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INTRODUCCION



Vacunas

La historia de la vacunacion experimental propiamente dicha comienza con los trabajos
clasicos de Edward Jenner y Louis Pasteur, a finales del siglo XVIII y comienzos del
XIX. Jenner demuestra en 1796 la efectividad de la inoculacién en humanos de virus de
viruela vacuna como estrategia de proteccion contra la viruela humana. Pasteur prueba asi
mismo que bacterias de Pasteurella septica y cepas del virus de la rabia, debidamente
atenuadas, son capaces de proteger contra las respectivas patologias a individuos

inmunizados.

Desde entonces, la mayoria de las vacunas desarrolladas fueron atenuadas por pasos
sucesivos por cultivo o inactivadas por medios quimicos o fisicos. Esta restricciéon no
obedece exclusivamente a limitaciones tecnoldgicas: los microorganismos son capaces de
inducir fuertes respuestas humorales y celulares contra una compleja variedad de
antigenos. En el caso de organismos vivos, la permanencia latente del microorganismo
contribuye a la persistencia en el tiempo de la protecciéon. Este tipo de vacunas presenta
sin embargo altos riesgos para la sath de los individuos inmunizados. Para vacunas
vivas, la lesion genética responsable de la atenuacién del agente permanece en general
desconocida, existiendo entonces riesgo de reversiones espontaneas de la patogenicidad
del agente. Las vacunas muertas presentan tambien riesgos potenciales: inactivaciones
incompletas son capaces de producir enfermedad (Corbel 1996). A su vez, el proceso de
inactivacion puede desnaturalizar proteinas antigénicas reduciendo la efectividad de la

vacuna (Ellis 1996).

Vacunas acelulares

Las consideraciones de seguridad mencionadas, junto con el notable desarrollo de la
biologia molecular, desplazaron el foco de interés hacia las vacunas acelulares. Las
ventajas de este tipo de inmundgenos son su bajo riesgo (por tratarse de sustancias
purificadas, incapaces de multiplicarse en el individuo) y la posiblidad de un control més
fino y racional de los epitopes utilizados. Estas comprenden las vacunas de ADN,

peptidicas y proteicas.



Las vacunas de ADN involucran la administracién de acidos nucléicos desnudos, cuya
secuencia codifica para antigenos proteicos de interés. Se ha ha descripto que los genes
asi presentados son expresados luego por las propias células del individuo inmunizado
(Wolff 1990). Su bajo costo y su capacidad de inducir respuestas tanto humorales como
celulares ha generado gran interés en esta via de inmunizacion, y vacunas de ADN estén

siendo ya sometidas a pruebas clinicas en humanos (Nossal 1998).

Se llama vacunas peptidicas a aquellas en las que €l o los antigenos son oligopéptidos
pequefios obtenidos por sintesis quimica. Estos péptidos corresponden por lo general a
epitopes lineales tomados de la estructura primaria de proteinas del patdégeno contra el
cual se busca proteger. Se utilizan también péptidos capaces de mimetizar la superficie
tridimensional de epitopes discontinuos (“mimotopes™”), los cuales se obtienen
necesariamente por screening de bibliotecas combinatoriales (Olszewska 2000; Steward
2001). Los péptidos en solucién son sin embargo pobres inmundgenos, lo que hace
necesario su uniéon a moléculas presentadoras o carriers y el uso de sustancias adyuvantes
capaces de incrementar la respuesta. A su vez, el alto costo de la sintesis quimica de

péptidos restringe su implementacién como vacunas de uso masivo.

El uso de proteinas como inmundgenos comparte parcialmente los problemas de costo y
baja inmunogenicidad propios de las vacunas peptidicas. La administraciéon de proteinas
solubles no es por lo general suficiente para generar una respuesta inmune fuerte (Nieba
2000), por lo que se hace necesario el uso de sustancias adyuvantes, cuya toxicidad

previene su uso en humanos.

Relacion estructura-inmunogenicidad

Existen sin embargo proteinas capaces de inducir respuestas inmunes fuertes en ausencia
incluso de adyuvantes. ;Qué hace que estas proteinas sean tan inmunogénicas? Diversas
lineas de investigacion sugieren la existencia de una relacion entre la estructura de un

antigeno y su inmunogenicidad.

Los primeros estudios en este sentido, realizados en la década de 1970, utilizaron
haptenos como antigenos modelo. Se llama haptenos a aquellas moléculas suceptibles de

ser reconocidas por anticuerpos, pero incapaces de inducir por si mismas respuestas



inmunes adaptativas. Para generar anticuerpos contra haptenos estos deben ser
conjugados con moleculas transportadoras o carrier. Trabajos con haptenos conjugados
de forma polimérica a moléculas polivalentes mostraron que arreglos de 20 a 30
haptenos, espaciados de manera 6ptima por 5 a 10 nanémetros, son capaces de activar
linfocitos B aun en ausencia de linfocitos T (Dintzis 1976). Este tipo de antigenos se
denominan T-independientes (TI). En rigor, estos polimeros lineales requieren al menos
niveles bajos de actividad T (correspondiendo entonces a la clase TI tipo 2), pero se
hacen completamente independientes (clase TI-1) si en lugar de utilizar un polimero

flexible se presenta al hapteno en un arreglo bidimensional rigido, cuasicristalino.

Las proteinas de cépside y envoltura viral constituyen el modelo por excelencia para el
estudio de la relacion estructura-inmunogenicidad en antigenos protéicos. Estas proteinas
purificadas son capaces de formar capsides nativas huecas, las cuales se conocen como
Virus Like Particles (VLPs). Martin Bachman y Rolf Zinkernagel establecieron una
correlacion entre el grado de repetitividad de un epitope y la eficiencia de la respuesta B
especifica inducida trabajando con una proteina del virus de la estomatitis vesicular
(VSV) (Bachmann 1993; Bachmann 1994; Bachmann 1995). Este virus posee una
envoltura, la cual contiene una unica proteina (VSV-G), expresada en alta densidad y en
una disposicion ordenada con distancias de 5 a 10 nm entre los monémeros. Los autores
inmunizaron ratones con esta proteina dispuesta de tres maneras: (1) formando una
envoltura viral, de disposicion cuasicristalina, (2) formando micelas de composicion y
estructura variable o (3) como monomeros de proteina soluble (Fig. 1). De esta manera
pudieron determinar que cuanto mayor es el grado de organizacién estructural, mayor es
la respuesta humoral inducida. Asi, la muestra (1) se comporta como un antigeno TI-1 y

la (2) como TI-2, mientras que la (3) es totalmente incapaz de activar linfocitos B.
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Figura 1. Correlacion entre el grado de organizacién de la proteina VSV-G
y la respuesta inmune humoral inducida (Modificado de Bachmann MF,
2000).

Esta relacion entre la repetitividad y el ordenamiento de un epitope y su inmunogenicidad
estaria mediada en parte por la capacidad propia de estas estructuras de promover el
entrecruzamiento de las inmunoglobulinas receptores en la membrana de los linfocitos B

especificos (Bachmann 1995).

La alta inmunogenicidad de las proteinas de capside viral desperté interés en
aprovecharlas para el desarrollo de inmundgenos y vacunas acelulares. El ejemplo mas
exitoso en este sentido es la actual vacuna contra el virus de la hepatitis B, la cual
consiste de VLPs obtenidas por expresion en levaduras de la proteina S de la cépside viral
(Valenzuela 1982; Raz 1996). Se ha probado también modificar por ingenieria genética
los genes clonados de estas proteinas de manera de producir proteinas quiméricas capaces
de presentar eficientemente al sistema inmune péptidos de origenes diversos. La proteina
L1 de la cépside del virus HPV-16 fue ensayada como carrier de un péptido
correspondiente a un epitope neutralizante de HIV-1. El péptido (de 8 aminoacidos) se
insertd en bucles expuestos de la proteina. Algunas de las quimeras ensayadas fueron
capaces de inducir anticuerpos contra el péptido insertado pero los sueros obtenidos no

fueron Ttiles sin embargo para neutralizar al virus HIV-1. Esto podria deberse a que el



péptido no adopte en el contexto de la proteina L1 su conformacién nativa. A su vez, la
inmunizacion con la quimera desnaturalizada no produjo respuesta, confirmando que la

inmunogenicidad es conferida al péptido por la estructura del carrier.

Otras VLPs han sido ensayadas como carriers de péptidos, incluyendo la propia del virus
de la hepatitis B (Borisova 1996; Fehr 1998). Para esto debieron realizarse diversos
analisis estructurales de manera de predecir sitios donde poder insertar péptidos sin
perturbar el correcto plegamiento y ensamblaje de las VLPs. Aunque péptidos de hasta
100 aminoécidos (y hasta la proteina GFP completa (Kratz 1999)) fueron exitosamente
insertados, son comunes casos en que la insercion aun de péptidos tan cortos como de 5
aa perturban la estructura impidiendo la formaciéon de VLPs y/o reduciendo

sensiblemente su inmunogenicidad (Fehr 1998; Yuan 2001).

La relacién estructura-inmunogenicidad no es propiedad exclusiva de las grandes
particulas virales. La proteina L1 ya mencionada fue expresada alternativamente en E.
coli obteniendose en forma pentamérica regular en lugar de obtenerse la VLP
caracteristica (Yuan 2001). Este pentamero soluble, a pesar de ello, conserva sus epitopes
neutralizantes y es capaz de proteger eficientemente contra la infeccion viral. La
repetitividad de un epitope protéico mostr6 ser determinante también usando f-
galactosidasa de E. coli como carrier. A esta proteina monomeérica se le insertdé un
péptido en uno de sus bucles expuestos, en otro distinto, o en los dos bucles en
simultaneo y se encontr6 que la doble insercién produjo un efecto sinergistico sobre la

respuesta humoral comparado con las inserciones simples (Feliu 2000).

Es habitual en la practica inmunoldgica el uso de estrategias que resultan en un aumento
del tamafio, el grado de polimerizacion o el orden de los antigenos (agregacion,
entrecruzamiento quimico, conjugacién a proteinas como la albimina, etc.). Estos
procedimientos aumentan por regla general la respuesta inmune inducida, posiblemente

por razones similares a las relativas a la alta inmunogenicidad de las VLPs.

La Lumazina Sintetasa de Brucella spp.

La brucelosis es una antropozoonosis causada por la bacteria intracelular facultativa

Brucella spp. y constituye un importante problema econémico y sanitario en paises en



desarrollo. La busqueda de proteinas citoplasmaticas de Brucella potencialmente ttiles en
el desarrollo de ensayos de diagndstico por ELISA llevé a la identificaciéon de una
proteina de 18 KDa presente en todas las especies del género (Goldbaum 1992;
Goldbaum 1993). La secuencia aminoacidica de esta proteina (Hemmen 1995) resulté
homologa a la de la familia de las lumazina sintetasas, siendo esta relaciéon confirmada

por ensayos de actividad enzimatica (Goldbaum 1999).

La lumazina sintetasa de Brucella spp. se produce en forma recombinante en bacterias E.
coli, obteniendose rendimientos de hasta 40mg por litro de cultivo por replegado de la

fraccion de cuerpos de inclusion (cita).

Estructura

Las proteinas de la familia de las lumazina sintetasas presentan una estructura terciaria
altamente conservada a pesar de la relativamente baja homologia de secuencia entre las
mismas (Fig. 2). El mondémero de estas proteinas presenta un peso molecular aproximado
de 18 KDa.

Figura 2. Alineamiento estructural entre los monémeros de lumazina sintetasa de
B. abortus, Bacilus subtilis, Aquifex aeolicus, Saccharomyces cerevisiae,

Magnaporthe grisea y Spinacea oleracea. Se muestra sélo el trazado de carbonos



alfa. Las posiciones de mayor y menor divergencia estructural se indican en rojo y
azul respectivamente. Se sefiala la ubicacién de los extremos amino y carboxi-
terminales (“C” y “N”). Se observa una superposicion casi perfecta de las regiones

que conforman el nicleo protéico.

