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RESUMEN

El quinto sistema de secrecion de proteinas en bacterias gram
negativas, también llamado de “autotransportadores”, estd constituido por proteinas
que presentan tres dominios funcionales: la secuencia sefial, el dominio alfa o
amino terminal y el dominio beta o carboxilo terminal. Este ultimo dominio es el
que tiene la funciéon de autotransportador, ya que transloca el dominio alfa al
exterior mediante la formaciéon de un poro en la membrana externa de manera
semejante a como se ensamblan las porinas de bacterias gram-negativas. Esta
propiedad hace que este sistema de secrecion sea considerado como el mas
sencillo para la exportacion de proteinas en bacterias gram-negativas. Se ha
propuesto a las proteinas autotransportadoras para translocar péptidos y proteinas
heterdlogas hacia la membrana externa o al medio extracelular, lo cual se ha
demostrado con éxito en E. coli con el dominio B de la proteina AIDA (de EPEC) y
de la proteasa de IgA (de Neisseria gonorrheae). En el presente trabajo
demostramos el uso de la proteina MisL de Salmonella typhimurium (propuesta
como el primer autotransportador del género Salmonella) como un buen sistema
para expresar epitopos inmunogénicos en la superficie de acarreadores vivos. Por
homologia de la secuencia aminoacidica del dominio carboxiterminal de MisL con
AIDA y con apoyo del modelo topolégico hipotético de AIDA previamente
publicado se predijo la region carboxilo-terminal de MisL necesaria para la
formacién del poro. La secuencia carboxilo-terminal propuesta como el dominio
beta fue fusionada en su extremo amino terminal con 4 repetidos de los
aminoacidos NANP de la proteina CSP de P. falciparum, que constituyen el epitopo
inmunodominante de células B y con la secuencia sefial de la subunidad B de la
toxina termolabil de E. coli EPEC (LTBsp). La expresion de esta proteina de fusion
fue controlada por el promotor inducible in vivo pnir. Los resultados obtenidos
demuestran que efectivamente MisL es un autotransportador y que puede ser
empleado para expresar en la superficie de bacterias gram-negativas epitopos
inmunogénicos y generar una respuesta inmune humoral contra ellos, dando lugar
asi a la creacion de nuevos sistemas vacunales, de secrecion de proteinas de interés
biotecnolégico y de ensayos de union ligando-receptor, ya que la proteina
acarreadora no altera la conformacién de los péptidos dado que los anticuerpos
generados contra €stos reconocieron también la proteina CSP nativa en la superfice
de esporozoitos de P. falciparum.




INTRODUCCION

Se han descrito cinco sistemas para la secrecion de proteinas en bacterias (L8),
Estos sistemas fueron denominados como: sistema de secrecion tipo I (ABC-
transportadores), de tipo II (sec-dependientes), de tipo III (ejemplificado por los
Yops de Yersinia), el de tipo IV (cuyo miembro prototipo es VirB de Agrobacterium
tumefaciens) y el de tipo V, también llamado de autotransportadores.

El término secrecion se emplea para describir el transporte activo de proteinas
del citoplasma a través de las membranas interna y externa hacia el exterior o hacia
la superficie bacteriana. En cambio, la exportacion se refiere al transporte de
proteinas del citoplasma al espacio periplasmico 1n,

Sistema de secrecion de tipo I

El sistema de secrecion tipo 1 se describido por vez primera para la a-
hemolisina de Escherichia coli® que se codifica en las islas de patogenicidad de la
mayoria de cepas de E. coli UPEC y en el plasmido pO157 de EHEC 0157:H7"Y,
Este sistema de secrecidn requiere de tres proteinas: una ATPasa de membrana
interna que proporciona energia al sistema (HlyB para la hemolisina de E. coli), una
proteina de fusidon de membranas que cruza el periplasma (HlyD) y la proteina de
membrana externa TolC “?. Las proteinas secretadas por este tipo de maquinaria no
tienen la secuencia sefial cldsica amino-terminal que presentan la mayoria de
proteinas secretadas, por lo tanto, realizan translocacion independiente de la
chaperona citoplasmica Sec- y requieren de la asistencia de proteinas accesorias
codificadas gor genes que estan usualmente contiguos a los genes de la proteina
estructural @ '9. Estas proteinas atraviesan completamente las membranas y son
secretadas directamente al medio extracelular !'"'?. En todos los casos estudiados, el
sistema de tipo I se presenta como homologo del transportador ABC que se cree esta
involucrado en la mediacién de los pasos requeridos para el consumo de energia
durante la translocacién de la proteina’”. Otros ejemplos de proteinas que se
secretan por este sistema son: la adenilato-ciclasa de Bordetella pertusis, la
leocotoxina de Pasteurella haemolytica y las proteasas de P. aeruginosa y de
Erwinia chrysanthemi . Empleando los conocimientos generados acerca de este
sistema de secrecion, se han desarrollado herramientas para secretar antigenos
recombinantes en el medio externo desde acarreadores bacterianos. Con tal fin, se ha
utilizado el operén que dirige la secrecion de la hemolisina o de E. coli logrando
secretar algunos antigenos recombinantes '> ' *¥ ¢ que adquieran un fenotipo
particular %,




Sistema de secrecién de tipo II.

La via de secrecion tipo Il se caracteriza por translocar las proteinas en dos
pasos, por una parte las proteinas primero son secretadas dentro del periplasma
utilizando la via sec, es decir, las proteinas sintetizadas poseen un péptido sefial
aminoterminal hidrofobico de 30 aminoacidos, que se asocia a una chaperona de
exportacién-especifica SecB durante la sintesis de la proteina de exportacion C);
subsecuentemente éstas son translocadas a través de la membrana externa por una
maquinaria secretora especializada consistente de cuando menos 12 diferentes
componentes. La mayoria de los componentes de esta via son proteinas de la
membrana interna, algunas son de la membrana externa y por lo menos un
componente es citosdlico o asociado periféricamente a la membrana interna ®). Esta
via parece ser la mds empleada por las bacterias gram negativas para la
translocacion de sus proteinas. Este sistema exporta muchos tipos diferentes de
moléculas, incluyendo algunos factores de virulencia'”. Mediante el empleo de la
secuencia sefial de algunas proteinas exportadas por este sistema ha sido posible la
translocacion de proteinas recombinantes heterologas al periplasma bacteriano ",
pero la translocacion esta restringida a este compartimento bacteriano, ya que aun se
desconoce lo que determina el paso de las proteinas del periplasma a la superficie
bacteriana o al medio extracelular; sin embargo se han postulado dos vias por las
que las proteinas de membrana interna llegan a la membrana externa: el modelo de
las uniones de Bayer postula que las proteinas de membrana externa cruzan a traveés
de zonas de adhesion entre las dos membranas y el modelo de intermediario
periplasmico sugiere que las proteinas de membrana externa transitan a través del
periplasma, navegan por la estructura de red de la peptidoglicana y se insertan
subsecuentemente en la membrana externa '®. Ha habido intentos fallidos por
intercambiar componentes homologos del aparato de secrecién de tipo II entre varios
sistemas bacterianos y quiza esto se deba a las interacciones especificas proteina-
proteina que se requieren para el ensamblaje y funcion de cada una de ellas 19,

Sistema de secrecion tipo III.

El sistema de secrecion tipo III comprende una ruta compleja de
patogenicidad. Por esta via se secretan proteinas de una variedad de patdgenos
humanos y de plantas dentro de las células huésped (*). El ejemplo mas
representativo de este sistema lo conforman las proteinas Yops en las especies de
Yersinia . Este sistema de secrecion esta constituido aproximadamente de 20
polipéptidos ' localizados predominantemente en la membrana citoplasmica, pero
con al menos un componente en la membrana externa y este proceso de
translocacion depende de ATP. Existe un debate entre los grupos que apoyan la idea
de que la secuencia sefial se localiza en la proteina ya sintetizada (en los 15-20 aa en
el amino-terminal)'* *®, o en la regién 5’ del RNA ®®. En lo que acuerdan estos
grupos es que cada proteina secretada parece tener su chaperona citosélica




correspondiente que reconoce una porcion (usualmente la regién amino-terminal) de
la proteina secretada que es critica en la mediacién secretora. La conservacion de
este sistema es tal, que si la chaperona adecuada y la proteina secretora son
colocadas en otro organismo que contiene otro sistema de tipo III, la secrecion
heteréloga ocurre (20.°22, 23) T a5 proteinas secretadas por esta via son también
traslocadas sin un aparente intermediario periplasmico. Mediante este sistema de
secrecion muchas bacterias patégenas logran translocar sus proteinas efectoras hasta
el citoplasma del hospedero, lo cual implica la formacion de un canal en la
membrana de la célula huésped ®". Aprovechando esta facultad, se ha empleado con
éxito la proteina Srp, que es un componente del sistema de secrecion tipo III de
Salmonella typhimurium para enviar péptidos heterdlogos fusionados a esta proteina
al citoplasma de células de mamifero infectadas con el microorganismo,
generandose una respuesta citotéxica por linfocitos T CD8" especifica para los
péptidos heterdlogos 2,

Sistema de secrecion tipo IV.

