconocidas por
ostos anticuerpos se encuentran expuestas en la porin'a.

2) OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

Para realizar la fusién se utiliz6 una mezcla 5:1 de céiulas linfoides y células de
misloma y se utilizaron cantidades variables de células por pozo (100mil, 200mil, 400mil
y 2 millones) obteniendo una elevada eficiencia de fusién para ambos péptidos (tabla
2). El criterio para la seleccibn de las clonas productoras de anticuerpos anti-péptido fué
la reclonacion de las células hibridas positivas para €l ensayo de ELISA, asi como la
verificacién de que estas clonas de células dieran la misma o mejor respuesta de ELISA
a lo largo de las 3 clonaciones realizadas.(figuras 11 y 12)
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PEPTIDO SECUENCIA | No.POZOS | No.PLACAS | CELULAS | EFICIENCIA
TOTALES POR DE FUSION
POZO
246-254 TSNGSNPS 24 2 100mil 25%
18 2 200mil 18%
22 2 400mil 22%
12 1* 2millones 50%
286-303 LQSKGKDIS
NGYGASSYG 15 1 100mil 15%
DQ :
24 3 200mil 25%
21 2 400mil 22%
8 2% 2millones 33%
* placas de 24 pozos
Tabla 3

Eficiencia de fusion obtenida utilizando una relacién 5:1 de céiulas de mieloma y
células de bazo.
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CLONAS ANTI-PEPTIDO 285-303
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3) REACTIVIDAD DE LOS ANTICUERPOS MONOQCLONALES
ANTI-PEPTIDO HACIA LA PROTEINA HIBRIDA PAP-CTB

Serealizéun ensayo GM1-ELISA utilizando sobrenadante de hibridomas obtenidos
por agotamiento del cultivo celular (figura 13), se observa que el anticusrpo monoclonal
L6-A11 (reactividad anti-246-254) reconoce al péptido correspondienite expresado como
una protelna hibrida denominada L6-CTB, no presenta reconocimiento hacia la region L7
{L7-CTB) ni hacia la regién L8 (L8-CTB) de la porina Omp C de S. typhi, de tal modo que
el anticuerpo reconoce unicamente a la regién 246-254 y no hay cruce al menos con una
tercera asa de la porina.

Los anticuerpos mongclonales L7-GB8 y L7-F1 {reactividad anti-285-303) reconocen
también al péptido correspondiente expresado como una protefna hibrida denominada
L7-CTB, en ambos casos no hay reconocimiento hacia la region L6 (L6-CTB) ni hacia la
regién L8 (L8-CTB), de tal modo que el reconocimiento es Gnicamente hacia la regién
2B5-303, con estos resultados podemos conciuir que los péplidos 246-254 y 285-303 de
la porina omp C de S. typhi, acarreados por la protefna CTB, son reconocidos por
anticuerpos dirigidos contra la proteina en su forma nativa.

4) RECONOCIMIENTO BE LGOS ANTICUERPOS
MONOCLONALES HACIA LAS PORINAS DE Salmonelia typhi

Esta determinacion se realizé por un ensayo de ELISA utilizando como antigeno
porinas de S. typhi obtenidas por el método de Nikaido'®, se encontré que tanto los
anticuerpos dirigidos contra el péptido 246-254 (L6-A11) como los dirigidos contra el
péptido 285-303 (L7-G8 y L7-F1) reconocen a !a porina completa, de tal modo que las
regiones que reconocen estos anticuerpos se encuentran expuestas en la superficie de
las mismas. (figura 14)
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5) ANALISIS DE CITOMETRIA DE FLUJO (FACS)

Se realizb el ensayo de FACS con las bacterias £. coli K12 y 8. typhi 9,12 Vid
utilizando sobrenadantes de hibridomas productores de anticuerpos anti-péptido, se
observa que los anticuerpos anti-péptido son capaces de reconocer a la bacteria
completa, indicado por el desplazamiento de la fluorescencia hacia la derecha. (figura
15)

El anticuerpo monoclonal L6-A11 (reactividad anti 246-254) muestra un
reconocimiento Unicamente hacia S. typhi, esto debido a que esta secuencia es
especffica de S.typhi, ademés, al hacer el alineamiento de las secuencias de la porina
Omp C de E. coliy de S. typhi se observd que esta regidn no esté presente en ninguna
parte de la secuencia de £. cofi, de tal modo que es espacifica de S. typhi.