La estructura cuaternaria difiere, sin embargo, entre las distintas lumazina sintetasas. En
B. subtilis, la lumazina sintetasa/riboflavina sintetasa existe como un complejo de 60
subunidades de LS dispuestas en 12 pentameros formando una cépside de simetria

icosaédrica, asociada a 3 subunidades de rivoflavina sintetasa (Fig. 3) (Ritsert 1995).

Figura 3. Estructura icosaédrica de la LS de B. Subtilis. Se destaca uno de los

pentameros constituyentes.

Las LS de Escherichia coli, A. aeolicus y S. oleracea, por su parte, forman particulas
icosaédricas similares a B. subtilis pero sin que se encuentren asociadas a la riboflavina
sintetasa (Mortl 1996; Persson 1999; Zhang 2001). Por tltimo, las LS de B. abortus, S.
cerevisiae, M. Grisea y Schizosaccharomyces pombe forman estructuras pentaméricas
equivalentes a las que conforman las particulas en los organismos antes mencionados,
so6lo que estas no se asocian en forma de icosaedros sino que permanecen como
pentameros aislados (Fig. 4) (Persson 1999; Braden 2000; Meining 2000; Fischer 2002).



Figura 4. Estructura pentamérica de la LS de B. abortus. Se muestran los
monomeros en distintos colores (modo “wireframe”, backbone y cadenas
laterales). Se sefiala en rojo los primeros tres residuos del extremo N-

terminal con densidad electrénica definida para cada monémero.

Estabilidad

El 35% de la superficie de cada monémero de la lumazina sintetasa de Brucella spp.
(BLS) se encuentra involucrada en contactos con sus dos monémeros adyacentes en el
pentamero. Esto sugiere que la BLS es una proteina altamente estable. Estudios en curso
confirman su alta estabilidad, tanto frente a desnaturalizacién quimica como térmica. En
particular, BLS no es desnaturalizada por urea 8M a pH neutro y presenta un Tm aparente

(temperatura de desnaturalizacién media) de 87°C.

Inmunogenicidad

La lumazina sintetasa de Brucella spp. es una proteina altamente inmunogénica. Sueros
de animales infectados con distintas especies de Brucella presentan una alta reactividad
contra la misma (Goldbaum 1993). La inmunizacién experimental con LS recombinante
induce respuestas humorales fuertes y perdurables atn en ausencia de adyuvantes (Fig. 5)

(Velikovsky 2002).
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Figura 5. Evolucion del titulo de anticuerpos totales contra LS en ratones
inmunizados con LS en Adyuvante de Freund Incompleto (AFI) o en PBS
(PBS). Cada linea representa la respuesta de un ratén individual. (Velikovsky,

Tesis Doctoral).

Por otro lado, el uso de adyuvantes puede modular al sistema inmune de manera de
inducir una respuesta celular. En particular, el uso del adyuvante MPL/TDM resulta en

una fuerte respuesta celular antigeno especifica.

La inmunizacién con LS fue ensayada también como vacuna de ADN. Ratones a los que
se inyectd un vector viral eucariota portador del gen de la LS desarrollaron fuertes
respuestas humorales y celulares especificas y resultaron parcialmente protegidos contra

la infeccién experimental con B. abortus (Velikovsky 2002).

Extremo N-terminal

Distintas evidencias sugieren que el extremo N-terminal de las lumazina sintetasas

pentaméricas no contribuye a la estructura del estado nativo:

= La estructura cristalografica de la proteina de B. abortus no presenta densidad

electrénica definida para los primeros 10 aminoéacidos de cada monémero (Fig 4).



* La estructura obtenida para la LS de S. cerevisiae muestra extremos N-terminales

flexibles, de estructuras estabilizadas por contactos cristalograficos (Meining
2000).

* Deleciones parciales del N-terminal de esta Gltima no causan pérdida de actividad

enzimatica (Meining 2000).

= Mientras que en las LS icosaédricas este extremo adopta una estructura de hoja
beta, en las variantes pentaméricas no presentan estructura secundaria definida
(Gerhardt 2002).

En virtud también de la alta estabilidad ya mencionada, estos resultados sugieren que
seria en principio posible reemplazar el extremo N-terminal de BLS sin comprometer su

plegamiento y estabilidad.



OBJETIVOS



El objetivo general del presente trabajo es evaluar la factibilidad del uso de la lumazina

sintetasa de Brucella spp. como carrier antigénico.

Para ello se planea contruir proteinas quiméricas, reemplazando por técnicas de

ingenieria genética el extremo N-terminal de la proteina recombinante por péptidos

foraneos contra los cuales se espera inducir respuesta inmune especifica.

La hipétesis que se plantea es que al ser presentados los antigenos de esta manera, se

generara una fuerte respuesta inmune especifica humoral y posiblemente celular en los

animales inmunizados. Esta hip6tesis encuentra las siguientes justificaciones:

BLS es una proteina altamente inmunogénica. Animales inmunizados con BLS
recombinante desarrollan una fuerte respuesta de anticuerpos contra la misma. El
"efecto adyuvante" de esta proteina aumentaria entonces la respuesta contra los

péptidos insertados.

Los péptidos insertados se presentarian en forma polimérica y regular al sistema
inmune, una disposicion que se ha demostrado favorable para la activacion de la

respuesta por linfocitos B.

BLS produce respuestas humorales fuertes aun en ausencia de adyuvantes, por lo

que se espera un comportamiento similar para los péptidos insertados.

BLS presenta una alta estabilidad y extremos N-terminales flexibles que no
contribuyen a su estructura nativa. De esta manera, el reemplazo de este

fragmento de la proteina no comprometeria, en principio, su plegamiento ni su
estabilidad.

BLS se produce en forma recombinante con muy alto rendimiento. Al no verse
afectado el plegamiento de las quimeras, se espera obtener niveles de expresion

similares para las mismas.

Mediante el uso de adyuvantes es posible inducir una respuesta inmune celular
contra BLS. Se espera poder obtener entonces respuestas de este tipo contra los

péptidos insertados.
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Objetivos puntuales

1.

Reemplazar por técnicas de ingenieria genética el extemo 5' del gen de BLS, el cual
codifica para su extremo N-terminal, por la secuencia de ADN que codifica para un
loop potencialmente expuesto de la proteina integral de membrana de Brucella

melitensis Outer Membrane Protein 31 (OMP31).
Expresar la proteina quimérica en bacterias E. coli y purificarla.

Realizar estudios comparativos de estabilidad entre la quimera (LS-OMP31) y la
proteina wild-type (LS-WT) de manera de averiguar si el reemplazo del extremo N-

terminal compromete de alguna manera a la misma.

Estudiar la inmunogenicidad del péptido presentado en la quimera. Ensayar para esto
la reactividad de los sueros de animales inmunizados con la quimera contra OMP31,

la proteina de la cual proviene la secuencia del péptido.

Construir, expresar y purificar nuevas quimeras de manera de evaluar el rango de

aplicabilidad del sistema.



MATERIALES Y METODOS



Subclonado y mutagénesis del gen de LS

Se realizé el subclonado del gen de LS desde el plasmido de expresion pET1la

(Novagen, Fig. 1-A) al plasmido para mutagénesis pALTER-Ex1 (Promega, Fig. 1-B).
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Figura 6. Mapa de los plasmidos pET-11a (A) y pALTER-Ex1 (B).
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El subclonado se realizo entre los sitios de corte de las enzimas de restriccion Xba I (New
England Biolabs) y BamHI (Promega). Las digestiones se realizaron en simultdneo en
Buffer E (Promega), BSA 0,1 mg/ml. Insertos y plasmidos se purificaron de gel por
GeneClean (Bio 101) y se ligaron con ADN ligasa T4 (Promega). La mutagénesis se
realiz6 segun el protocolo Altered Sites II (Promega). LS-2MUT (descripto en
Resultados) se subclond a pET-11a siguiendo los mismos métodos. Los subclonado se
confirmaron por ensayo de restriccion Xba I/BamH I y secuenciacion del marco de

lectura completo.

Construccion, expresion y purificacion de proteinas quiméricas

Se detallan a continuacion los protocolos utilizados a lo largo de la obtencion de cada

proteina quimérica. Los mismos se encuentran en el 6rden 16gico en que se realizan.

Construccion del gen quimérico

Para la construccion de un gen quimérico, un inserto sintético doble cadena, conteniendo
la secuencia del péptido de interés se liga a un vector previamente digerido con las
enzimas de restriccion Nsi I (New England Biolabs) y Afl II (NEB). El vector utilizado
no fue en todos los casos el mismo. Se utilizaron alternativamente pALTER-"LS-2MUT"
(descripto en Resultados) o pET11a-"quimera", donde "quimera" representa alguna de las
construcciones realizadas (ej: LS-OMP31, LS-KETcl, etc). Todos estos vectores pueden
utilizarse por contener los dos sitios de restriccién nuevos en su extremo 5'. pALTER-
"LS-2MUT" sélo se utiliz6 en la contruccién de la primer quimera, LS-OMP31. Las
restantes se obtuvieron utilizando algin pET-"quimera". La Unica consideracion a la hora
de elegir el vector de partida fue no utilizar un pET-"quimera" que contuviera un inserto
Nsi I-Afl II cuyo extremo 3' fuese similar al del que se deseaba insertar, pues esto

ocasiona la deteccidn de falsos positivos en los screenings por colony-PCR.

Inserto sintético

Se disefian dos oligonucledtidos de manera que al aparearse formen un ADN doble
cadena conteniendo la secuencia que codifica para el péptido que se desea insertar,

flanqueada por los extremos cohesivos propios de las enzimas de restriccion Nsi [ y Afl
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II. A manera de ejemplo se muestran los oligonucleétidos disefiados para la construccion

de LS-KETc12 y el inserto sintético formado por estos:

KETc12for: 5' TGGTAACCTGCTTCTGAGCTGTCTGGGTAGCC 3'
KETcl2back: 5' TTAAGGCTACCCAGACAGCTCAGAAGCAGGTTACCATGCA 3'

5! TGGTAACCTGCTTCTGAGCTGTCTGGGTAGCC 3!
34 ACGTACCATTGGACGAAGACTCGACAGACCCATCGGAATT °5'
G N L L L S C L G S
Nsil  Secuencia del péptido KETc12 ~ Linker AflII

La secuencia "linker" (los aminoécidos glicina y serina) se agregd a la secuencia de los
péptidos mas cortos. Los oligonucleétidos se obtienen por sintesis quimica (IDTDNA,
fosforilacion 5', purificacién por electroforesis en gel de poliacrilamida, escala 250
nanomolar). Los mismos se resuspenden en agua milliQ a una concentraciéon 100

pmol/pl. Se prepara luego la "mezcla de apareado".

10 pl oligo. "for"

Mezcla de apareado 10 pl oligo. "back"
10 pl buffer STE 10X

70 pl agua milliQ

La misma se calienta a 100°C y se deja enfriar en bafio térmico lentamente (usualmente

toda la noche), de manera de maximizar la eficiencia del apareado.

Digestion del vector

Se obtiene masa suficiente del vector a digerir por miniprep. Se prepara la "mezcla de

digestion".

30 pl vector

2,5 uI Nsil

2,5 ul Afl 1T

5 ul buffer Nsi I 10X (NEB)
0,5 ul BSA (NEB)

9,5 ul agua milliQ

Mezcla de digestion <
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La mezcla se incuba a 37°C por dos horas y se siembra en gel de agarosa 0,7% tras lo
cual se escinde la banda del vector digerido del gel y se recupera el ADN siguiendo el

protocolo GeneClean (Bio 101).

Ligacién del inserto sintético al vector digerido
Se prepara la "mezcla de ligacion".