Los transportadores de tipo IV en general, contienen 2 proteinas con motivos
de unién a nucledtidos. Alternativamente, estas proteinas parecen funcionar como
puente o canal via cinasa, o actian como chaperonas moleculares en el proceso de
ensamblaje del transportador o durante el proceso de transporte en si ),

Se sabe que el sistema de tipo IV secreta tres tipos de sustratos: DNA
intermediario de conjugacion, la multisubunitaria toxina Pertusis y proteinas
monoméricas incluyendo primasa, RecA, las proteinas VirE2 y VirF de
Agrobacterium tumefaciens y la proteina CagA de Helicobacter pylori @ 1a
mayoria de los sistemas de secrecion tipo IV transfieren DNA, pero es importante
resaltar que el intermediario de conjugacién no es DNA desnudo, sino ssDNA
asociado con una o mas proteinas “?. En el caso de 4. tumefaciens, se sabe que
cuando esta bacteria detecta compuestos fenolicos derivados de células vegetales,
estos sefializan la expresién de factores de virulencia localizados en el plasmido Ti
(genes vir), desde VirB1-VirB11, teniendo cada uno de ellos diferentes funciones
que finalmente conducen a la formaciéon del puente por el que se transloca el
plasmido Ti a la célula vegetal . El antigeno CagA de H. pylori resulta de peculiar
interés ya que esta es una proteina que se transloca al citoplasma de la célula
hospedera y aqui se fosforila en residuos de tirosina, se forma el pedestal que
conecta ambas células y se activa una transduccién de sefiales en la célula eucariota
que la conduce a la induccién de NF-xB con la subsecuente secrecién de una de las
interleucinas proinflamatorias (IL-8) ®®. Estos ensayos fallan en la translocacién de
la proteina y por lo tanto en la fosforilacion de la misma cuando se efectian en
células mutantes en algunos de los genes vir ?”, lo cual implica que estos son
indispensables en el proceso de translocacion.

Este sistema de secrecién es bastante parecido al sistema de tipo III en
muchos aspectos:

& Ambos sistemas transportan sustratos en un proceso que requiere de contacto con
la célula receptora.




& Requieren del acoplamiento de proteinas chaperonas
& Elaboran pilis extracelulares o filamentos que contribuyen a la translocacion del
sustrato.
La diferencia que existe entre ambos sistemas es que el de tipo IV puede exportar
grandes polimeros de DNA a las células receptoras, mientras que el sistema de tipo
111 no lo hace Y.

Sistema de secrecion tipo V “Autotransportadores”.

El ultimo sistema de secrecién conocido a la fecha que opera en bacterias
Gram-negativas es denominado familia de los autotransportadores (). La proteasa
de IgA de Neisseria gonorrhoeae es representativa de este sistema y fue la primera
en ser descrita como miembro de esta familia®. Otros autotransportadores pueden
ser encontradas en Bordetella pertussis, Serratia marcescens, Shigella flexnery 'y
H. pylori @3,

El nombre de autotransportadores se debe a que no se conoce que participen
otras moléculas accesorias para la translocacion de estas proteinas a la membrana
externa bacteriana, es decir, estas moléculas pueden dirigir su propio paso a través
de la membrana externa, aparentemente por la formacién de un poro mediante su
extremo carboxilo terminal a través del cual pasa (°).

Durante la secrecion de la proteasa de IgA, un precursor es procesado en
ambos extremos amino y carboxilo-terminal. La exportaciéon de este precursor al
periplasma bacteriano es mediada por el sistema-sec (tipo-II) . El paso de la proteina
a través de la membrana externa es mediado por su dominio carboxilo terminal,
proceso que requiere de energia. Se sugiere que el extremo carboxilo terminal del
precursor de la proteasa de IgA forma una estructura de membrana integral muy
parecida a la de la porina OmpF de E. coli, formando laminas-f anfipaticas
antiparalelas arregladas en una conformacidn cilindrica-p hipotética. Se asume que
el dominio amino-terminal es translocado a través del poro del cilindro-§ hacia la
superficie celular bacteriana, donde la proteasa de IgA usa su actividad catalitica
para romper y liberarse por si misma del cilindro-f. Analizando varios miembros de
esta familia pueden identificarse tres dominios estructurales en todas las moléculas
autotransportadoras, éstas son: un péptido lider amino-terminal, un dominio pasajero
o también llamado dominio-a (proteina “madura”) y un dominio carboxilo-terminal
(llamado dominio B) que media la secrecion a través de la membrana externa. Se
considera que estos dominios confieren todas las caracteristicas requeridas para
mediar los diversos pasos en el transporte a través de las membranas interna y
externa. Actualmente se conocen ya muchos miembros de esta familia (Tabla I) y
han sido exploradas en su capacidad de translocar dominios alfa heterélogos. Como
ejemplo se tiene la proteasa de IgA que ha sido empleada para secretar la subunidad
B de la toxina del célera al medio extracelular exitosamente®”, o bien, se ha
logrado con éxito la translocacién de esta subunidad en la superficie bacteriana
mediante el empleo de otro autotransportador, la proteina AIDA (adhesina
involucrada en adherencia difusa) de E. coli enteropatogénica (EPEC)®?).




Tabla I. Funciones de los dominios pasajeros de los autotransportadores.

Organismo Proteinas Funcion (es)
Bordetella spp. Pertactina Adhesina
BrkA Resistencia a suero
TcfA Adhesina
Vag8 Adhesina
Dichelobacter nodosus BprV Elastasa?
BprB Elastasa?
AprV2 Elastasa?
BprX Elastasa?
Escherichia coli EspP Toxina proteolitica
Pet Toxina proteolitica
Sat Toxina proteolitica
Tsh Hemaglutinina/de  unién  a
hemoglobina
Pic Mucinasa
AIDA-1 Adhesina
TibA Adhesina
Ag43 Formaci6n de biopelicula /
Adhesina
Haemophilus influenzae Proteasa de IgAl Ruptura de IgAl
Hap Adhesina/proteasa
Hia Adhesina
Hsf Adhesina
Helicobacter mustelae Hsr Capa S?
Helicobacter pylori VacA Toxina
BabA Adhesina
Moraxella catharralis UspAl Adhesina
UspA2 Resistencia a suero
UspA2h Adhesina
Neisseria spp Proteasa de IgAl Ruptura de IgAl
Pasteurella haemolytica Ssal Proteasa
Pseudomonas aeruginosa EstA Esterasa
Pseudomonas fluorescens PspA Proteasa
PspB Proteasa
Rickettsiales rOmpA Adhesina
rOmpB Capa S/Adhesina
Salmonella enterica serovar ApeE Esterasa
Typhimurium
Serratia marscesens PrtS Proteasa
PrtT Proteasa
Ssp-H1 Proteasa
Ssp-H2 Proteasa
Shigella flexneri SepA Proteasa/inflamacion /
Invasién
Pic Mucinasa
SigA Toxina proteolitica
IcsA Mediador de la motilidad
intracelular
Xenorhabdus luminescens PlaA Lipasa

Tomada de Henderson, 1. A. and Nataro, J. P. “Virulence functions of autotransporter

proteins” Infect. Immun. 2001 Vol 69, (3): 1231-43 7,




Recientemente se ha identificado el gen que codifica la proteina MisL
(proteina de membrana de insercion y secrecion) en Salmonella typhimurium, que
podria ser el primer autotransportador identificado en el género Salmonella. Este gen
(Figura 1) se encontré dentro de una isla de patogenicidad (SPI-3) y aun se
desconoce su funcién, pero presenta similitud con la familia de proteinas
autotransportadoras. Las islas de patogenicidad son elementos de DNA cromosomal
ausentes de bacterias no patégenas. Estas islas a menudo tienen una proporcién de
GC diferente del encontrado en el cromosoma del organismo hospedero y
usualmente estan flanqueadas por secuencias de insercion, genes de bacteriéfagos o
transposones ©”.  Ademas de las pequefias isletas de patogenicidad, se han
identificado 5 islas de patogenicidad en Salmonella. La SPI-1 es de 40 Kb y
capacita a la bacteria para invadir las células epiteliales y se requiere en la induccién
de apoptosis de macrofagos infectados. La SPI-2 también es de 40 Kb de longitud y
porta genes necesarios para la supervivencia en macréfagos e inducir la infeccion
sistémica. La SPI-3 contiene al menos 10 genes, 2 de los cuales ya han sido
descritas sus funciones, y los demas muestran similitud a factores de virulencia en
otras especies bacterianas. La SPI-4 incluye un locus de sobrevivencia en macroéfago
y la SPI-5 contiene genes que median la enteropatogénesis 33),

El hecho de que la proteina MisL. se haya encontrado en una isla de
patogenicidad sugiere que se trata de un factor de virulencia del microorganismo,
pero que aun no se conoce.