El anticuerpo monocional L7-G8 (reactividad anti 285-303) presenta un
reconocimiento hacia ambas bacterias, debido a que esta regién es parcialmente
compartida por E. coliy S. typhi. Por ofra parte, el anticuerpo monoclonal L7-F1 presenta
un mayor reconocimiento hacia £. col, esto debido probablemete a que estos
anticuerpos reconocen solo una pequefia secuencia de aminodcidos que no se
encuentran presentes en S. iyphi, ya que esta secuencia solo es parcialmente
compartida,

Estos resultados confirman que las regiones 246-254 y 285-303 de la porina Omp
C de S, typhi predichas como regiones potencialmente antigénicas por programas
computacionales se encuentran expuestas en la superficie de la bacteria y que a pesar
de la complejidad celular de la membrana son reconocidas por los anticusrpos
monoclonales.
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Viii. DISCUSION DE RESULTADOS

Una vez que se analizd la secuencia de la porina Omp C de S. typhi mediante
algoritmos de prediccion de epitopos, se eligieron 10 regiones como potencialmente
antigénicas. Finalmente por comparacion con la porina Omp C de E. coli se decidib
trabajar con las regiones 246-254 y 285-303 para su estudio y su evaluacién
inmunoquimica, por 1o que se realiz6 una sintesis quimica de las mismas.

Posteriormente se realiz6 un mapeo de estas regiones utilizando anticuerpos
policlonales obtenidos de suero de ratones inmunizados con el conjugado resina-
péptido, cbservando que estas regiones se sncuentran expuestas en la superficie de la
bacteria, sin embarge, debido a las reacciones cruzadas obtenidas con otras bacterias
Gram negativas fué necesaria la obtenci6n de anticuerpos monoclonales dirigidos contra
estas regiones.

Obtuvimos 10 clonas productoras de anticuerpos monoclonales anti-péptido, 5
productoras de anticuerpus anti-péptide 285-303 y 5 productoras de anticuerpos anti-
péptido 246-254. Tanto los anticuerpos monoclonales anti-péptido 246-254 como los
anticuerpos  anti-péptido  285-303 reconocen de manera especifica al péptido
correspondiente expresado como una proteina hitrida denominada PAP-CTB, esta
misma reactividad se observé cuando los anticuerpos monoclonales anti-péptido fueron
capaces de reconocer a la porina en solucibn, demostrando que los determinantes
antigénicos reconocidos por estos anticuerpos se encuentran expuestos y son accasibles
al reconocimiento por anticuerpos.

Asf mismo, a pesar de la complejidad estructural de la porina y de la presencia
de otras protelnas en la membrana, ambos anticuerpos anti-246-254 y 285-303 fueron
capaces de reconocer a la bacteria completa.

Sin embargo, obtuvimos resultados no esperados: Debido a que la region 285-
303 es parcialmente compartida por S. typhi y por E. coli esperabamos que los
anticuerpos  dirigidos contra esta regibn reconocieran a ambas bacterias, este
reconocimiento fue observado, perc se obtuvo un mayor reconocimiento hacia £, cof,
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este reconocimiento puede deberse a 3 causas principales: la accesibilidad de los
determinates antigénicos que reconocen estos anticuerpos es mayor en E. coli que en
8. typhi, la cantidad de porina Omp C en E. coli es mayor que en S. tyghi o bien que
durants el proceso de obtencion de una clona productora haya ocurrido una mutacion
que resulte en una mayor afinidad hacia £. coli.

Por otra parte, debido a que la regidn 246254 es exclusiva de S. typhi
esperabamos que el anticuerpo dirigido contra esta regidn reconociera Unicamente a S.
typhi, sin embargo, se obtuvo reconocimiento también hacia £. cofi, esta reaccion
cruzada entre ambas bacterias es debida probablemente a que en la secuencia de E.
coli hay 9 regiones que presentan una homologfa de al menos 3 amino4cidos con la
ragién 246-254 (TSNGSNPST) de S. typhi, estas regiones se musstran en e! siguiente
cuadro:

REGION SECUENCIA AMINOACIDOS HOMOLOGOS
8594 AENENNSWT NT

171-179 QGKNGNPSG N,P,S

183-191 TSGVINNGR TSN

107-195 TNNGRDALR TNG

233-241 IGNGDRAET NGT

266-274 TRVGSLGWA TGS

236-296 FOFGLAPSL GPS

300-308 QSKGKNLGR SGN

325.333 YYFNKNMST NST

De tal modo, que el reconocimiento de los anticuerpos anti-péptido 246-254 hacia
E. coli indica que alguno o algunos de estos aminoécidos son importantes para el
reconocimiento de los anticuerpos hacia la porina.
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IX. CONCLUSIONES

** | as regiones 246-254 y 285-303 de la porina Omp C de Saimonelia typhi,

seleccionadas mediante algoritmos de prediccidn son epitopos capaces de inducir una
respuesta de anticuerpos.

) 08 anticuerpos monoaclonales obtenidos reconacen determinantes antigénicos

presentes en la superficle de la porina en solucién as{ como también en la bacteria
completa.

*% | 3 reactividad do los anticuerpos monocionales con la bacteria sugiere que

larespuesta de anticuerpos podria jugar un papel importante en el control de la infeccion
por Salmonella typhi.
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