5 ul vector digerido

2,5 pl inserto sintético

0,5 pl ligasa T4 (Promega)

1 ul buffer ligasa 10X (Promega)
2 pul agua milliQ

Mezcla de ligacion

Se prepara en paralelo una mezcla sin inserto como control negativo de la reaccién de
ligacién. Las mezclas se ubican en bafio a temperatura ambiente en recipiente aislante, el

cual se deja enfriar lentamente a 4°C.

Screening de la ligacién por colony-PCR

Las mezclas de ligacién se utilizan para transformar bacterias E. coli DH5a 0 JM109 por
el método de shock térmico o de electroporacion, alternativamente. Las transformaciones
se aplican en cajas de petri de medio LB-agar/Ampicilina y se incuban a 37°C por 16
horas. Un niimero de colonias se somete a colony-PCR. Para esto, la colonia se suspende

en 50 pl de agua y se incuba a 100°C por 10'. Se prepara la "mezcla de PCR".

(s pl suspensién colonia
1 pl oligo. "for". (5 pmol/pl)
2,5 ul oligo. T7-terminator (2 pmol/ul)
Mezcla de PCR { 5 pl buffer Termopol 10X (NEB)
5 ul dNTPs (2,5 mM) (Promega)
0,5 pul Tag-polimerasa (Fundacién Instituto Leloir)
L 31 pl agua milliQ

El oligonucledtido "for" a utilizar es el correspondiente al gen quimérico que se estd
obteniendo. En el caso de LS-KETcl2, por ejemplo, se utiliza el oligonucleétido

KETc12for, el mismo que sirvié para la obtencién del inserto sintético.

La mezcla de PCR se somete al siguiente ciclo térmico:
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94 5

94 0,5

60 1 25 ciclos
72 1

72 10

Las reacciones de PCR se siembran en gel de agarosa 1,3%. Se identifican como clones
positivos aquellos para los que se observa un producto de PCR del tamafio esperado, el
cual varia segtn el largo del oligonucleétido "for" utilizado. Al menos un clon positivo de
cada screening se confirma por secuenciacién del marco de lectura completo del gen

utilizando los primers T7-promoter y T7-terminator.
Expresion y Purificacion de proteinas quiméricas

Expresién

El plasmido pET1la conteniendo el gen quimérico se introduce a bacterias E. coli
BI21(DE3) por transformacion por shock térmico, tras lo cual se siembran las bacterias
en placa de LB-agar/Ampicilina. Para las pruebas de expresién en escala pequeiia, 2 ml
de medio LB/Ampicilina se inoculan con una colonia de la placa y se incuba a 37°C con
agitacion. El cultivo en fase estacionaria se induce con 2 pl de IPTG (1M, IBN). Tres
horas mas tarde se toman 100 pl de cultivo, se centrifugan y se resuspende el pellet en 25

pl de buffer muestra 1X para su anélisis por SDS-PAGE 17% (Laemmli 1970).

Para la expresién con fines preparativos se crece un precultivo de 5 ml hasta fase
estacionaria, el cual se utiliza para inocular 500 ml de LB/Ampicilina. El cultivo se
incuba con agitacién a 37°C y se induce con 0,5 ml de IPTG (1M) al alcanzar una
densidad optica a 600 nm de 0,6-0,8. El cultivo se retira a las tres horas o al dia siguiente,
alternativamente, y se centrifuga a 4000 g por 20'. El pellet se suspende en 15 ml de

solucion de suspension.
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50 mM Tris

5 mM EDTA

1% Tritén X-100
pH 8

Solucién de suspension

La suspension se somete a 5' de sonicado neto con intervalos de 1' por cada 1' de
sonicado y se centrifuga 30' a 20.000 g. El pellet se resuspende en 15 ml de solucién de
suspension sin Tritén X-100 y se repite el sonicado. El proceso se repite luego una tercera
vez. Los tres sobrenadantes de sonicado contienen la fraccion de la quimera expresada en
citoplasma, mientras que el pellet final contiene la fraccion de cuerpos de inclusion. Los
experimentos incluidos en el presente seminario se realizaron con la proteina obtenida a

partir de la fraccion de cuerpos de inclusion.

Purificacion

Los cuerpos de inclusién se resuspenden en buffer PBS con 8 M urea. La resuspension se
dializa contra PBS dos dias con un cambio de buffer. La muestra se centrifuga y el
sobrenadante se dializa contra buffer A (50mM Tris/HCI, pH 8,5). El primer paso de
purificacion se realiza por cromatografia en columna de inetrcambio aniénico MonoQ o
Q-Sepharose (Pharmacia) en equipo de FPLC (Pharmacia). La muestra se inyecta en la
columna equilibrada en buffer A y se eluye por gradiente lineal hasta 50% de buffer B
(buffer A + 1 M NaCl).

El segundo paso de purificaciéon se realiza por cromatografia en columna de exclusién
molecular Superdex 200 (Pharmacia). Para esto el pico de la quimera se concentra en
tubo Centriprep (Millipore) e inyecta en la columna de la cual se eluye con PBS. La

presencia de la proteina quimérica en los picos se evalta por SDS-PAGE.

Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE).

Se procedi6 de acuerdo al método de LAEMMLI (Laemmli 1970).

Estudios de estructura y estabilidad - Dicroismo Circular

Las mediciones de dicroismo circular se realizan en espectropolarimetro J-810 (Jasco),

configurado a velocidad de lectura 100 nm/min, tiempo de respuesta 4 s y ancho de banda
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1 nm. Se utilizan cubetas de cuarzo de 1, 2 0 5 mm de camino éptico (Hellma). Las

muestras se ensayan en buffer fosfato 50 mM pH 7.

El valor de elipticidad molar se calcula segin

[o]=—2

~10-C-¢

Donde © representa el valor medido de elipticidad en mdeg, C es la concentracion molar

de proteina pentamérica y /es el paso de luz de la cubeta en cm.

Curvas de plegamiento al equilibrio

Las soluciones para cada punto de la curva se preparan a partir de una soluciéon madre de
Guanidinio-HC1 6 M (ICN, ultra pure), fosfato 50 mM, pH 7. La concentracién final de
proteina es de 0,2 uM de pentamero, es decir 1 uM de mondémero. Las muestras se
incuban tres horas a temperatura ambiente y se centrifugan antes de la medicién. Las

mediciones se realizan en cubeta de 5 mm, a 25°C.

Curvas de desplegamiento por temperatura (Tm)

La temperatura de la cubeta se controla por sistema Peltier (Jasco). La muestra se calienta
4°C por minuto desde 25°C a 95°C mientras se registra el valor de dicroismo circular a
220 nm cada 0,1°C.

Ajustes de las curvas

El ajuste no lineal de las curvas de plegamiento al equilibrio y de desnaturalizacion

térmica se realiza con el programa “Micromath Scientist 2.01”.

Estudios inmunolégicos

Ensayo de ELISA

Se utilizaron placas de alto pegado de poliestireno (Maxisorp, NUNC, Dinamarca). Todas
las incubaciones se realizaron durante 1 h a temperatura ambiente. Los volimenes

utilizados fueron de 50 pl, excepto el bloqueo que se realizé6 con 200 pl. Como
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bloqueante y diluyente de sueros y conjugados se emple6 leche descremada en polvo al
1% (cuando se usé una proteina como antigeno) o 3% (cuando se usaron bacterias enteras

como antigeno) en PBS. Entre cada incubacion se realizaron 3 lavados con PBS.

La placa se sensibilizé6 con 0,1 pg de proteina recombinante purificada (LS-WT u
OMP31) o 50 pl de una suspensiéon de DOgyy = 0,5 de bacterias enteras inactivadas
(producidas por el laboratorio del Dr. Raul Bowden). OMP31 es expresada en forma
recombinante en bacterias E. coli en el laboratorio del Dr. Carlos A. Fossati. La proteina

se purifica en buffer con guanidinio 2M.

Los ensayos se incubaron con anticuerpos anti inmunoglobulinas totales de ratéon o
conejo (segun corresponda) conjugados con HRP y se revelaron con con 2 pg/ul de
ortho-phenilendiamina y 0.03% H>0, en 0.1 M de buffer fosfato citrato. La reaccion se
detuvo con 50 pl de H2SO4 4N. El color desarrollado se leyé a 492 nm en un lector de
microplacas. Los titulos de anticuerpos se calcularon como la tltima dilucién que resultd

ser mayor que el valor del suero negativo.

Inmunizacion de ratones

Las inyecciones de antigeno se realizaron por la via intraperitoneal.
Grupo “AF”
lera dosis, dia 0: 25 pg LS-OMP31 en 150 pl PBS + 150 pl AFC'.

2da dosis, dia 20: 25 pg LS-OMP31 en 150 pl PBS + 150 pl AFP.

3ra dosis, dia 40: idem 2da dosis.
Grupo “PBS”

lera dosis, dia 0: 25 pg LS-OMP31 en 250 pl PBS.
2da dosis, dia 20: idem lera dosis.

3ra dosis, dia 40: idem lera dosis.

! AFC = Adyuvante Completo de Freund

2 AFI = Adyuvante Incompleto de Freund

20



Se extrajeron muestras de sangre a los 7 dias de la 3ra dosis. Se centrifugaron las

muestras y se conservo congelado el sobrenadante (antisuero).

Inmunizacion de conejo

Se aplico el siguiente cronograma de inmunizacion:

lera dosis, dia 0: 200 pg LS-OMP31 en 1 ml PBS + 1ml AFC. Inyeccién intramuscular.
2da dosis, dia 22: 200 ug LS-OMP31 en 1 ml PBS + 1ml AFI Inyeccién subcutanea.
3ra dosis, dia 45: 200 pg LS-OMP31 en 1 ml PBS + 1ml AFI. Inyeccion intramuscular.
4ta dosis, dia 155: 200 pg LS-OMP31 en 1 ml PBS + 1ml AFI. Inyeccidn subcuténea.

Se extrajeron muestras de sangre a los dias 31, 52 y 180. Se centrifugaron las muestras y

o
se conservé congelado el sobrenadante (antisuero).



RESULTADOS



Creacion de genes quiméricos

Estrategia

Para la creacion de los genes que codifican para las proteinas quiméricas se optd por
desarrollar un sistema tipo “cassette” que permitiera el facil reemplazo del extremo 5° del
gen de la lumazina sintetasa (LS), el cual codifica para su extremo N-terminal. Esto
permiti6 disponer de un sistema simple para la creaciéon de las distintas quimeras de
interés. La estrategia seguida se resume en la figura 1.

Gen
Gen LS Gen LS Afl I -
en S - . LS-2MUT

—_— Nsil .

BamH | - . Xbal BamH | k/ s ) pALTER

f“\w’ . Apareado  Nsil Al Il
i mj p m==s

Inserto sintético

Oligonucleétidos
sense y antisense

Gen Gen
P quimérico Al quimérico
E"p;es‘cz,", o Subclonado
e — pET11a B — Nsil - b ALTER

N

Proteina quimérica

Figura 7. Estrategia para la produccion de proteinas quiméricas. (Ver texto)

Desarrollo del cassette

Para el desarrollo del cassette se insertaron en la region 5' del gen de la LS dos sitios de
restriccion nuevos, Nsi I y Afl II (Fig. 2). Estos sitios nuevos permitiran luego el

reemplazo del extremo 5' del gen.



LS-WT: GGA GAT ATA CAT ATG GCT AGC AAC CAA AGC TGT CCG AAC AAG ACA TCC
M A S N Q S e P N K T S

LS-2MUT: GGA GAT ATA CAT AGC AAC CAA AGC TGT CCG|CTT AAG|ACA TCC
H

L
. Nsi I Afl II

Figura 8. Detalle del extremo 5' del gen de la LS-WT y LS doble mutante
(“LS-2MUT”). Negritas: regién codificante (se muestra la secuencia de
aminoacidos en codigo de una letra); subrayado: bases mutadas en el cassette;

recuadrado: nuevos sitios de restriccion.