La homologia entre MisL y la proteina AIDA-1 de E. coli enteropatogénica
y la proteina VirG de S. flexneri esta limitada al extremo carboxilo terminal (Figura
2), sugirtendo una funcion similar en los autotransportadores, mas que similitudes
funcionales dadas por el dominio alfa, las cuales han sido adjudicadas a la

?dherencia difusa en células Hel.a y a la propagacion célula-célula respectivamente
33)
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Figura 1. Alineamiento de la secuencia aminoacidica entre AIDA-1 de E. coli y MisL
de S. typhimurium.
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Figura 2.- Estructura hipotética del dominio beta del autotransportador AIDA-1. Esta
es la que se inserta en la membrana externa y forma el poro a través del que pasa el dominio
pasajero o dominio alfa. Tomada de Maurer, J, et al J. Bact 1997, 179 (3):794-804%?,
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Dadas las caracteristicas que presenta este sistema de secrecion, a la sencillez
relativa para la translocacion de proteinas a la membrana externa y el que no sean
necesarias proteinas accesorias para tal fin, hace atractiva la explotacion de esta ruta
de secrecion para la expresion de antigenos heterdlogos en la superficie de
acarreadores bacterianos, ya que existe evidencia suficiente de que la expresion de
antigenos heterologos en compartimentos como el periplasma, la membrana externa
o en la superficie de la bacteria, el péptido recombinante es mas inmunogénico que
si se expresa citosélicamente ©* *® *)) Ademas del creciente interés por expresar
polipéptidos heterdlogos en la superficie de bacterias (50, 51)

El que existan cepas atenuadas de Salmonella typhimurium (SL3261) y typhi
con mutaciones multiples que aseguran la no reversion de la virulencia y que han
sido empleadas exitosamente por nuestro grupo de trabajo &> 3% hace atractivo su
uso para la generacion de herramientas que permitan la translocacion de péptidos
heter6logos en la superficie bacteriana empleando el autotransportador MisL.

JUSTIFICACION.

La sencillez que presenta el sistema de secrecidn de tipo V procaridtico, asi
como la identificacion del primer autotransportador en el género Salmonella,
microorganismo empleado exitosamente como acarreador bacteriano, hacen
atractiva la utilizacién del segmento responsable del autotransporte de proteinas para
translocar péptidos heterdlogos a la superficie bacteriana.

HIPOTESIS.
La secuencia homoéloga de la proteina MisL con la proteina AIDA-1
corresponde al dominio B de un autotransportador y es la responsable de la funcién

de autotransporte de proteinas a través de la membrana externa de bacterias gram
negativas.

225720
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OBJETIVOS

Objetivo General:
Emplear el segmento del autotransportador MisL responsable de la translocacion de

péptidos hacia la superficie de Salmonella enterica.
Objetivos especificos:

e Construir un plasmido que incluya: un promotor inducible in vivo, la secuencia

seflal de exportacién a periplasma, el oligo bandera y el dominio B de MisL.

Transformar Escherichia coli DH5a con la construccion generada.

Rastrear el compartimiento al que se dirige el péptido bandera

Determinar la expresion del péptido bandera en la superficie de E. coli

Transformar con las construcciones mediante electroporacion a cepas atenuadas

de Salmonella typhi y Salmonella typhimurium.

Evaluar la translocacién de los epitopos en la superficie de Salmonella

¢ Evaluar la inmunogenicidad del epitopo expuesto

e Evaluar la capacidad de reconocimiento de los anticuerpos generados por la
construccion contra el péptido en su forma nativa.

I. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

MATERIAL Y METODOS
Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas Escherichia coli DH5a, Salmonella enterica
serovar Typhimurium SL3261 y Salmonella enterica serovar typhi CVD90§, fueron
cultivadas en medio Luria-Bertani (LB, Gibco) y BHI (Difco). Adicionalmente, a las
cepas Salmonella typhi CVD908 (cepa mutante AaroC, AaroD ©* donada por el Dr.
Myron Levine, Center for Vaccine Development, Universidad de Maryland,
Baltimore, USA) y Salmonella typhimurium SL3261 (mutante A aroA) ®? se les
afiadié acido dihidroxibenzoico (3 ng/ml) y en su caso, ampicilina a una concentracion
final de 750 pg/ml.

Transformacion de Salmonella typhi CVD908 y de Salmonella typhimurium
SL.3261.

La transformacién de Salmonella typhi CVD908 se llevé a cabo por
electroporacion y la preparacion de las células bacterianas electrocompetentes se
hizo de acuerdo al siguiente protocolo: a partir de una fuente fresca de Salmonella
typhi CVD908 se tomo una asada bacteriana y se inoculd 200mL de medio BHI-
DHB 0.1%, se incubé a 37°C en agitacién de 200 rpm hasta alcanzar una
absorbancia de 1.0 a 600 nm.

Se cosech6 la bacteria y se lavo tres veces con agua desionizada.
Finalmente la pastilla bacteriana fue resuspendida en 500 uL de agua desionizada.
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Se tomaron de 100 a 300uL (» 4x10%) de la suspensién bacteriana y se incub6 con
el DNA de interés durante 5 minutos. Posteriormente se procedié a electroporar
usando celdas de 300pL (Bio Rad) y bajo las siguientes condiciones 200mV, 0.5 A,
2000R. Después del pulso eléctrico rapidamente se incubaron con 900 pL de medio
SOC-DHB 0.1 % (250 mM de KCl, 100 mM de MgCl,, 2g/L triptona, 5g/L de
extracto de levadura y 20 mM de glucosa) y se incubaron a 37 °C en agitacion de
200 rpm durante 45 min. Finalmente, se sembraron 100 pL de la bacteria
transformada en placas de medio LB con 100 pg/mL de ampicilina y se incubaron a
37 °C durante 24 hrs.

TECNICAS DE DNA RECOMBINANTE.

La preparacion del DNA, la manipulacion genética, las técnicas de PCR,
inmunoelectrotransferencia y transformacion bacteriana, se realizaron de acuerdo a las
especificaciones y protocolos de Sambrook y Maniatis 67

Amplificacion del dominio B del gen misL de Salmonella typhimurium.

La amplificacién se realizé en un volumen de 30 ul con 100-200 ng de DNA
obtenido por ebullicion de 1 x 10° bacterias de Salmonella typhimurium SL3261, 3
ul de amortiguador 10X, los 4 dNTPs 200 puM cada uno, 1 pM de cada
oligonucledtido, 0.5 U de Vent polimerasa y 1.5 mM de MgSO,. Las condiciones
de amplificacion fueron:

Evento Temperatura Tiempo Ciclos
Preamplificacion 94 3 1
Desnaturalizacién 95 15>
Alineamiento 66 45 30
Extensioén 72 2
Extension larga 72 5’ 2
Enfriamiento 4 llimitado

Oligonucleétidos para la amplificacién de B de misL.
Nhel
MisL-1 5" GGC TAA GCT AGC CAT GAA GAT GGC GAA CCA TGG 3’
Xbal
MisL-2 5* GCT AAG TCT AGA TCA GAA ACT GTA TTT CAT CCC CAG 3’

Digestion y desfosforilaciéon del plasmido pnirLTBsp (2425 pb)
Se mezclaron 10-20 pg de DNA plasmidico con 3 U de Nhe I por 2 horas a
37 °C, se separd por electroforesis en gel de agarosa 1% y se separ6 la banda

correspondlente al plasmido linearizado. Se purificé este fragmento del gel por
“Geneclean® y se desfosforilé en un volumen total de 50 ul que incluyeron 5 U de
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CIP (fosfatasa alcalina de intestino de carnero) y 5 pl de amortiguador 10X. Se
incubé a 37 °C durante 8 horas y se inactivo a la enzima calentando a 75 °C durante
20 minutos. Este fragmento linearizado y desfosforilado se purificé por “Gene

clean®”.
Ligacion del dominio B del gen misL con el plasmido pnirLTB-Nke I

Se mezclaron 0.1 pg de DNA vector (plasmido linearizado) y una cantidad
equimolar de inserto (dominio B), se afiadieron 1 ul de amortiguador para T4 DNA
ligasa y 1 U de enzima ligasa de bacteriéfago T4, para un volumen final de 8 pl.
Esta mezcla se incub6 a 16 °C durante 8 horas. Se comprobé la reaccion de ligacion
por separacion en gel de agarosa 1% y contrastando con el plasmido sin dominio .
Este plasmido resultante volvio a digerirse pero ahora con las enzimas Nhe 1-Bam
HI para desinsertar el dominio 3 incompleto y abrir el plasmido para poder clonarle
los oligonucleodtidos que codifican para el péptido (NANP),. La clonacién se efectud
mezclando 2 pl de los oligonucledtidos NANP (sentido y NANP antisentido con 98
wl de agua destilada, se hirvieron durante 10 minutos y se enfriaron a temperatura
ambiente, de esta mezcla se tomaron 7 pl (100 ng de DNA) y se ligaron con
pnirLTBBMisL-Nhe I/BamHI bajo el mismo procedimiento descrito anteriormente.
Con este plasmido resultante se transformé Escherichia coli DHS5o y las clonas
positivas para esta nueva construccion fueron rastreadas por decremento en el
tamafio del plasmido con respecto al plasmido que posee el dominio B y que carece
de los oligonucledtidos NANP. Se purificé el pldsmido de estas clonas
(pnirLTBNANP), se digirid6 con Nhe I/Bam HI y se procedié a regenerarle el
dominio P producto de la anterior doble digestidén. Posterior a este procedimiento se
obtuvo un plasmido de 4045 pb.