Para la incorporacién de estos sitios se sigui6 el protocolo de mutagénesis sitio dirigida

Altered Sites IT (Promega)’ (Fig 3).

2. Desnaturalizacion alcalina

Oligo Mut-Afl Il _A_ 3. Apareamiento oligos

—
BamH| Xbal A X o
Xba |
Bamgé LS * 4. Sintesis de cadena mutante
-1 4+ c===m con ADN polimerasa T4 y
j Tel' 3. ADN ligasa T4
At '
1. Subclonado de
* LS a pALTER \
Gen LS AV Tet®
et v
/ \ * 5. Transformacion ES1301 mutS
8. Sut:clonado apALTER 6. Purificacién ADN plasmidico,
. Tet AmpS * fransformacion JM109 y
- Tel 9. Segunda ronda de selecdén con ampicilina
S—2 mutagénesis con oligo 7. Screening
Mut-Nsi |

'
;
Tel‘

Figura 9. Protocolo seguido para la obtencién de LS-2MUT. 1. El gen de la
LS se subcloné desde el vector de expresion pET11a (Stratagene) al vector

pALTER-Ex1 (Promega). Se realiz6 el subclonado utilizando las enzimas

? http://www.promega.com/tbs/tm001/tm001.html
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de restriccion Xbal y BamHI las cuales cuentan con sitios de corte presentes
en los sitios de clonado de ambos vectores pero no en el gen de la LS. 2. El
plasmido obtenido por miniprep se desnaturaliz6 por agregado de hidréxido.
3. El vector desnaturalizado se apared con los oligonucle6tidos Mut-Afl 11
(ver Fig. 4), Amp-repair y Tet-knockout. El primer oligonucleétido contiene
la mutaciéon que se deseaba incorporar. Los ultimos permiten cambiar la
resistencia del vector de Tet/Amp® a Tet’/Amp". 4. Se incubé con ADN
polimerasa T4 y ADN ligasa T4 de manera de sintetizar la cadena mutante.
Se genera asi un vector doble cadena con algunas de sus bases desapareadas.
5. Se transformé E. coli ES 1301 mutS. Esta cepa es mutante de delecion
para el sistema de reparacion de bases no apareadas, lo cual permite que no
se anule la mutacion incorporada. Al duplicarse el plasmido en esta cepa, se
generan poblaciones de plasmidos mutantes y no-mutantes. 6. Se obtuvo
ADN plasmidico, se transform¢ bacterias E. coli IM109 y se selecciond por
ampicilina. Los vectores mutantes son resistentes a ampicilina. 7. Se realizd
screening por ensayo de restriccion con Nsi I. 8. Un clon positivo se
subcloné al vector pALTER Tet/Amp® y se someti6 a una segunda ronda de

mutagénesis utilizando el oligo Mut-Nsi I (ver Fig. 4).

Mut-Nsi I: 5' AT ATA CAT ATG GCT AGC AAC C 3
Mut-Afl II: 5' AA AGC TGT CCG CTT AAG ACA TCC TTT A 3'
Mut-Nsi [ Mut-Afl I1
/\ /\
Vector (no codificante) | Gen LS (extremo 5')

Figura 10. Oligonucledtidos usados en la mutagénesis sitio dirigida. Se
muestra un esquema del apareado de los mismos al templado y su secuencia.

Negrita: bases no apareadas entre los oligonucleétidos y el templado.

El resultado de la mutagénesis se verific6 por ensayos de restriccion con las enzimas Nsi
I y Afl II y por secuenciacién automatica utilizando el oligonucleétido "T7 promoter"

(Novagen) como primer (Fig. 5).
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&— circulo abierto

Wl ¢— lineal

;] 75 Bases
GATATACATATGCATAGCAAC

LY
G A

85 20 s 100 1
CAAAGCTG TCCSCTTAAGACATCC

Figura 11. A: Ensayo de restriccion. 1: pALTER-LS-2MUT sin digerir. 2:
pALTER-LS-2MUT digerido con Afl II. 3: Cassete digerido con Nsi I
Ambos tratamientos linealizaron el vector, indicando que el mismo incorpor6
los sitios de restriccidon para ambas enzimas. B: Cromatograma
correspondiente a la secuenciacion del cassette. Se subrayan en negro las

secuencias de los nuevos sitios de restricion.

Al elegir los sitios a insertar (Nsi [ y Afl II) se considerd que no existieran ya en el gen de
la LS ni en los vectores pET11a y pALTER-Ex1. Nsi [ tiene un sitio de corte en el sitio
de clonado multiple de pALTER-Ex1, pero éste fue removido en el subclonado, al digerir

previamente el vector con Xba [ y BamH L.

Obtencién de los genes quiméricos

La construccién de genes quiméricos se realizd segun se describe en Métodos. Se

obtuvieron de esta manera ocho genes quiméricos, los cuales se detallan en la tabla 1. El
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primero de ellos, LS-OMP31, se obtuvo ligando el inserto sintético correspondiente sobre
LS-2MUT en pALTER-Ex1. El gen de LS-OMP31 se subcloné a pETlla para su
expresion. Tanto la insercion como el posterior subclonado fueron confirmados por
secuenciacion del marco de lectura. Los restantes genes quiméricos se obtuvieron ligando
los insertos sintéticos directamente a una digestion Nsi I-Afl II del vector pET11a-LS-
OMP31, el cual por poseer los sitios para estas enzimas puede funcionar como aceptor de
insertos. Se evitd asi el paso de subclonado desde pALTER a pET para las quimeras
subsiguientes. A su vez, como se describe a continuacién, se puso a punto un protocolo
de screening por colony-PCR, que permite identificar rapidamente clones positivos tras
los ensayos de construccion de genes quiméricos. Todas las construcciones se confirman

finalmente por secuenciacion del marco de lectura completo del gen.

Se ensay0 la factibilidad de un screening por colony-PCR que no requiriese la sintesis de
nuevos oligonucledtidos especificos para cada quimera. Se ensay6 en primer lugar la
posibilidad de usar las combinaciones de primers T7-promoter / OMP31Back y T7-
terminator / OMP31for para detectar la presencia del inserto en el gen LS-OMP31. T7-
promoter y T7-terminator son primers de secuenciacidon universales (Novagen), con sitios
de reconocimiento especificos rio arriba y rio abajo respectivamente del gen clonado en
pET11a (ver mapa en Métodos). Las combinaciones de primers mencionadas resultarian
en productos de tamaiios esperados de 181 pb y 640 pb respectivamente. Se ensayaron
reacciones de PCR segun el protocolo descripto en Métodos, utilizando pET11a-LS-
OMP31 como templado. S6lo T7-terminator / OMP31for resulté en un producto del
tamafio esperado (Fig. 6A, calle d). La identidad de este producto se confirmé por
secuenciacion. En la figura 6B se muestra un ejemplo de un screening exitoso por colony-
PCR. Usualmente el 80% de las colonias ensayadas resultaron positivas para la insercién
buscada. Para cada gen quimérico sintetizado se secuencid al menos uno de los clones
positivos. Una vez confirmada la obtenciéon del gen de interés, se obtuvo ADN
plasmidico por el método de la lisis alcalina (miniprep) y se transformé bacterias E. coli

BI21(DE3), en las que se llevaria a cabo la expresion de las proteinas quiméricas.
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Figura 12. Ensayos de colony PCR. A. Ensayo preliminar. Se realizaron
PCRs utilizando pET11a-LS-OMP31 como templado y los primers T7-
promoter/OMP31Back (1 y 2), s6lo T7-promoter como control negativo (3),
T7-terminator/OMP3 1for (4) y s6lo T7-terminator como control negativo (5).
Se sembraron 15 pl de la reacciéonen 1, 3,4 y 5y 5 pl en 2. B. Screening de
LS-KETcl. Calles 1 a 6: colony-PCRs. 7: control positivo. 8: control

negativo. 1 a 5 resultaron positivos para la insercién.

Se obtuvieron ocho genes quiméricos, cuya secuencia se detalla en la Tabla



LS-OMP31 Long. = 27 aa MW = 19777,5 pI = 6,00

5' TAACGCCGGTTACGCAGGCGGCAAGTTCAAGCATCCATTTTCTAGCTTTGACAAGGAAGACAACGAACAGGTTTCCGGTTCGC 3!
ACGTATTGCGGCCAATGCGTCCGCCGTTCAAGTTCGTAGGTAAAAGATCGAAACTGTTCCTTCTGTTGCTTGTCCAAAGGCCAAGCGAATT
N A G Y A G G K F K HP F 8 8 F DK EUDNJEUZGQV S G s

LS-KETc12 Long. = 10 aa MW = 17849,5 pI = 5,52
5 TGGTAACCTGCTTCTGAGCTGTCTGGGTAGCC 3}
3 ACGTACCATTGGACGAAGACTCGACAGACCCATCGGAATT 5'

G N L L L 8 C L G 8

LS-KETcl Long. = 14 aa MW = 18221,9 pI = 9,79

5! TGCCCCGATGAGCACGCCGAGCGCCACGAGCGTCCGCGGTAGCC 3
3' ACGTACGGGGCTACTCGTGCGGCTCGCGGTGCTCGCAGGCGCCATCGGAATT 5'
A P M 8 T P S8 A T S V R G 8

LS-GK1 Long. = 21 aa MW = 19232,9 pI = 5,06

5" TGGTTATTATTATCCGAGCGACCCGAACACGTTCTATGCCCCGCCGTATAGCCAGGCCAGCGCCC 3!
3' ACGTACCAATAATAATAGGCTCGCTGGGCTTGTGCAAGATACGGGGCGGCATATCGGTCCGGTCGCGGGAATT 5'
G ¥ ¥Y Y P 8S D P NTUPFP Y AUPUPY 8 Q A 8 A

LS-MEAM Long. = 10 aa MW = 18017,7 pI = 11,17

& TAACATCATCCGTACCAAAAAACAGGGTAGCC < 1
3' ACGTATTGTAGTAGGCATGGTTTTTTGTCCCATCGGAATT 5'
N I I R T K K Q G 8

LS-MEAL Long. = 13 aa MW = 18337,0 pI = 5,19

B TATCAACCAGGATCCGGATAAAATCCTGACCTACGGTAGCC 3"
3' ACGTATAGTTGGTCCTAGGCCTATTTTAGGACTGGATGCCATCGGAATT 5'
I N Q D P D XK I L T Y G 8

LS-RSVM Long. = 10 aa MW = 17999,6 pI = 8,54

5 TCACTGGTCTATCTCTAAACCGCAGGGTAGCC By
3' ACGTAGTGACCAGATAGAGATTTGGCGTCCCATCGGAATT 5'
H W 8 I 8 K P Q G 8

LS-TRP2 Long. = 10 aa MW = 18105,5 pI = 5,06

s TGTCTATGACTTCTTCGTCTGGCTGGGTAGCC 3"
3' ACGTACAGATACTGAAGAAGCAGACCGACCCATCGGAATT 5'
V Y D F F V WUIL G 8

Tabla 1. Genes quiméricos obtenidos. Se detalla para cada uno la secuencia de los
oligonucledtidos utilizados y la secuencia aminoacidica para la que codifican. Se indica
también la longitud del péptido insertado, su punto isoeléctrico teérico y el peso
molecular teérico del monémero de proteina resultante.

28



Expresion y purificacion de las proteinas quiméricas

De los ocho genes quiméricos sintetizados, seis de las proteinas quiméricas pudieron ser

exitosamente expresadas y purificadas.

Ensayos’de expresion en escala pequeiia

Antes de crecer cultivos bacterianos con fines preparativos, se realizaron ensayos de
expresion de los genes quiméricos obtenidos como se describe en Métodos. Un nimero
de clones de bacterias transformadas se ensayan de manera de trabajar luego con aquel de
mayor nivel de produccion de proteina recombinante. En la figura 7 se muestra el ensayo

para LS-OMP31, tras el cual se decidi6 trabajar con el clon de la calle 2.

Figura 13. Ensayo de expresion de LS-OMP31. SDS-PAGE 17%. 1. LS-
WT purificada. 2 y 3. Alicuotas de cultivo de expresion de dos clones de
LS-OMP31. Por tratarse de un gel desnaturalizante, la proteina migra como

un monoémero por encima del marcador de 20 KDa.

La figura 8 muestra la expresion en escala pequeiia de la proteina WT y seis quimeras. Se
observa que el nivel de expresion de la proteina no se ve afectado sensiblemente por el

reemplazo de su extremo N-terminal en las proteinas quiméricas.
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Figura 14. Ensayos de expresion en escala pequefia. SDS-PAGE 17%. 1. LS-WT
purificada. 2. LS-WT. 3. LS-KETc12. 4. LS-MEAM. 5. LS-RSVM. 6. LS-MEAL.
7. LS-KETcl. 8. LS-OMP31. 9. LS-OMP31 purificada.

Expresion, Replegado y Purificacion de LS-OMP31

La expresion, replegado y purificacion de LS-OMP31 se realizé siguiendo, en lineas
generales, los procedimientos descriptos para LS-WT* (Goldbaum 1999), los cuales se
detallan en Métodos. El cultivo bacteriano de expresion se lisd, dando origen a dos

fracciones, la de periplasma/citoplasma y la de cuerpos de inclusién (Fig. 9).

* Cabe destacar que el reemplazo del extremo N-terminal simplifica y reduce el costo de la purificacion.
Dado que se elimina la cisteina presente en la LS-WT, se hace posible trabajar sin el agregado de DTT en

la purificacién de aquellas quimeras que no incorporen una cisteina en la secuencia del péptido insertado.
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Figura 15. Expresiéon de LS-OMP31. SDS-PAGE 17%. 1. Cultivo sin
inducir. 2. Cultivo inducido con ImM IPTG. 3. Fraccién citoplasmatica. 4.
Fraccion de cuerpos de inclusion resuspendidos en 8M urea. La flecha sefiala
las bandas correspendientes a LS-OMP31. (LMW = marcadores de peso

molecular; se indica su peso en kilodaltons).

Se observa que no existen niveles apreciables de expresion de LS-OMP31 previo a la
induccién del cultivo. Tras la induccién se observa una fuerte sobreexpresion de la
misma. La proteina se encuentra tanto en fraccion citoplasmética como en cuerpos de
inclusién, aunque en distintas cantidades. Los cuerpos de inclusién resuspendidos en

buffer con urea 8M se sometieron al protocolo de replegado descripto en Métodos.

La fraccion de cuerpos de inclusion replegados se purificdé por cromatografia de
intercambio aniénico en columna de Q-Sepharose (Fig. 10) seguida de cromatografia en
columna de exclusiéon molecular Superdex 200 (Fig. 11), como se describe en Métodos.
La composicion de los picos se analizé por SDS-PAGE (Fig. 12).

04 PA2soom
n 3 100% B

30 60 90 120 ml

Figura 16. Cromatograma correspondiente a la elucién por gradiente de LS-
OMP31 de columna de Q-Sepharose. La linea de puntos representa el
gradiente de 0 a 81% de buffer B seguido por el salto a 100% de B. Se

numeran los picos analizados luego por gel.
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Figura 17. Cromatograma correspondiente a la elucion de LS-OMP31 de
columna Superdex 200. Se numeran los picos analizados luego por gel.
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Figura 18. Purificacion de LS-OMP31 seguida por SDS-PAGE 17%. Los
numeros de calle se corresponden con la numeracion de los picos en las
figuras 16 y 17. (LMW = marcadores de peso molecular; se indica su peso en
kilodaltons).

LS-OMP31 eluy6 de la columna de intercambio aniénico como un pico a 50,2% de buffer
B (Fig. 10, pico 2; Fig. 12, calle 2). Este se concentré por Centriprep (Millipore) y se
inyect6 en columna de exclusién molecular, de donde eluy6é como un pico a 12,85 ml de

buffer (Fig. 11, pico 4+5; Fig. 12, calles 4 y 5).
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El mismo protocolo de purificacion se aplico a la purificacion de las restantes proteinas
quiméricas. Se purificaron con éxito LS-KETc12, LS-MEAM, LS-RSVM, LS-MEAL vy
LS-KETcl1. LS-TRP2 pudo purificarse pero la proteina no pudo mantenerse en solucién
en las condiciones ensayadas. LS-GK1 no pudo ser purificada. El rendimiento de las

purificaciones fue del orden de los 20 mg de proteina por litro de cultivo.

Estructura y estabilidad de las proteinas quiméricas

Estructura

La primer evidencia de que la proteina quimérica LS-OMP31 adopta un plegamiento
pentamérico se obtuvo a partir del volumen de elucién de la misma de la columna de

exclusion molecular (Fig. 13).

LS-OMP31 f
(19my

Figura 19. Cromatogramas correspondientes a la elucién de LS-WT y LS-
OMP31 de la columna Superdex 200. La flecha marca la inyeccion de las

muestras. Se indica entre paréntesis el volumen de eluciéon de cada proteina.

De acuerdo a una calibracion de la columna, 12,7 ml se corresponde a un peso molecular
de 75 KDa y 11,9 a 93 KDa. Los pesos moleculares teéricos de los pentameros de LS-
WT y LS-OMP31 son de 87,2 y 98,9 KDa respectivamente. Aunque la exactitud de la
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calibracién es baja, el resultado indicaria que la quimera eluye como pentamero de la

columna.

Todas las quimeras purificadas eluyeron de acuerdo al volumen de elucion esperado para

un pentamero en la cromatografia de exclusion molecular.

La estructura secundaria de las quimeras se evalu6 por dicroismo circular (CD) (Fig. 14).
La LS presenta un espectro de CD en el ultravioleta lejano coherente con su alto
contenido de hélices alfa. El espectro de elipticidad molar de la quimera LS-OMP31
superpone casi con exactitud con el obtenido para LS-WT, confirmando que la misma no
presenta cambios importantes en sus estructuras secundarias debido a la insercion del

péptido fordneo en su extremo amino.

2.0x10°-
5 f\\ — LS-WT
5 Ry L LS-OMP31
o 10x100{
£
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> 200 210 220 230 240 250 260
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2 X
-1.0x10°07 el

Figura 20. Espectros de dicrosimo circular en el ultravioleta lejano (260 a 190
nm) de LS-WT y LS-OMP31 expresado en unidades de elipticidad molar.

Todas las quimeras purificadas mostraron espectros similares de dicroismo circular.

Estabilidad

Una vez confirmado que las proteinas quiméricas desarrolladas se plegaban
correctamente en forma de pentdmeros, de estructura secundaria comparable a la de la
proteina WT, se estudi6 si las sustituciones del extremo N-terminal comprometian de
alguna manera a la estabilidad de las proteinas. Para esto se estudié la desnaturalizacién

de las quimeras por hidrocloruro de guanidinio (Gdm-HCI) y por temperatura.
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La desnaturalizacion de las proteinas se siguid por el valor de CD a 220 nm. La figura 15
muestra los espectros de CD de LS-OMP31 en 0 y 5,5 M del agente desnaturalizante
guanidinio. Se observa que el valor de CD a 220 nm resulta extremadamente sensible al

desplegamiento de la proteina.
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Figura 21. Espectros de CD de LS-OMP31 nativa (0 M Guanidinio) y
desnaturalizada (5,5 M Guanidinio).

Curvas de desnaturalizacion al equilibrio

A partir de las curvas de desnaturalizacion al equilibrio es posible estimar la estabilidad
conformacional propia de una proteina (Pace 1986). Para esto, se incuban muestras de
proteina purificada con concentraciones crecientes de un agente desnaturalizante hasta
que la reaccién de plegamiento/desplegamiento alcance el quilibrio, tras lo cual se
cuantifica la proporcioén de proteina plegada a cada concentraciéon. Se realizaron curvas
de desnaturalizacién por guanidinio para las quimeras purificadas, como se describe en

Métodos (Fig. 16).
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Figura 22. Curvas de desnaturalizaciéon al equilibrio por hidrocloruro de
guanidinio. Se grafico la fraccion no plegada (Fu) en funcién de la concentracién
de guanidinio. Cuadrados negros: LS-WT, simbolos blancos: quimeras. El célculo

de Fu, asi como el ajuste de las curvas se describe en el texto.

Analisis termodinéamico de las curvas de desnaturalizacion

Para determinar el cambio de energia libre asociado al desplegamiento de cada proteina,
los datos experimentales deben ajustarse a una curva tedrica que describa la dependencia
de la constante de equilibrio entre el estado plegado y el desplegado con la concentracion

de agente desnaturalizante.

Resultados preliminares obtenidos en nuestro laboratorio sugieren que la
desnaturalizacion de la LS por hidrocloruro de guanidinio es una reaccion de dos estados,
segun la cual la pérdida de la estructura secundaria, terciaria y cuaternaria de la proteina

estan acopladas en una Unica transicién cooperativa:
Ns=5U (1)

Son evidencia de esto: 1) En columna de exclusiéon molecular en buffer guanidinio 6M, la

LS eluye con un volumen correspondiente a su peso molecular monomérico. 2) En las
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curvas de desnaturalizacion al equilibrio se observa una tnica transicion cooperativa, lo
cual seria coherente con que no existan concentraciones apreciables de estados
intermediarios en la reacciéon. 3) Las curvas medidas por dicroismo circular o
fluorescencia coinciden. Siendo el CD en el UV lejano una medida de estructura
secundaria y la fluorescencia una de estructura terciaria, este resultado sugiere que la
pérdida de estos dos niveles de estructura esta acoplada. 4) La desnaturalizacion por
guanidinio es reversible en las condiciones utilizadas, obteniendose valores de
reversibilidad de entre 60 y 100%, tanto para LS-WT como para LS-OMP31 y LS-
KETcl (datos no mostrados).

A partir de estos resultados, las curvas de desnaturalizacion al equilibrio se ajustaron a un
modelo de dos estados, segtn el cual el pentamero realiza una transicién en un paso a
cinco mondémeros desplegados. Las formulas que describen esta transicion se dedujeron a
partir de las ya desarrolladas para proteinas monoméricas (Pace 1986) y diméricas (Mok

1996), como se describe a continuacion.

La constante de equilibrio de la reaccion (1) se calcula como

Ky =t 2)

La energia libre de desplegamiento (AGy;) se relaciona con la constante de equilibrio

segun

—AGU)

Ky =e[ = 3)

La energia libre de desplegamiento puede considerarse linealmente dependiente de la

concentracion de guanidinio ([Gdm]) (Pace 1986):
AGy =AGyao -m:[Gdm]. 4)

Donde AGyyo representa a la energia libre de desplegamiento en ausencia de agente

desnaturalizante, y constituye un pardmetro termodinamico caracteristico de cada

proteina. El parametro m constituye la pendiente de cooperatividad.

Siendo la concentracién total de monémero (Py)
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Pr =5[Ns]+[U], (%)

la fraccion de proteina plegada (Fy) y de proteina desplegada (Fy) pueden expresarse

como:
5[Ns]
Fy = b F (6)
Py
Fy =1-Fy = U] (7
Pr
La constante de equilibrio expresada en funcién de Fy resulta entonces
5
Fy 4
Ky = 5P 8
LT ®)
El valor de Fy se obtiene para cada punto de la curva experimental como
(m [Gdm)+ F)-Y
- ©)

Fy = (m, [Gdm]+ F)~(m,[Gdm] +U)

donde Y corresponde al valor de elipticidad leido, [Gdm] es la concentracion de
guanidinio y los parametros restantes corresponden a las rectas que describen las regiones
de la curva antes y despues de la transicién cooperativa de desplegamiento y se muestran

en la figura 17.