Oligonucleodtidos que codifican para el péptido (NANP),

Xba 1 P N A N P N A N P N A N
5" CT AGA CCA AAC GCT AAT CCT AAC GCC AAT CCA AAC GCT AAT

P N Nhe 1 Nsi l Bam HI
CCA AACGCT AGC ATGCAT G ¥ SENTIDO
Bam HI Nsi 1 Nhe 1
5" GA TCC ATG CAT GCT AGC GTT TGG ATT AGC GTT AGG ATT TGC GTT

Xbal
TGG ATT GGC GTT AGGATT AGCGTTTGG T3> ANTISENTIDO

FRACCIONAMIENTO DE LA BACTERIA.

Las clonas que portan los plasmidos de interés fueron fraccionadas en sus
diferentes compartimentos: citoplasma, periplasma y membrana externa, para la
evaluacion de la translocacion de los péptidos bandera.
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Obtencion de proteinas de membrana externa (OMP).

Se cultivaron las bacterias en medio tioglicolato-ampicilina y DHB (en su
caso) por 18 horas a 37 °C y se cosecharon por centrifugacion a 4000 xg por 15
minutos a 4 °C, se resupendieron en amortiguador Tris-HCl 10 mM (pH 8.0)-EDTA
10 mM vy se fraccionaron en prensa French a 20000 psi o por sonicacion. Las
células no fraccionadas se removieron por centrifugacién. El sobrenadante fue
incubado con tritén X-100 al 1% durante 30 minutos y se centrifugé a 100000 xg
durante 60 minutos a 4 °C en una Beckman Optima™ XL-100K Ultracentrifuge. Las
pastillas que contienen OMPs fueron resupendidas en amortiguador Tris-EDTA
10mM y mantenidas a 4 °C.

La proteina fue cuantificada de acuerdo a la técnica de Bradford tomando
como referencia a la proteina albumina sérica bovina.

Obtencion de las proteinas totales.

Se cultivaron las cepas bacterianas en medio tioglicolato-DHB-ampicilina
bajo anaerobiosis y se dejaron crecer hasta alcanzar una D.O. de 0.6-1.0 a 540 nm,
se centrifugaron a 6000 rpm/5’ , se lavaron 2X con SSI y se mezclaron con
amortiguador muestra para SDS-PAGE.

Obtencion de las proteinas periplasmicas.
Se cultivaron las bacterias en condiciones inductoras y se cosecharon por

centrifugacion a 4000 xg durante 5 minutos, se resuspendio el botén en Tris-HCI,
20% de sacarosa a pH 8.0 y se afiadi6 ImM de EDTA, se incub6 a T ambiente
durante 5-10 minutos con agitacién y se centrifugaron a 8000 xg a 4 °C por 10
minutos y el boton se resuspendié en 10 ml de MgSO, SmM, frio. Se agitaron por 5-
10 minutos en bafio de hielo y se centrifugaron a 8000 xg a 4 °C por 10 minutos. El
sobrenadante es el producto del choque osmético y corresponde a la fraccion
periplasmica.

ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-
PAGE)

30 ug/mL de proteinas de membrana externa purificadas o de proteinas
totales de cada cepa de interés, fueron separadas en un gel de poliacrilamida en
condiciones reductoras en una unidad electroforética vertical (Gibco, Life Sciences
Instruments) de acuerdo al método de Laemmli “?.

Las muestras proteicas fueron resuspendidas en amortiguador de muestra (Tris
0.5 M pH 6.8, SDS al 2%, B-mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y azul de
bromofenol al 0.1%), se desnaturalizaron por ebullicién durante 5 min. La
composicion del gel concentrador (parte superior del gel) fue de 2.5% de acrilamida,
0.13% de Bis-acrilamida , 0.1% de SDS en amortiguador de Tris-HCI 0.5 M pH 6.8.
La composicidn del gel de resolucién (parte inferior del gel) fue de 12% de acrilamida,
2.5% de Bis-acrilamida, 0.66% de SDS en amortiguador de Tris-HCI 1.5 M pH 8.8. El
amortiguador de corrimiento consta de Tris 0.025 M, glicina 0.195 M y SDS al 0.1%,

con un pH de 8.3. La separacion de las proteinas se llevo a cabo durante 1 hora a 30
mA.
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INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (WESTERN BLOT)

30 pg/mL de proteinas de membrana externa purificadas o 50 pg/mL de
proteinas totales de cada una de las cepas de interés fueron separadas en un gel de
poliacrilamida en condiciones reductoras en una unidad electroforética vertical
(Gibco Life Sciences instruments) de acuerdo al método de Laemmli. Se
transfirieron a papel de nitrocelulosa (0.45 Micron Hybon-C, Amersham) en una
unidad de transferencia electrénica (BioRad 2005 Transphor) durante 3 hrs a 0.5 A.
Posterior a la transferencia el papel fue bloqueado con PBS-leche al 5% durante 1
hr, se lavd con PBS y se incubd con el anticuerpo monoclonal 2A10 en una
dilucién 1:500 en PBS-leche al 5% durante toda la noche a 45 rpm a temperatura
ambiente. Se lavé tres veces con PBS y tres veces con PBS-Tween al 0.1% . Se
adiciond el segundo anticuerpo (Ig de cabra contra IgG de conejo o contra IgG de
ratén conjugado con peroxidasa, Sigma) en una dilucién 1:1000 en PBS-leche al
5% vy se incubara a 45 rpm a T ambiente durante 45 min. La reaccién inmunologica
fue revelada por la actividad de peroxidasa acoplada al segundo anticuerpo con a-4-
Cloro Naftol-H,0,

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.

Se cuitivaron las bacterias bajo condiciones inductoras (anaerobiosis) durante 18
horas o hasta alcanzar una D.O. 1.0 a 540 nm , se tomo una alicuota correspondiente a
1x10° bacterias y se colocé en tubos eppendorf de 1.5 ml. Se lavé 2X con SSI estéril o
PBS filtrado por 0.22 um. Se resuspendieron las pastillas en 60 pl del anticuerpo 2A10
en una dilucién 1:500 y se incubaron durante 1 hora a T ambiente, en agitacion,
transcurrido este tiempo se centrifugaron a 6000 rpm y la pastilla se lavé 2X con PBS
filtrado. Se incubd con 60 pl del anticuerpo cabra anti-raton-FITC en una dilucion
1:100 durante 1 hora , en agitacion y en oscuridad. Se centrifugaron a 6000 rpm y la
pastilla se lavo 2X con PBS filtrado. Se resuspendié el boton en 500 pl de PBS y se
realizaron frotis en portaobjetos que fueron analizados con un microscopio de
fluorescencia (Olympus).

CITOMETRIA DE FLUJO.

Se cultivaron las bacterias bajo condiciones inductoras (anaerobiosis) durante 18
horas o hasta alcanzar una D.O. 1.0 a 600 nm , se tomé una alicuota ajustada a 1x10°
bacterias y se colocé en tubos eppendorf de 1.5 ml. Se lavo 2X con SSI estéril o PBS
filtrado por 0.22 um. Se resuspendieron las pastillas en 60 pl del anticuerpo 2A10 en
una dilucion 1:500 y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente, en agitacion,
transcurrido este tiempo se centrifugaron a 6000 rpm y la pastilla se lavé 2X con PBS
filtrado. Se incubo con 60 pl del anticuerpo cabra anti-ratéon-FITC en una dilucién
1:100 durante 1 hora , en agitacion y en oscuridad. Se centrifugaron a 6000 rpm y la
pastilla se lavé 2X con PBS filtrado. Se afiadieron 500 i de PBS filtrado y 10 pl de
yoduro de propidio (1 mg/ml) ®**”. Se analizaron en un equipo de Citometria de flujo
de Becton-Dickinson.
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INMUNIZACION DE RATONES BALB/C CON CEPAS ATENUADAS DE
Salmonella typhi CVD908

Ratones hembra cepa BALB/c de 4 semanas de nacidos, con un peso de 30-40 g
fueron inmunizados con Salmonella typhi CVD908 que llevaban diferentes plasmidos
(controles y experimental) por via intranasal con 10" bacterias no inducidas diluidas
en solucion salina isotonica estéril.

DETECCION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS CONTRA EL PEPTIDO NANP
POR ELISA

Se sensibilizaron placas de poliestireno de 96 pozos (Corning) con 5 pg de
péptido NANP sintético disuelto en amortiguador de carbonatos en un volumen de 100
ul vy se incubaron por 2 horas a 37°C y posteriormente durante toda la noche a 4°C. Se
lavaron con PBS-Tween 0.1% 1 vez y una segunda vez s6lo con PBS. Se incub¢ el
suero de los ratones a diferentes diluciones en PBS-leche 5% durante 2 horas a 37°C y
se lavaron las placas 3 veces con PBS-Tween 0.1% y 1 vez con PBS. Se dispensaron
100 pl del anticuerpo de cabra anti-IgG de ratén conjugado a peroxidasa en una
dilucién 1:2000 diluido en PBS-leche 5% y se incubaron las placas a 37°C durante 2
horas, tiempo después del cual fueron lavadas con PBS-Tween 0.1% 3 veces y 2 veces
con PBS. Se dispensaron 100 pl/pozo de la solucidn reveladora y las placas fueron
mantenidas en oscuridad por un periodo de 10-20 minutos, la reaccion se detuvo
afiadiendo 50 pl de H,SO,4 2.5 N y las placas fueron leidas en un espectrofotometro
para placas de ELISA (ELX808) a una D.O. de 490 nm

EVALUACION DEL RECONOCIMIENTO POR EI.L ANTIGENO NATIVO DE
LOS SUEROS OBTENIDOS POR INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Se procedid a hacer un ensayo de reconocimiento de los anticuerpos generados
en raton con las cepas de Salmonella typhi CVD908 pnirLTBsp(NANP),SMisL
(NANPMisL) por la forma nativa de la proteina CSP de P. falciparum. Para esto,
laminillas con esporozoitos fijados fueron incubadas con el suero de ratones
inmunizados; como control negativo, se empled el suero de ratones inmunizados con
Salmonella typhi CVD908 pnirLTBMisL. “MisL” (sin el péptido inmunogénico
NANP) . Después de 30 minutos de incubacién en cdmara himeda, las laminillas se
lavaron con PBS-Tween 0.1% 2 veces y 2 veces méas con PBS. Después, estas
laminillas se incubaron con el anticuerpo secundario (anti-IgG de ratén 1:500)
conjugado a FITC, se incubé durante 30 minutos y se lavéd como se describid
anteriormente. Se analiz6 la laminilla bajo el miscroscopio de fluorescencia
(Olympus).
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RESULTADOS

I.- Construccién de los plasmidos.