Dso [D]
(VI o e Bt
. )’U—mU[D]"‘U
*
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>
: Y 4
yp=mp[D]+F
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T e
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Figura 23. Parametros en una curva de desnaturalizaciéon al equilibrio. Se
muestran las rectas que describen las lineas de base del estado plegado (yr = mg
[D] + F) y del desplegado (y¢ = my [D] + F) asi como la concentracion de

desnaturalizante para la cual la proteina se despliega en un 50% (Dso).

De la combinacion de las ecuaciones 3, 4, 8 y 9 se obtiene la ecuaciéon que permite ajustar

las curvas experimentales y deducir el valor de los parametros termodindmicos:

(mg/Gdm] +F)-Y )}5Pt4+[( (m¢/Gdm] +F)-Y =T =5

_AGu:o _m[de]
-1lle
(mg/Gdm] +F)—(m,/Gdm] + U m¢/Gdm] +F)-(m,/Gdm] + U) }

Los resultados obtenidos por el ajuste de las curvas mostradas en la figura 16 se detallan

en la tabla 2.

Proteina L ; s
(Kjoule/mol) (Kjoule/K * mol)
LS-WT 305+ 30 64+ 11 216
LS-KETcl12 335+9 T3%3 2,7
LS-RSVM 343+ 18 Ti.x7 2,6
LS-MEAL 258+ 14 47+5 2;5
LS-KETcl 340 £ 10 1343 2.7
LS-OMP31 342 £ 15 73 £5 2,8

Tabla 2. Parametros de las curvas de desnaturalizacion por guanidinio de
las proteinas quiméricas y la LS-WT. Los errores corresponden al desvio

estandar de cada parametro en el ajuste no lineal.

El valor de Ds corresponde a la concentracion de desnaturalizante (guanidinio) para la

cual la proteina se desnaturaliza en un 50% y se calcula segun la siguiente férmula:

RT ln(Pt4 %) + AG H20

Dsp = ,
m

39



la cual se deduce de las ecuaciones anteriores.

Se observa que, a excepcion de LS-MEAL?’, las quimeras ensayadas no ven modificada
su energia libre de desplegamiento ni su pendiente de cooperatividad respecto a la LS-
WT.

Desnaturalizacion térmica

La lumazina sintetasa es desnaturalizada a altas temperaturas de manera irreversible.
Dada la irreversibilidad del proceso, no es posible calcular a partir del mismo parametros
termodindmicos propios del desplegamiento de la proteina. Se puede sin embargo tomar
el parametro empirico “T,, aparente” (temperatura de desnaturalizacién media, T;,,) como
indicador de estabilidad térmica. La figura 18 muestra una curva de desnaturalizacién
térmica de la LS. Se observa que la proteina realiza una transicién cooperativa de

desnaturalizacion centrada aproximadamente en los 87°C.
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Figura 24. Desnaturalizacion térmica de LS-WT. Se grafica la elipticidad
molar a 220 nm en funcién de la temperatura para una concentraciéon de

proteina de 0,2 pM.

% En la figura 22 LS-MEAL est4 representada por rombos blancos.
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Se realizaron curvas de desnaturalizacion térmica para las proteinas quiméricas. Para

calcular el valor de T, de cada curva, las mismas se ajustaron a la siguiente ecuacion:

(k,:, kF2°T) F)+ (my - T+U)- o (T=Tm)
m-(T-Tp, )

y.—_
l+e

donde y representa el valor de CD22onm, F, kr1 y kr2 son parametros de la exponencial que
describe el cambio con la temperatura del valor de CD;onm para la proteina plegada, U y
m, son parametros de la recta que describe a la proteina desplegada y m y T, describen la
pendiente y el punto medio de la transicién cooperativa entre los dos estados

respectivamente.

Los resultados obtenidos se detallan en la tabla 3.

Proteina Tm (°0)

LS-WT 86,3 £ 0,1
LS-KETc12 87,7 +0,1
LS-MEAM 88,8 + 0,4
LS-RSVM 88,3+ 0,1
LS-MEAL 88,6+ 0,1
LS-KETcl 88,1+ 0,1
LS-OMP31 86,5+ 0,1
LS-TRP2 87,5+ 0,1

Tabla 3. Temperatura de desnaturalizaciéon media aparente para las quimeras y
LS-WT. El error corresponde al desvio estandar del parametro Ty, en el ajuste no

lineal.

Se observa que no existe una pérdida de estabilidad térmica en las proteinas quiméricas

ensayadas.

Antigenicidad e inmunogenicidad de las proteinas quiméricas

Antigenicidad

Se define como antigenicidad a la capacidad de una sustancia de unirse al sitio de unién a

antigenos de un anticuerpo especifico (Janeway ). Se estudio la antigencicidad de LS-
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OMP31. Se estudio su capacidad de unir a un anticuerpo monoclonal especifico contra el
péptido insertado (A59/10F09/G10, (Bowden 1995)) y a uno especifico contra la proteina
LS-WT (BI24, (Goldbaum 1992)). Esto permitié ensayar tanto la antigenicidad del

péptido como del nicleo de la proteina. La antigenicidad se ensay6 por ELISA, como se

detalla en Métodos # (Fig. 19).
M MADb Anti-LS
EIMADb Anti-OMP31

o
oy o ¥

LS-OMP31 LS-WT

Figura 25. Antigenicidad de LS-OMP31 por ELISA. Se utilizaron masas de 1
ug, 0,25 ug, 0,1 ug y 20 ng de LS-OMP31 y LS-WT como antigenos y Mab
Anti-LS (1/1000) y Mab Anti-OMP31 (1/1000) como anticuerpos.

Se observa que LS-OMP31 es reconocida tanto por el anticuerpo monoclonal que
reconoce LS-WT como por el que reconoce el péptido insertado, mientras que LS-WT
solo es reconocida por el primer anticuerpo. Esto indica que el péptido conserva sus
propiedades antigénicas al ser presentado por la quimera. A su vez, el plegamiento de la
quimera no presenta cambios importantes que impidan su reconocimiento por el

anticuerpo anti-LS. Ambos anticuerpos detectaron hasta 20 ng de quimera por pocillo.

Inmunogenicidad

Se define como inmunogenicidad a la capacidad de una sustancia de generar una
respuesta inmune humoral o celular especifica. La inmunogenicidad de LS-OMP31 se

estudi en ratones y conejo.

42



Inmunizacioén de ratones

Se evalu6 la capacidad de LS-OMP31 de generar respuesta inmune humoral especifica
contra el péptido insertado al ser inyectada con y sin adyuvante en ratones. Se trabajé con
dos grupos de cinco ratones cada uno, como se describe en Métodos. El grupo "AF"
recibi6 tres dosis intraperitoneales de 25 ug de proteina en emulsiéon al medio con
adyuvante de Freund a los 0, 20 y 40 dias. La primer dosis se aplicé en adyuvante
completo y las restantes en incompleto. El grupo "PBS" recibié el mismo tratamiento
pero con la proteina inyectada sin adyuvante. Se extrajo sangre a los) 7 dias de la tercera
inmunizacién y se ensayoé la reactividad de los sueros contra la proteina de membrana

OMP31 por ELISA (Fig. 20).
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Figura 26. Inmunogenicidad de LS-OMP31 por ELISA. Reactividad de
diluciones 1/100 de sueros de ratones inmunizados con LS-OMP31 con
adyuvante ("AF", 4 ratones) o sin adyuvante ("PBS", 5 ratones) contra
OMP31. Los sueros de cada grupo se ordenaron por reactividad decreciente.
Se indica con linea de puntos la reactividad de un suero pre-inmune (control

negativo). Un ratén del grupo AF muri6 antes de la extraccion.
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Se obtuvo una fuerte respuesta contra OMP31 en ratones inmunizados con la quimera en
adyuvante °. Resulta muy interesante la alta respuesta obtenida en el grupo PBS. Uno de
los sueros de este grupo resulté incluso de reactividad mayor que algunos de AF. Esto
demuestra que ratones inmunizados con la quimera LS-OMP31 con y sin adyuvante

desarrollan una respuesta inmune especifica contra el péptido insertado.

Inmunizacién de conejo

Un conejo se inyecté con LS-OMP31 en adyuvante siguiendo el protocolo descripto en
Métodos. Los antisueros colectados luego de la 2da, 3ra y 4ta dosis de antigeno se

titularon por ELISA contra la proteina de membrana OMP31 recombinante (Fig. 21).
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Figura 27. ELISA de titulacién de sueros de conejo anti LS-OMP31. Se
ensay0 la reactividad de los tres sueros contra OMP31. Se utiliz6 como suero
negativo una dilucién 1/100 de un suero de conejo anti LS-WT. Se ilustra en

linea de puntos la reactividad de este suero.

% Se determiné que los sueros de los dos ratones de mayor reactividad del grupo AF reconocen

especificamente a OMP31 hasta una dilucién de 1/10.000 (datos no mostrados).
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El titulo de los antisueros ensayados, definido como la maxima dilucién en reconocer el
antigeno por sobre el suero negativo, fue de 3200, 12800 y 25600 para los sueros
corresopndientes a la 2da, 3ra y 4ta dosis respectivamente. El conejo inmunizado
desarrollo una fuerte respuesta inmune especifica contra OMP31. Dado que el suero
contra LS-WT no reconoce a OMP31 (figura 21, control negativo), esta alta reactividad
se debe a una respuesta de anticuerpos especificos contra el péptido insertado en la

quimera.

La proteina OMP31 utilizada en los ensayos de ELISA mostrados se produce en forma
recombinante en E. coli, de donde se purifica. Por tratarse de una proteina integral de
membrana, la misma no puede mantenerse en solucion acuosa, por lo que se obtiene en
condiciones desnaturalizantes. En los ensayos mostrados, entonces, no se demuestra que
los antisueros sean capaces de reconocer a OMP31 en su conformacién nativa en el
contexto de la membrana externa bacteriana. Esta propiedad seria importante para la
potencial efectividad de la quimera como inmunégeno capaz de conferir inmunidad
humoral contra Brucella. Para evaluar esta posibilidad se realizaron ensayos de ELISA

utilizando como antigeno dos cepas de B. melitensis H38, una lisa y otra rugosa (Fig. 22).
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Figura 28. Reactividad del suero de conejo anti LS-OMP31 (4ta dosis) contra
bacteria entera B. melitensis H38 lisa o rugosa. A los valores mostrados se
resto la reactividad correspondiente a un suero de conejo anti LS-WT, el cual
se titulé en simultaneo contra ambos antigenos. Los errores corresponden a la

suma de errores estandar de la media.

La reactividad de un suero contra bacterias enteras resulta por lo general dificil de evaluar
debido a la complejidad del antigeno utilizado. El ensayo demuestra sin embargo que el
suero anti LS-OMP31 reconoce especificamente a OMP31 insertada en la membrana de
la cepa rugosa. La reactividad de este suero contra la cepa lisa no se diferencia de la
propia del suero anti LS-WT. Este resultado es totalmente coherente con el publicado
para el anticuerpo monoclonal A59/10F09/G10 (Bowden 1995). Este anticuerpo
especifico para el epitope insertado en la quimera LS-OMP31 reconoce fuertemente a la
cepa rugosa de B. melitensis H38 y no asi a la cepa lisa, lo cual obedeceria a la mayor
exposicion de la proteina de membrana en la primer cepa. Se comprobd entonces que el
péptido presentado en el contexto de la LS es capaz de inducir anticuerpos que reconocen

a OMP31 en su estructura nativa.