Digestion Nhe | Dominio $ de misL

——»  Nhel
Desfosforilacion

-
pnir3LTB-SP
2425 bp

——

1524 pb

1w
1M
Nhel/Xbal

BamHi 247 e

- Ligacion con

-
pnir3LTB-SP

N A oligo. NANP
pnir-LTBsp{NANP} Xba 1I- BamHI 2631 pb
2701 pb <
Nhel / Pérdida de o4
BamHI1 14 nt

. < pnir-LTBsp_(NANP)4!
nga010n con el dom.3 ML (D.,,..i.(l.:, Bm.))
incompleto

. 4005 pb

CelEl

L IGY

Ligacion &
—>
pnir LTB-MisL
3949 bp

Nhe |I-Bam HI

+ Dominio p de
misL 1318 pb

Figura 3.- Diagrama esquematico de la construccion de los plasmidos.
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1.- Obtencion del dominio f de MisL por PCR

Dentro de la estructura de los autotransportadores, el segmento que
corresponde al dominio B es el que forma B-plegadas que se insertan en la
membrana externa formando un poro a través del cual se transloca el dominio a.

En este trabajo se amplificé la seccion que corresponderia al dominio § de
misL (segmento postulado a partir de la comparacion con AIDA-1 de E. coli, ver
alineamiento) y se amplifico el segmento desde el nucledtido 1342 hasta el 2869
(Fig. 4), con el objeto de obtener el dominio 3 ademas de la region “linker” que pasa
por el poro membranal (Fig 2). Los oligonucledtidos MisL-1 y MisL-2 empleados
para esta reaccion de amplificacion contenian en los extremos sitios Nhe I- Xba 1
para obtener un producto de PCR con dichos sitios de restriccion y asi facilitar la
reaccion de ligacion con el plasmido pnirLTB digerido con Nhe I (recordar que Nhe
[ es isocauddmero de Xba I). Una vez obtenido este producto de ligacion
“pnirLTBPMisL”, se digirié el plasmido con las enzimas Nhe I-Bam HI (sitio de
corte interno del gen misL) lo cual desinserta el dominio B de misL incompleto
(1318 pb), se separaron ambos fragmentos por electroforesis en geles de agarosa al 1
% y se purificaron por “Geneclean® ” (Figura 5). Con el fragmento de 2631 pb se
procedié a ligar con el oligoncucledtido sintético (NANP), el cual posee sitios
internos para Nhe 1, Nsi 1 y sitios laterales para Xba I y Bam HI. Estos sitios laterales
de Xba 1 y Bam HI promueven la clonacion dirigida del oligonucledtido sintético
NANP al plasmido pnirLTBBMisL. digerido con Nhe [-Bam HI (fragmento de 2631
pb en la Fig. 5). La correcta direcciéon que adquiera el oligonucledtido sintético
garantiza el marco de lectura abierto adecuado para la obtencion del péptido
(NANP),

Kb

1524pb  _, s

0.5

Figura 4.- Amplificacion por PCR del dominio B de misL. Se extrajo por ebullicion DNA de Salmonella
typhimurium SL3261 y de este se amplificé con los oligonucle6tidos MisL-1 y MisL-2 un fragmento de 1600 pb,

correspondiente al dominic B del gen misL.
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2.- Clonacién del dominio B de misL en el plasmido pnirLTB-Nhe I desfosforilado.

2631 pb

B 1318 pb

Figura 5.- Gel preparativo para la subsecuente ligacién con el oligonucledtido sintético
(NANP),

Carril 1)Marcador de pesos moleculares 1 Kb

Carriles 2-14) pnirL TBdominioBmisL digerido con Nhe 1-Bam HI

Al obtener el plasmido pnirLTB(NANP), resulté dificil comprobar la ligacion
del oligonucledtido (NANP), ya que eran solo 72 nucleétidos que no lo distinguirian
de su control negativo pnirLTB, asi que procedimos a rastrear las clonas que
hubieran ligado el oligonucleé6tido sintético por digestion de los sitios de restriccion
internos Nhe 1 y Nsi I (Fig. 6) estos sitios son unicos y se encuentran en los
oligonucledtidos sintéticos y no en el plasmido. Es importante mencionar que en
este punto, en el plasmido ya no existia el sitio Nhe 1, ya que al haber ligado el
oligonucledtido sintético que tenia extremo Xba I, como es isocaudamero de Nhe |,
entra a este sitio pero se pierde la secuencia de corte.

3.- Rastreo de clonas acarreadores del plasmido pnirL TB-NAel (desfosforilado) ligado
al oligonucleétido (NANP), (que lleva un sitio Nsi I interno, ademas de las colas Nhe
I, Bam HI).

Figura 6.- Monitoreo de la insercion del oligonucledtido
sintético (NANP), en el plasmido pnirL TB.

Carril 1) Clona 1 cortada con Nsi 1

Carril 2) Clona 1 cortada con Nhe I

Carril 3) Clona 1 cortada con Bam HI

Carril 4) Clona 2 cortada con Nsi I

Carril 5) Clona 2 cortada con Nhe I

Carril 6) Clona 2 cortada con Bam HI
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Una vez que se monitorearon las clonas que si posefan al oligonucledtido
NANP, se digiri6 el plasmido con Nke I- Bam HI (lo cual hace perder el sitio Nsi |
en el oligonucledtido (NANP), para reinsertar el dominio  producto de la digestion
de pnirLTBPMisL Nhe I1-Bam HIl y que fue purificado por “Geneclean®”
(fragmento de 1318 pb en la Fig. 5). Las clonas que reinsertaron este fragmento
fueron rastreadas por incremento del tamafio del plasmido. En la Figura 7 se
muestran plasmidos no digeridos de diferentes clonas y es evidente el incremento
del tamafio molecular de los plasmidos en los carriles 1,3-6 comparados con la clona
del carril 2.

4.- Rastreo de las clonas que reinsertaron el dominio § de misL después de una doble
digestién con Nhe I-Bam HI y de la ligacion con el fragmento de DNA desinsertado
para ligar el oligonucledétido sintético. Plasmidos sin digerir.

225720

Figura 7.- Busqueda de las clonas que reincorporaron el dominio B de misL, como
se evidencia por incremento del tamafio molecular respecto a la clona que solo posee
el oligonucledtido (NANP), sintético.

Carriles 1, 3-6) Clonas 1-5 pnirLTB(NANP),B de misL

Carril 2) Clona 25 pnirLTB(NANP), como control negativo.

Finalmente, en la Figura 8 se muestra la caracterizacion de la construccion
por digestién con Eco RI, sitio presente en el promotor del plasmido del cual vale la
pena mencionar que se caracteriza por ser un promotor fuerte inducible en
condiciones de anaerobiosis y que por ello es un buen candidato a usar en
construcciones de expresion in vivo *" *) y se digirié también con la enzima Bam
HI, sitio presente dentro de la secuencia del dominio B de MisL, generando un
fragmento de 1552 pb y otro de 2453 pb.
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5.- Caracterizacion del plasmido por patron de digestion con las enzimas Eco RI'y
Bam HI

164

Nhel /xbal

oo LTBsp (NANP)4

MisL. (Don_linio Beta)

Nhel / Xhal Figura 8.- Caracterizaciéon por restriccion del

plasmido. En los sitios Eco RI (localizado en el
promotor pnir) y Bam HI (sitio interno del gen misL
Carril 1) Marcador de peso molecular 1 Kb

Carriles 2,3) pnirLTBsp(NANP),dominiof3
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IL.- Evaluacion de la expresion del péptido (NANP), por diferentes ensayos.

Antes de iniciar los comentarios para la seccion de resultados, resulta adecuado
explicar los controles empleados en los diferentes ensayos: MisL (sin péptido
bandera, pero si con el dominio translocador), pUC19CSP este plasmido codifica
para la proteina circunsporozoitica completa, con sus 43 repetidos del epitopo
NANP pero sin ser translocada a la superficie celular ni al espacio periplasmico, es
decir, se queda en el citosol bacteriano. Enseguida se presentan unos esquemas de
los controles empleados:

—\\

(NANP),SMisL

pUC19CS PMisL

Figura 9.- Ilustracion de controles bacterianos empleados. En donde los
triangulos negros representan el epitopo NANP, como se observa la clona con
pUC19CSP posee muchos de estos epitopos en el interior de la célula, mientras
que la clona que acarrea estos epitopos por el autotransportador solo tiene 4 de
ellos y expuestos al medio. La clona que no posee epitopo bandera pero si el
dominio B del autotransportador carece de los triangulos negros.

Expresion del péptido en diferentes compartimentos subcelulares en células
de E. coli DH5q.

Uno de los primeros ensayos para rastrear la expresion del péptido
recombinante en las células bacterianas es la separacion electroforética del
extracto de proteinas totales y para tal efecto se obtuvieron las proteinas por
ebullicion de las células completas, después de haber sido inducidas por
anaerobiosis. En la Figura 10, en el gel de poliacrilamida no puede distinguirse
claramente del control negativo la banda de =70 Kda que corresponderia al
dominio f§ de MisL, pero en el “inmunoblot” es evidente la presencia del péptido
NANP en esta fraccion proteica. Este resultado nos habla de la incorporacion del
oligonucleétido NANP en el vector plasmidico, sin embargo, atin no se establece
la funcion autotransportadora del dominio $ de MisL.




Un segundo compartimento en donde era necesario evaluar la presencia del
péptido, correspondia a la fraccion periplasmica, ya que esto evalua la funcionalidad
de la secuencia sefial amino-terminal de la toxina termolabil de E. coli, que dirigiria
a la proteina recombiannte hacia el espacio periplasmico con la escisién de la
secuencia sefial (220 aa) llevada a cabo por una peptidasa sefial localizada en la
membrana interna, para tal efecto, se obtuvo la fraccion proteica pariplasmica por
choque osmoético y se separaron por SDS-PAGE. Como se puede apreciar en la
Figura 11, ahora si se evidencia en el gel de poliacrilamida la banda correspondiente
al dominio B, ausente en la clona transformada con pUC19CSP (carril 4) y este
evento coincide con el resultado del “inmunoblot”, en donde claramente se aprecian
las bandas correspondientes a (NANP),MisL

Como el plasmido pUC19CSP no posee secuencia sefial para translocacion de
membrana interna, se esperaba no encontrar sefial del péptido NANP en el espacio
periplasmico, en contraste con los extractos totales de proteinas, en donde se puede
apreciar la fuerte sefial de la CSP. Estos resultados nos hablan de la presencia de
NANP mediada por la secuencia sefial de 1a L'TB, aun sin la intervencion de 3 MisL
como translocador.

Para tal efecto se realiz6 la extraccion de proteinas de membrana
externa y este resultado fue clave en la confirmacién de MisL como un
autotransportador, ya que la presencia de NANP en esta fraccion celular obedeceria
unicamente a la funcidn translocadora de § MisL.

Nuevamente, en la figura 12, en la parte del gel de poliacrilamida se puede
observar en los carriles 2 y 3 la banda de ~70 Kda correspondiente a PMisL, a
diferencia de los carriles 1 y 4 en los que se dispensaron proteinas de membrana
externa (PME) y totales de E. coli DHSa pUCI19CSP, respectivamente. Las
proteinas totales de pUC19CSP fueron meramente el control positivo del sistema y
las PME de MisL y de pUC19CSP como control negativo del método de extracciéon
de PME.
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1.- Evaluacién de la expresion del epitopo NANP en extractos de proteinas
totales.

SDS-PAGE 12.5% de proteinas totales Ensayo tipo “Western blot” con el

con 3 x 10° bacterias/carril AcMo 2A10 anti-NANP 1:500
1234567 8 1234567 8
; i B _ ¢ 111 g 111
- 73 3
Ve 475 475
< 339 339
+ 988 28.8
prmpes——

Figura 10.- Expresion del péptido NANP en extractos
totales de proteinas. Extractos totales de proteinas,
obtenidos por ebullicion del botén bacteriano de E. coli
DH5a. Como se puede ver en el gel, el dominto f§ de
MisL es de aproximadamente 70 KDa, correspondiente
a la banda observada en el ensayo de Inmunoblot.

1) DH5a pUC19CSP (control positivo)*

2) DHSa pmirLTBsp (control negativo)

3) DH5a (NANP); BMisL clona S

4) DHS5a (NANP), BMisL clona 4

5) DH5a (NANP)4 BMisL clona 3

6) DHS5a fMisL (control negativo)

7) DH5a (NANP)4MisL clona 2

8) DHSa (NANP)4BMisL clona 1

* La clona que porta pUC19CSP contiene la proteina circunsporozoitica (43 repetidos

del péptido NANP) de Plasmodium falciparum en el citosol




2.- Evaluacion de la translocacion del epitopo NANP al espacio peripldsmico.

SDS-PAGE 12.5% de proteinas periplismicas “Western blot” de proteinas periplismicas
con 1.5 x 107 bacterias/carril. con el AcMo 2A10 1:500

KDa 1 2 3 4 1 2 3 4

116
97.2

66.4 | e WO HLE |
55.6

42.7

Figura 11.- Expresion del péptido NANP en la fraccion periplasmica de proteinas. Esta
fraccion fue obtenida por choque osmotico. Como se puede observar en el ensayo de
Inmunoblot, la proteina en E. coli DH5a pUC19CSP ya no tiene acceso al espacio
periplasmico, mientras que los péptidos acarreados por la secuencia sefial de la LTB si.
Carril 1) Marcadores de p.m.

Carriles 2-3) DHS5a (NANP),BMisL clonas 1 y 2

Carril 4) DH5a pUC19CSP*

* La clona que porta pUC19CSP contiene la proteina circunsporozoitica (43 repetidos
del péptido NANP) de Plasmodium falciparum en el citosol.




3) Evaluacién de la translocacion del péptido NANP hacia la membrana externa,
mediada por el dominio $ del autotransportador MisL.

SDS-PAGE 12.5% e “Inmunoblot” para proteinas de membrana externa
(PME) extraidas por una modificacion a la técnica de Schnaitman.

1 2 3 4 5 KDa 1 2 3 4 5
— <+—— 111 fga

+— 73 -

<« 475 —— 3
475

<«— 389

_|389
4+ 188 288

Figura 12.- Expresion del péptido NANP en extractos de proteinas de membrana
externa (PME) de E. coli DHSa.

Carril 1) 30 ng de PME pUCI19CSP*

Carril 2) 30 ug de PME (NANP),SMisL

Carril 3) 30 pg de PME BMisL (control negativo)

Carril 4) Extracto de proteinas totales de E. coli DH5a pUCI9CSP 3 x 10°
bact/carril (control positivo)*
Carril 5) Marcador de pesos moleculares

* La clona que porta pUC19CSP contiene la proteina circunsporozoitica (43 repetidos
del péptido NANP) de Plasmodium falciparum en el citosol.




IIL.- Expresion del epitopo NANP en la superficie de bacterias Gram
negativas por Inmunofluorescencia y Citometria de flujo.

Habiendo comprobado la capacidad de autotransporte de MisL se procedio
a transformar por electroporacion a cepas atenuadas de Salmonella typhimurium y
de Salmonella typhi (deleciones descritas en metodologia “cepas bacterianas”). En
estas cepas y en E. coli DH5a se analizé la presencia de NANP en la superficie
mediante microscopia de inmunofluorescencia indirecta en células intactas (no
permeabilizadas), generando resultados alentadores, ya que un alto porcentaje de
células por campo eran positivas al epitopo en la superficie (Fig. 9, 10y 11).

3.1- Evaluacion de la expresion del péptido NANP en la superficie de bacterias Gram-
negativas por inmunofluorescencia.

Figura 13.- Expresion del péptido NANP en la membrana de Escherichia coli DH5a. Las bacterias
intactas fueron marcadas con el AcMo 2A10, lavadas y posteriormente marcadas con anti-IgG de raton
conjugado a FITC. Se preparé un frotis y se observaron bajo luz ultravioleta en microscopio de
fluorescencia. Panel A) E. coli DH5Sa (NANP),BMisL. Panel B) E. coli DH5a BMisL. Aumento:
1000X

Figura 14.- Expresion del péptido NANP en la membrana de Salmonella typhimurium SL3261
(AaroA). Las bacterias intactas fueron marcadas con el AcMo 2A10, lavadas y posteriormente
marcadas con anti-IgG de ratén conjugado a FITC. Se prepard un frotis y se observaron bajo luz
ultravioleta en microscopio de fluorescencia. Panel A) S. typhimurium SL3261 (NANP),BMisL.
Panel B) S. typhimurium SL3261 BMisL. Aumento: 1000X
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Figura 15.- Expresion del péptido NANP en la membrana de Salmonella typhi CVD908
(AaroCAaroD). Las bacterias intactas fueron marcadas con el AcMo 2A10, lavadas y
posteriormente marcadas con anti-IgG de raton conjugado a FITC. Se prepar6 un frotis y
se observaron bajo luz ultravioleta en microscopio de fluorescencia. Panel A) S. typhi
(NANP),BMisL. Panel B) S. typhi pMisL. Aumento: 1000X

Una manera mas precisa de evaluar (desde el punto de vista cuantitativo) la
presencia del epitopo en las tres cepas bacterianas fue por citometria de flujo. En
la figura 16 se muestran los resultados obtenidos para E. coli DH5a y se puede
apreciar claramente como la intensidad de la fluorescencia del histograma
correspondiente a las bacterias transformadas con (NANP),BMisL alcanza hasta 2
logaritmos mas comparada con la que alcanzaron los controles negativos.