Quimeras mixtas

Se ensay6 la posibilidad de obtener “quimeras mixtas”, esto es, pentdmeros conteniendo
monoémeros de distintas quimeras. Estos pentdmeros podrian presentar entonces una
mezcla de hasta cinco péptidos antigénicos distintos, actuando asi como inmundgenos
polivalentes. Para intentar obtener estas quimeras mixtas se aprovecho la reversibilidad
de la desnaturalizacién de LS por guanidinio. Se buscd obtener quimeras mixtas entre

LS-OMP31 y LS-KETcl, siguiendo la estrategia que se describe en la figura 23.
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Figura 29. Estrategia seguida para la obtencién de quimeras mixtas. Las
proteinas se despliegan en guanidinio 6M, se mezclan y se repliegan por

dialisis.

La diferencia de peso molecular entre las quimeras mixtas de distinta composiciéon de
monomeros no seria suficiente para discriminarlas. Es por esto que se eligié trabajar con
LS-OMP31 y LS-KETcl1, quimeras con péptidos de punto isoeléctrico (pI) sensiblemente
distinto (ver Tabla 1). De esta manera, los pentameros formados por distintas
proporciones de mondmeros de estas quimeras tendrian carga neta de superficie y pl
distinto, posibilitando su separaciéon por isoelectroenfoque o cromatografia de

intercambio i0nico.

Una mezcla de LS-OMP31 y LS-KETcl (300 pM cada una) se desnaturaliz6 por
agregado de guanidinio hasta concentracion final 6 M. Esta mezcla se replegd por diélisis
prolongada contra buffer PBS, PMSF 1mM, EDTA 1mM. La muestra se centrifugd y se
conservd el sobrenadante (llamamos a esta muestra “quimeras mixtas”). El mismo
procedimiento se realiz6 en paralelo para LS-OMP31 y LS-KETc1 por separado (300 uM
cada una) como controles. El rendimiento de replegamiento de l:':ls muestras se estimo por

dicroismo circular a 220 nm, obteniendo valores del orden del 20%.

Las muestras obtenidas se sembraron en columna de exclusion molecular (Fig. 24).
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Figura 30. Cromatogramas de Superdex 200. Se superpusieron las corridas
de LS-OMP31 replegada, LS-KETcl replegada y la muestra de quimeras

mixtas.

LS-OMP31 y LS-KETecl replegados eluyeron con volumen de elucién 12,65 y 13,16 ml
respectivamente, siendo estos volumenes los esperados para los pentdmeros plegados.
LS-OMP31, siendo la de mayor peso molecular eluye a un menor volumen que LS-
KETcl. La muestra de quimeras mixtas eluyé como lo haria un pentamero plegado de
peso molecular intermedio, a un volimen de 13,08 ml. Como se habia anticipado, la baja
sensibilidad del método no permite discriminar pentdmeros de distinto peso molecular

dentro de la muestra de quimeras mixtas.

Para analizar la composicion de las muestras obtenidas, una alicuota se concentr6 en
CentriCon y se sembr6é en gel de isoelectroenfoque (Fig. 24) (PhastGel IEF 5-8,
PhastSystem, Pharmacia). La corrida se realiz6 segun las instrucciones del fabricante y se

revel6 con Coomassie Blue.
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Figura 31. Isoelectroenfoque de quimeras mixtas. Calle 1: LS-KETcl
replegada (control). Calle 2: Quimeras mixtas. Calle 3: LS-OMP31

replegada (control). Se indica la posicion de marcadores de pl.

LS-KETcl1 corre con un pl de 7,20 (Fig. 24, calle 1) y LS-OMP31 de 6,35 (Fig 24., calle
3). La muestra de quimeras mixtas presenta bandas correspondientes a pl intermedios, de
entre 6,85 y 6,35, demostrando la formaciéon de una variedad de proteinas de distintos

puntos isoeléctricos.

Para confirmar la formaciéon de quimeras mixtas y caracterizar su composicion, las
muestras purificadas por Superdex 200 se analizaron por columna de intercambio
aniénico MonoQ (Pharmacia). La figura 26 muestra los cromatogramas correspondientes
a las tres cromatorafias y un SDS-PAGE en el que se sembraron muestras de los distintos

picos obtenidos.
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Figura 32. Cromatogramas de MonoQ. Linea negra: quimeras mixtas. Linea gris
de raya-punto-raya: LS-KETc1. Linea gris de puntos: LS-OMP31. Las corridas de
LS-OMP31 y LS-KETcl se escalaron verticalmente de manera que su altura
méxima coincida con la de las quimeras mixtas. Sobre los cromatogramas se
ubica un SDS-PAGE 17% en el cual se analizaron los picos obtenidos. Calle 1:
pico mayoritario LS-KETcl. Calle 8: pico mayoritario LS-OMP31. Calles 2 a 7:
picos intermedios en la corrida de quimeras mixtas (los seis picos sembrados se

indican con asteriscos sobre el cromatograma).

Se observa que la muestra de quimeras mixtas contiene proteinas de comportamiento
cromatografico intermedio entre los propios de las dos quimeras puras. Tratdndose de una
columna de intercambio i6nico, esto significa que las proteinas poseen una densidad de
carga de superficie intermedia. EI SDS-PAGE confirma que estas proteinas estin
compuestas exclusivamente de monémeros de LS-KETcl y LS-OMP31 y permite
observar la proporcién de monémeros en cada pico de la corrida. Se observa como la
proporcién de monémero de LS-OMP31 aumenta desde la calle 2 a la 7. El gel se analizé
por densitometria y se comparé para cada calle (de la 2 a la 7) la instensidad de las

bandas de los mondémeros. El porcentaje de monémero de LS-OMP31 fue de 0, 17, 17,
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37, 47 y 60% en las calles 2 a 7. Los picos mayoritarios corresponerian entonces a

pentameros mixtos con 3 mondmeros de una quimera y 2 de la otra.

De los resultados mostrados se deduce entonces que la muestra “quimeras mixtas”
contiene proteinas pentaméricas, compuestas exclusivamente por mondémeros de LS-
OMP31 y LS-KETcl cuyos puntos isoeléctricos y cargas de superficie son intermedios a
los caracteristicos de ambas quimeras. Estos resultados confirman que se obtuvieron con
éxito pentdmeros constituidos por mezclas de mondémeros distintos. La confirmacion

definitiva de este resultado provendra de estudios de espectroscopia de masa.

Podemos preguntarnos si la manera en que se formaron los pentameros mixtos fue
aleatoria. Es decir, si la proporcién de los distintos pentameros formados obedeciod
puramente a las leyes del azar. Si este fuera el caso, la probabilidad de que se forme un
pentamero con x monomeros de LS-OMP31 (y entonces con 5-x mondémeros de LS-
KETcl, claro) sigue una distribucioén binomial con n =5 y p = '4. Segiin esta distribucion,

las proporciones esperadas de pentameros serian:

Monémeros Mondémeros de Proporcion
de LS-KETcl LS-OMP31 esperada

0 5 1432
1 4 51732
2 3 10/32
3 2 10/32
4 1 5/32
e
5 0 1/32

Esto explica la forma del cromatograma obtenido, en el que son mayoritarios los picos
con cantidades similares de cada mondémeros (Fig 26, 22% a 27% de buffer B y calles 5 y
6). Se deduce entonces que los pentdmeros mixtos se formaron al azar a partir de
mondémeros desplegados. Este resultado corrobora asimismo el modelo propuesto para el
desplegamiento de la LS, segin el cual la misma es desnaturalizada por el guanidinio a

sus mondémeros desplegados disociados. :
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Proyecciones del trabajo

Diversas aplicaciones de las quimeras producidas estan siendo ensayadas en colaboracién
con distintos grupos de investigacién. A continuacién se presentan los resultados
preliminares obtenidos hasta el momento, precedidos de una breve introduccién a cada

modelo experimental.

Brucelosis (LS-OMP31)

El péptido insertado a la quimera LS-OMP31 corresponde a la secuencia de un bucle
expuesto de la proteina integral de membrana externa de Brucella melitensis, Outer
Membrane Protein 31 (OMP31). Este bucle de la proteina constituye una regién
inmunodominante de la misma (Vizcaino 1996). El anticuerpo monoclonal
A58/10F09/G10, el cual reconoce a la secuencia insertada, confiere inmunidad pasiva
contra la infeccién experimental con Brucella ovis a ratones (Bowden 1995). El epitope
en cuestion soélo seria accesible a anticuerpos en las cepas rugosas de Brucella
spp.(Bowden 1995) (esta propiedad se comprob6 también en la presente tesis). Como se
menciono en la introduccién, la lumazina sintetasa se encuentra en todas las especies de
Brucella conocidas. OMP31, en tanto, se encuentra en todas menos en B. abortus, aunque
con algunas variaciones de secuencia concentradas en sus bucles (Vizcaino 2001). La
quimera LS-OMP31 se estudia entonces como una posible herramienta en el diagnostico

y la vacunacién contra Brucella rugosas, en particular B. ovis en ovinos.

En trabajos realizados por el laboratorio del Dr. Carlos A. Fossati (IDEHU-UBA-
CONICET), LS-OMP31 fue subclonada al vector de expresién eucariota pCI-NEO
(Promega) de manera de evaluar la respuesta inmune humoral y celular y la proteccién
inducidas por la quimera como vacuna de ADN. Como se menciond en la introduccién,
una vacuna de ADN codificando para la LS-WT protegi6 parcialmente a ratones contra la

infeccion experimental con B. abortus (Velikovsky 2002).

La expresion de LS-OMP31 se compar6 con la de OMP31 entera clonada en el mismo

vector de expresion eucariota en células COS transfectadas (Figura 27).



Figura 33. Expresion de LS-OMP31 y OMP31 en células COS-7 analizado
por Western-blot con anticuerpos monoclonales especificos contra el bucle
inmunodominante de OMP31 (A) o contra LS-WT (B). 1 y 2: Lisado de
células transfectadas con pCI-LSOMP31 a las 24 y 48 hs de cultivo
respectivamente. 3: Sobrenadante de células transfectadas con pCI-
LSOMP31 a las 48hs de cultivo. 4: Lisado de células transfectadas con pCI-
OMP31 a las 48 hs de cultivo. 5: Sobrenadante de células transfectadas con
pCI-OMP31 a las 48hs de cultivo. 6: Lisado de células COS-7 sin
transfectar. 7: Sobrenadante de células COS-7 sin transfectar. Se indica el

peso de los marcadores en KDa.

Se observa expresion de LS-OMP31 a las 24 y 48 hs de cultivo (calles 1 y 2). Se observé
expresion de OMP31 a las 48 hs de cultivo (calle A-4) y no asi a las 24 hs (no mostrado
en la figura). El resultado mas interesante es la deteccién de la quimera y no asi de
OMP31 en el sobrenadante de cultivo (calles A-3 y A-5). Dado que los niveles de
transcripcion de ambos genes fueron similares en un ensayo por RT-PCR (no mostrado),
las diferencias en los niveles de expresion podrian deberse a la mayor estabilidad de LS-
OMP31 respecto a OMP31.

La capacidad de LS-OMP31 de proteger ratones contra la infecciéon experimental con
Brucella ovis fue ensayada por el laboratorio del Dr. Raul Bowden (Facultad de Ciencias

Veterinarias, Universidad Nacional del Centro) (Fig. 28).
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Figura 34. Proteccion contra B. ovis. Se inmunizaron ratones con OMP31,
LS-OMP31, LS-WT, extracto salino de Brucella (“HS”, control positivo) o
vehiculo (“PBS”, control negativo). Los animales fueron infectados
posteriormente con una alta dosis de B. ovis. Se grafica el nimero de
bacterias recuperadas de bazo de animales infectados para cada grupo en

escala logaritmica.

Los ratones control, los cuales recibieron emulsion de PBS en adyuvante incompleto de
Freund resultaron alta y uniformemente infectados (6,5 logaritmos). Los ratones
inmunizados con OMP31 recombinante resultaron eficientemente protegidos. LS-WT
resulté asimismo protectiva pero a menor nivel. La quimera LS-OMP31, por su parte,
brind6é una mayor proteccién que LS-WT. Mas aun, el nivel de proteccién conferido no
resultd significativamente distinto al del control positivo, un extracto bacteriano crudo.
Estos resultados muestran que el agregado del epitope mayoritario de OMP31 al extremo
N-terminal de la LS mejora significativamente su capacidad protectiva y la convierte en
un inmundgeno potencialmente util para el desarrollo de una vacuna acelular contra B.