En la Fig. 17 se tienen resultados similares para Salmonella typhimurium
SL3261 en donde la poblacion positiva esta perfectamente bien separada de las
poblaciones negativas para el epitopo y el maximo de intensidad de fluorescencia
alcanza un logaritmo y medio mas que las bacterias control.

Por otro lado, en lo que respecta a Salmonella typhi CVD908, en la figura
18 se observa que en esta cepa expresa existen 2 subpoblaciones, una que si
expresa el péptido NANP y la otra es negativa, lo cual correlaciona con los
resultados de microscopia de fluorescencia (menor nimero de bacterias positivas
por campo), aunque la subpoblacién positiva tenga una fuerte intensidad de
fluorescencia (desplazamiento de 2 logaritmos mas con respecto a los controles).
Mas adelante se discutira este fendmeno.
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5.- Evaluacién de la expresion del péptido NANP en la superficie de bacterias
Gram-negativas por citometria de flujo.

@ [scherichia coli DHSa pnir LTBsp dominio
@ [scherichia coli DH5a. pUC19CSP*

Escherichia coli DH5a pnir LTBsp (NANP), dominio

Figura 16.- Expresion del péptido NANP en la superficie de E. coli

128

[ o ]
10%* 10' 104 10°

® Salmonella typimurium SL.3261 pUC19CSP*
® Salmonella typimurium S1.3261 pnirLTBsp MisL
® Salmonella typimurium SL3261 pnirLTBsp(NANP), BMisL

Figura 17.- Expresion del péptido NANP en la superficie de Salmonella
typhimurium.
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225720

® S fyphi CVDI08 pnirLTBsp BMisL
® S nyphi CVDI08 pUC19CSP*

o® S. typhi CVD908 pnirLTBsp(NANP)4 MisL

Figura 18.- Expresion del péptido NANP en la superficie de Salmonella typhi.

* La clona que porta pUC19CSP contiene la proteina circunsporozoitica (43 repetidos
del péptido NANP) de Plasmodium falciparum en el citosol.
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IV.- Inmunogenicidad del péptido NANP presente en la membrana externa de
Salmonella typhi CVD908.

Evaiuacién de la respuesta inmune en los 5 ratones de cada grupo
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Grafica 1.- Evaluacion de la respuesta inmune en ratones inmunizados con diferentes
construcciones. La especificidad de los sueros fue evaluada por ELISA en placas sensibilizadas con
el péptido NANP sintético. Se muestra el promedio de los cinco ratones/grupo.

Respuesta individual de BALB/c inmunizados con Salmonella typhi CVD908

NANPMisL
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Grafica 2.- Respuesta evaluada por ratén en el grupo respondedor. La diferencia significativa entre
los ratones 3 y 5 con el resto del grupo fue de 0.004 y 0.002 respectivamente, determinado por U de

Mann-Whitney.
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En la grafica 1 se compara la generacion de anticuerpos anti-NANP originados en
el grupo de ratones BALB/c inmunizados con la bacteria atenuada viva que porta
diferentes plasmidos, para la expresion de la CSP (proteina cisrcunsporozoitica de
Plasmodium falciparum) en el citosol o el repetido de (NANP); en la superficie
bacteriana, o el dominio translocador de MisL como control negativo; como ya se ha
descrito previamente, la localizacion subcelular del antigeno es clave en la generacién de
respuesta inmune humoral, esta aseveracion se confirma en la observacion de la
negatividad observada en los sueros de ratones inmunizados con S. fyphi CVD908
pUC19CSP y concuerda con lo reportado previamente por Gonzélez, C. y cols®®. En lo
que respecta a la respuesta a Salmonella typhi CVD908 NANPMisL, en la grafica 2
puede observarse que sélo dos de cinco ratones respondieron al péptido expuesto. Este
resultado concuerda con la observacion de la existencia de dos subpoblaciones de la
bacteria, una que expresa el péptido y otra que no lo hace (ver figura 13). La via de
administracion de la bacteria fue intranasal, dado que esta ruta ha demostrado eficiencia
en la generacion de respuesta inmune en el modelo murino.

Como control en el esquema de inmunizacion se emple6 la bacteria que tenia el
dominio B de MisL sin el epitopo bandera y en la grafica se puede apreciar la negatividad
de respuesta en sueros preinmunes y en el correspondiente a ratones inmunizados con la
bacteria control. También se puede apreciar que el titulo de los sueros es de 1:360
(Griéfica 3).

Respuesta a Salmonella typhi CVD908 intranasal

3
25 - T
E B NANPbetainmune
8 ENANPbetapre
® CIDombetainmune
g O Dombetapre

10 20 40 80 160 320

Inverso de la dilucion

Grifica 3.- Titulacion de los sueros de dos ratones hembra BALB/c que respondieron positivamente
a la inmunizacién con 1 x 10" UFC de Salmonella typhi CVD908 pnirLTB(NANP),BMisL por via
intranasal. La determinacion se realiz6 mediante ELISA en placas sensibilizadas con péptido NANP
sintético incubadas con los sueros de los ratones inmunizados con bacteria acarreadora.




V.- Reconocimiento del antigeno en su forma nativa por los sueros de los
ratones inmunizados con la construccion.

En la figura 19 se aprecia la especificidad de los sueros 1nmumzados con el
péptido acarreado por el autotransportador en Salmonella typhi CVD908, los que
reconocen a la proteina circunsporozoitica presente en la superficie de
esporozoitos de P. falciparum y que implica que el péptido (NANP), translocado
por el dominio B de MisL posee una disposicion espacial muy similar a la de la
CSP nativa.

5.- Reconocimiento de la proteina circunsporozoitica nativa en la superficie de
esporozoitos por los sueros de ratones inmunizados con Salmonella typhi como
acarreadora del péptido (NANP),

Figura 19.- Reconocimiento de la proteina circunsporozoitica (forma nativa de NANP)
por los sueros de ratones inmunizados. Inmunofluorescencia indirecta realizada en
laminillas con esporozoitos de Plasmodium falciparum fijados. Panel A) Incubados con
el suero de ratones inmunizados con Salmonella typhi CVD908 (NANP),8MisL. Panel
B) Incubados con el suero de ratones inmunizados con Salmonella typhi CVD908
BMisL. Aumento: 1000X




DISCUSION.

Los autotransportadores son moléculas que se clasifican dentro del ultimo
sistema de secrecion de bacterias Gram-negativas (4. %9 1.a gran mayoria de estas
moléculas se localizan en islas de patogenicidad (5%:60) y estan asociadas a virulencia
56,59 5 no se les conoce funcién ©>, este es el caso del gen misL. Este gen se
describié al encontrarlo en la tercera isla de patogenicidad de Salmonella
typhimurium y 1o unico que se conoce de ¢l es la secuencia de aminoacidos inferida
a partir de la secuencia nucleotidica; al compararlo con la base de datos, mostré una
alta homologia a miembros de la familia de la Proteasa de IgA, sobre todo en el
extremo C-terminal, que corresponde al segmento translocador de la proteina @3,
Entre los autotransportadores hay diferencias en el tamafio del dominio translocador
(283 aa para AIDA-1)®?, (344 aa para VirG ) ©7) (276 aa para Tsh de E. coli) 8
(300 para sigA)® teniendo en comun la formacién de un barril-B que se inserta en
la membrana externa y por el que pasa de manera lineal el dominio a que es el que
le da la funcién a la proteina y que por lo tanto es el que mas difiere en secuencia
aminoacidica. Asi, a VirG se le ha asociado a la focalizacién de proteinas de
citoesqueleto de la célula huésped para la diseminacién intercelular e intracelular de
la bacteria ®”, a AIDA-1 se le atribuyen funciones de adhesina que favorece la
diseminacién de E. coli en sus células huésped 42 respecto a proteasa de IgA,
ademas de hidrolizar inmunoglobulina A humana, posee en su secuencia
aminoacidica sefiales de localizacion nuclear reminiscentes a las de proteinas virales
y eucariticas, comparte varias caracteristicas estructurales con factores de
transcripcidn eucariotes (en dimeros) y Neisseria gonorrhoeae la secreta en grandes
cantidades cuando coloniza la nasofaringe ©".

Al exisir tanta divergencia en los dominios funcionales de las moléculas
autotransportadoras, es atractivo emplear los dominios translocadores de estas
proteinas para la expresidén de diversas moléculas Fasa'ero en la superficie de
bacterias o para su liberacién al medio extracelular > 51, 62:68) va que ofrecen la
oportunidad de expresar proteinas cuya eficiente translocacién depende del tamafio
y de la secuencia primaria de aminoacidos. Se ha observado que las estructuras
terciarias voluminosas ocasionadas por la formacién de puentes disulfuro
intramoleculares impiden la adecuada translocacion a través del autotransportador
por ejemplo, la expresion de PhoA mediada por VirG fue de 4.8 veces mejor cuando
las bacterias se incubaron con 10 mM de 2-mercaptoetanol que sin 2-mercaptoetanol
®7. la subunidad B de la toxina colérica fue expresada cinco veces mejor
(determinado por ELISA de células completas) empleando el dominio B de la
proteasa de IgA en células cultivadas con 5 mM de 2-mercaptoetanol que sin este
agente reductor ®?. La CtxB posee dos residuos de Cisteina, uno en la posicién 9 y
otro en la 86, lo cual al formarse un puente disulfuro, daria lugar a un asa

35




voluminosa o una estructura globular incapaz de cruzar la membrana, cuando se
sustituyeron las dos cisteinas por leucina y glicina, CtxB se transloco eficientemente
a pesar de la presencia o ausencia de 2-mercaptoetanol y resultados similares se
obtuvieron cuando estaba presente un solo residuo de cisteina. Estos resultados dan
lugar a la hipdtesis de que cuando se cultiva sin 2-mercaptoetanol se forma una
estructura inestable altamente susceptible a proteasas periplasmicas ) 1a
suposicidon de que solo aquellas estructuras globulares muy voluminosas son las que
no pueden translocarse a través del barril-f explica los resultados obtenidos por
Veiga, E. y cols. 9; este grupo trabajé con la translocacién de una fraccién variable
de una cadena (scFv) de inmunoglobulina con especificidad por proteinas que
poseen histidinas en el C-terminal. Esta fraccién reconoci6 su ligando de manera
efectiva, evento que indic6 la adecuada formacién de puentes disulfuro que
estabilizan el sitio de unién al antigeno. Aun asi, esta fraccion se expresé hasta 3

veces mejor en presencia de 2-mercaptoetanol 66),

Los eventos descritos anteriormente condujeron al grupo de Meyer, T. a
emplear una cepa de E. coli carente de la enzima DsbA que es la proteina que
cataliza la formacién de puentes disulfuro de proteinas que transitan en el
periplasma ©7 y logré una translocacién eficiente mediada por el dominio B de la
proteasa de IgA . En la secuencia primaria de los autotransportadores se reconocen
residuos de cisteina que no forman estructuras globulares de dificil translocacion ya
que los residuos se encuentran separados por pocos aminoacidos entre si, (11
aminodacidos en el caso de la proteasa de IgA ®®. En el caso de MisL, esta proteina
no presenta en su estructura ningun residuo de cisteina, asi que esto no representa un
impedimento conformacional para la translocacion de péptidos heterdlogos (que no
posean C en su secuencia) hacia la superficie celular bacteriana.

Para lograr una eficiente translocacion de polipéptidos pasajeros heterdlogos
mediada por el dominio B de algun autotransportador, es importante emplear no solo
la region formadora del barril-, sino también la regidn de unién o “linker” que pasa
linealmente por el poro y que transporta el dominio a hacia el exterior.

Existen diferencias en la longitud de estos segmentos entre los diferentes
autotransportadores, asi pues, la regién de unién de AIDA-I es de 20 aminoéacidos
% 1a de VirG es de 45 aminoécidos ©” y la de proteasa de IgA pesa 15 Kda (= 100
amino4cidos) ”. Debido a estas diferencias, nosotros utilizamos un segmento
mayor al que corresponderia al dominio f§ de MisL, porque el péptido bandera que
se empled tan solo mide 18 aminoacidos y se corria el riesgo de no poder translocar
un fragmento tan pequefio al exterior, pudiendo quedar embebido en el poro
transmembranal. En base al modelo propuesto por Maurer, J y cols. ©?, se dibujé un
modelo hipotético de la regién empleada en este trabajo de la estructura que
adquiere MisL en la membrana externa (Figura 20). En este modelo podemos
apreciar:
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a) que el barril-p esta constituido de 14 B-plegadas anfipaticas
b) que la mayoria de los residuos de fenilalanina y de tirosina del barril-$ se
localizan en el limite periplasmico o externo
¢) que las asas transmembranales que dan hacia el exterior de la células son
mas grandes que las que dan hacia el periplasma
d) el residuo de fenilalanina C-terminal caracteristico de proteinas embebidas en
la membrana externa que se dirige hacia la porcion periplasmica de la
membrana externa
Estas caracteristicas concuerdan con las halladas para el dominio f de la proteasa de
IgA por Klauser, T. et al. an,
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Figura 20.- Modelo hipotético de la estructura que forma el segmento translocador de MisL .
En base al modelo topoldgico determinado para la proteina AIDA-L, se ha propuesto el
siguiente modelo para la proteina MisL. Los aminoacidos que estan marcados en color gris son
conservados en AIDA-I y MisL. Los aminoécidos representados con cuadros de contorno
obscuro representan los aa hidrofilicos y los de contorno claro corresponde a los aa
hidrofébicos. Los aa que se dirigen hacia la superficie o que no estin embebidos en la
membrana se representan con circulos.
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Una vez que se evalué la presencia del péptido (NANP),4 en la superficie de
E. coli DH50. por diferentes metodologias y cuyos resultados fueron muy
proimetedores, se recurrié al uso de cepas atenuadas de Salmornella como
acarreadores bacterianos para el péptido inmunogénico de Plasmodium
falciparum y asi evaluar la inmunogenicidad de (NANP), translocado hacia la
superficie por MisL.

Como antecedente, el uso de cepas de Salmonella atenuadas por bloqueo de
la capacidad de sintesis de aminoécidos aromaticos ha sido de amplio interés @2
27 y en nuestro grupo de trabajo se llegé a la aplicacién de S. typhi CVD908 en
ensayos clinicos para evaluar la inmunogenicidad de la proteina CSP de P.
falciparum trunca, de localizaciéon citoplasmica. Los anticuerpos generados
contra esta construccion no fueron especificos para el péptido NANP, a
diferencia de los generados por la inmunizaciéon con S. #yphi CVD908
NANPBMisL, que reconocieron especificamente péptidos NANP por ELISA y a
la proteina nativa en esporozoitos por inmunofluorescencia (Fig. 19 y Gréaficos).

Este resultado puede deberse entre otras cosas, a la localizacion del antigeno
en el acarreador bacteriano, ya que es mas probable generar respuesta humoral
cuando el antigeno estd expuesto en la membrana que cuando tiene localizacion
citosdlica. Por otro lado, se ha demostrado que la ruta de inmunizacién intranasal
empleada en este trabajo es mejor que la orogéstrica para inducir respuesta
humoral a antigenos en el modelo murino > y por tltimo a las caracteristicas
del promotor empleado ya que este es un promotor fuerte e inducible in vivo, lo
cual presenta ventajas en los ensayos de inmunizacion. Ahora bien, con respecto
al nimero de ratones respondedores a la inmunizacién (2 de 5) podemos
comentar que este evento correlaciona con lo observado por Barry, A y cols 42
en donde también tuvieron 2 de 5 ratones respondedores. Esto se explica por lo
observado en la citometria de flujo, en donde hay dos subpoblaciones de
Salmonella typhi CVD908 NANPPMisL, una que expresa el epitopo en la
superficie y otra (la mayoritaria) que no lo hace (Fig.18).
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CONCLUSIONES.

Los resultados presentados en este trabajo demuestran que MisL es un
autotransportador (el primero descrito en el género Salmonella), ya que no requiri6 de
factores accesorios especiales para su funcion translocadora. Esta funcién fue
empleada para una eficiente translocacion de péptidos heterélogos pasajeros.

El péptido recombinante mantiene una conformacién tal que es reconocido por el
AcMo anti-NANP 2A10

El epitopo expuesto en la membrana externa de Salmonella typhi CVD908 es capaz
de generar respuesta humoral en ratones BALB/c

Los anticuerpos generados en los ratones inmunizados son capaces de reconocer la
forma nativa del epitopo presente en la superficie de esporozoitos de Plasmodium
falciparum.

Se demostré que el fragmento amplificado es suficiente para exportar el
péptido heterélogo al medio extracelular, sin quedar embebido en la membrana
externa o en el espacio periplasmico. Lo cual implica que se cuenta con el dominio 8
translocador, ademas de la region de unidon del autotransportador. Se requiere de
ensayos de delecion en el extremo amino-terminal para asi poder precisar con
exactitud cuan largo es el dominio  de MisL

MisL es un excelente candidato para la expresion en la superficie de péptidos
pasajeros heterélogos en bacterias Gram-negativas. Esta expresiéon tiene como
posibles aplicaciones:

1. la produccién de cadenas variables de inmunoglobulinas con diferentes

especificidades

la exposicién de ligandos o receptores para estudios de union

3. la exposicion de determinantes antigénicos para el desarrollo de vacunas
recombinantes orales usando cepas bacterianas atenuadas.

4. Bibliotecas peptidicas para el mapeo de epitopos o ensayos de especificidad de
anticuerpos

S. Exportaciéon de proteinas bioldgicamente activas para uso biomédico y
biotecnoldgico.

g

Debido a su buena expresion en sistemas heterélogos, Mis L puede ser una proteina
autotransportadora empleada en diversos géneros de bacterias, lo cual abre la
posibilidad de una mejor explotacidn biotecnoldgica y/o biomédica.
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