0ViS.
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Sarampion (LS-MEAL y LS-MEAM) y Virus Respiratorio Sincicial (LS-RSVM)

El virus del sarampion (Measles) es un miembro de la familia de los paramyxovirus. Ain
cuando el uso generalizado de una vacuna atenuada ha sido exitoso en paises
desarrollados, el virus sigue siendo una de las principales causas de mortalidad infantil en
muchas partes del mundo. El desarrollo de vacunas acelulares puede plantearse como una
estrategia vélida para el control del sarampion. El virus respiratorio sincicial (Respiratory
Syncytial Virus, “RSV™) es la principal causa de bronquitis y neumonia en nifios en el
mundo contra el cual no existe actualmente una vacuna efectiva y segura. Se esta
estudiando actualmente el potencial rol protectivo de péptidos capaces de mimetizar
estructuralmente a proteinas de superficie de ambos virus (mimotopes), habiendose
obtenido resultados positivos en modelos murinos (Hsu 1998; Olszewska 2000). Los
estudios inmunoldgicos de las quimeras desarrolladas son realizados por el grupo de
trabajo dirigido por Michael W. Steward en The Department of Infectious and Tropical

Diseases, London School of Hygiene and Tropical Medicine, Londres, Reino Unido.

La figura 29 muestra los resultados de un ensayo comparativo en el que se inmunizaron
ratones con LS-MEAM o con un péptido soluble que incluye la secuencia insertada en

esta quimera.
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Figura 35. Respuesta humoral de ratones inmunizados con LS-MEAM o
con un péptido soluble conteniendo al mimotope ensayada por ELISA
contra el mimotope. Se muestra la titulacion de sueros extraidos a las 4 y 6
semanas del primer refuerzo con antigeno en adyuvande de Freund. La linea

de menor DO en cada grafico corresponde a un control no inmunizado.

Se observa que la respuesta humoral contra el epitope en cuestion comienza a decaer tras
las 4 semanas del primer refuerzo en los ratones inmunizados con el péptido soluble. En
los animales inmnizados con la quimera, por el contrario, la respuesta continia en
aumento entre las 4 y 6 semanas. Esta diferencia es relevante cuando se desea inducir
respuestas inmunes perdurables en el tiempo, objetivo central de toda estrategia de
vacunacion. Es posible que esta diferencia cinética obedezca a una permanencia mas

prolongada de la quimera en el animal, debida a su alta estabilidad.

Ratones inmunizados con LS-RSVM, por otro lado, desarrollaron una fuerte respuesta

humoral contra el mimotope insertado en la quimera (Fig. 30).
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Figura 36. Respuesta contra el péptido insertado en LS-RSVM de cuatro
ratones inmunizados con esta quimera, ensayada por ELISA. La linea

inferior representa un ratoén control, no inmunizado.

Se observa que los sueros de ratones inmunizados reconocen especificamente al
mimotope hasta diluciones mayores a 1/5000 (1/10*7). En un ensayo posterior, se
demostré que estos sueros reconocen efectivamente a la particula viral de RSV completa,
a niveles comparables con sueros de ratones inmunizados con el virus. Estos resultados
sugieren que la quimera seria capaz de inducir una fuerte respuesta humoral neutralizante

contra el virus respiratorio sincicial.

Los resultados mostrados en esta seccion, si bien corresponden a ensayos preliminares, .
La aplicabilidad de las quimeras en estos modelos se sigue estudiando en colaboracion

con los grupos de trabajo mencionados.

Cisticercosis (LS-KETc1, LS-KETc12 y LS-GK1)

Las quimeras LS-KETcl, LS-KETcl12 y LS-GKI1 estan siendo evaluadas por el
laboratorio de la Dra. Edda Sciutto, en el Departamento de Inmunologia del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional Autéonoma de México. Los
péptidos insertados en estas quimeras estan siendo ensayados por este laboratorio como
potencial vacuna contra la cisticercosis en cerdos. La cisticercosis causada por Taenia
solium es una enfermedad parasitica de importantes consecuencias sobre la salud y
economia humanas. Su alta prevalencia y la precaria situacién econémica de las zonas
rurales donde es endémica hacen necesaria la implementacién de programas sistematicos

de erradicacion incluyendo vacunacion de porcinos de manera de interrumpir
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efectivamente la transmision. Se encuentra en desarrollo una vacuna sintética contra la
cisticercosis en cerdos (19). La vacuna se basa en tres péptidos (GK-1, KETcl y KETc12,
de 18, 12 y 8 aminodacidos respectivamente) y redujo en un 52,6% la prevalencia de
cisticercosis y en un 98,7% la intensidad de infecciéon con cistis viables. Los ensayos
preliminares de proteccién se realizan en el modelo murino de infeccién por Taenia
crassiceps. Se estd evaluando la capacidad de las quimeras sintetizadas de inducir

respuestas celulares y humorales y de proteger contra el parésito.



CONCLUSIONES



El presente trabajo constituye la primera etapa en el desarrollo de un nuevo carrier
antigénico. Como tal, resulta potencialmente aplicable tanto como herramienta para la
obtencién de anticuerpos contra antigenos peptidicos como en el desarrollo de nuevas

vacunas acelulares y terapias inmunolégicas.

El sistema se basa en el reemplazo por ingenieria genética del extremo N-terminal de la
lumazina sintetasa de Brucella abortus por péptidos contra los cuales se desea generar

una respuesta inmune.

Construccion de los genes quiméricos

La optimizacion de los tiempos y costos asociados a la aplicacion de una herramienta en
desarrollo no es, desde ya, un tema menor. Si bien la obtenciéon de un gen quimérico
cualquiera es un proceso potencialmente lento, se buscé en el presente trabajo desarrollar
un sistema que minimice el trabajo de biologia molecular necesario para la construccion
de las quimeras. El sistema tipo cassette desarrollado involucra basicamente una reaccioén
de ligacion seguida de un screening rapido por colony-PCR, pudiendo este proceso
completarse en menos de una semana de trabajo. El vector digerido necesario para la
ligacién puede producirse en cantidad y almacenarse ya purificado por gel como un

reactivo.
Con este método se obtuvo un total de ocho genes quiméricos, confirmados por

secuenciacion automatica de su marco de lectura completo.

Expresion de las quimeras

Como se explicé en la introduccion, el extremo N-terminal de la LS no contribuiria a su
plegamiento nativo. Esta hipodtesis debia sin embargo corroborarse experimentalmente. El
primer resultado a determinar era que el reemplazo del extremo N-terminal de la BLS

recombinante no afectase su nivel de expresion en E. coli.

Las ocho quimeras ensayadas se expresaron correctamente, segun resultados obtenidos

por SDS-PAGE.

Se observaron diferencias en la distribucién de proteina recombinante entre cuerpos de

inclusion y fraccion citoplasma/periplasma. Sin embargo ésta resulté de por si
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dependiente de las condiciones de crecimiento e induccién del cultivo y no se demostrd

un efecto directo del extremo N-terminal sobre la misma.

Purificacion de las quimeras

Auln expresandose correctamente, el replegamiento de las quimeras y su purificacion

podian verse comprometidas.

De las ocho quimeras expresadas, seis fueron replegadas y purificadas exitosamente,
obteniéndose rendimientos de purificacion comparables con los habituales para BLS.

Estas fueron LS-OMP31, LS-KETcl, LS-KETc12, LS-RSVM, LS-MEAL y LS-MEAM.

LS-TRP2, por otro lado, pudo replegarse a partir de cuerpos de inclusion y purificarse
aunque con bajo rendimiento. La cromatografia de exclusiéon molecular mostr6 a su vez
que esta quiméra se pliega como pentamero. Sin embargo, la proteina presentd una fuerte
tendencia a precipitar, muy probablemente debido a la extrema hidrofobicidad del
péptido insertado (cuya secuencia se muestra en Resultados). Esto dificulté mantener a la

proteina concentrada en solucion.

LS-GK1, por ultimo, no pudo replegarse de cuerpos de inclusién. A su vez, la proteina
presente en la fraccion citoplasmatica eluyd de la cromatografia de exclusiéon molecular
en un volumen proximo al que corresponderia a un monémero. Estos resultados hacen
suponer que esta quimera no adoptaria, en las condiciones ensayadas, un plegamiento

nativo.

El estudio de estas quimeras continia y se espera encontrar condiciones que permitan
purificarlas de manera de extender la aplicabilidad del sistema en casos en que se desee

insertar péptidos hidrofébicos.

Estudios de estabilidad

Los estudios de estabilidad demuestran que las quimeras ensayadas son proteinas tan
estables como la BLS, con valores de AG de desplegamiento del orden de los 340
KJoule/mol y Tm aparente de casi 90°C. S6lo una de las quimeras ensayadas, LS-MEAL.

mostrd una diferencia significativa en su valor de AG de desplegamiento.
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De los resultados obtenidos se deduce que el reemplazo del extremo N-terminal de la
BLS no compromete por regla general su estabilidad. Es posible sin embargo que algunos
péptidos tengan efecto sobre la misma y dicho efecto dependera de las propiedades de la

secuencia insertada.

Inmunogenicidad de LS-OMP31

La inmunogenicidad del péptido presentado en LS-OMP31 se estudi6 en ratones y un
conejo. Se demostré que la quimera es capaz de inducir fuertes respuestas de anticuerpos
contra la proteina OMP31, de la cual proviene la secuencia del péptido insertado. Se pudo
obtener asimismo fuertes respuestas inmunizando ratones con la quimera sin adyuvantes.
Dada la toxicidad propia de las sustancias adyuvantes este resultado es de extrema
importancia en cuanto a la aplicabilidad del sistema en el desarrollo de inmundgenos para

uso en humanos.

La obtencién de anticuerpos contra proteinas integrales de membrana resulta por lo
general mas problematico que para proteinas solubles. El suero del conejo inmunizado
con LS-OMP31 reconocié especificamente tanto a OMP31 recombinante desnaturalizada
como a la bacteria B. melitensis, la cual expresa esta proteina en su membrana externa.
En acuerdo con resultados en la literatura, el suero reconocié a la cepa rugosa de la

bacteria, donde el epitope en cuestion esta expuesto, y no a la cepa lisa.

Quimeras mixtas

Se ensay6 la posibilidad de obtener pentameros mixtos, compuestos por mondmeros
provenientes de distintas quimeras. Para esto se aprovechd el caracter reversible de la
desnaturalizacion por guanidinio de la LS. Se obtuvo con éxito una muestra de quimeras
mixtas entre LS-OMP31 y LS-KETcl. Los resultados obtenidos sugieren que la muestra

se compone de una variedad de pentdmeros de distinta composiciéon de monémeros.

A las altas concentraciones de proteina utilizadas en el ensayo, el rendimiento del proceso
de desplegado/replegado seguido resulta relativamente bajo (20%). La obtencién de
quimeras mixtas se intentd también a partir de las proteinas no purificadas (resultados no
mostrados). Para esto, se tomaron directamente las fracciones de cuerpos de inclusién en

urea 8M, se mezclaron y se replegd la muestra por dialisis. La muestra se analizé por
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MonoQ, y se observé un resultado equivalente al mostrado en el presente trabajo,
indicando que es posible obtener quimeras mixtas a partir de la fracciéon de cuerpos de

inclusion no purificada.



DISCUSION



En los tultimos afios se ha establecido una clara relacién entre la organizacién molecular
de los antigenos protéicos y su inmunogenicidad. El orden de oligomerizaciéon de una
proteina podria influenciar la inmunogenicidad en al menos dos maneras. Una de ellas es
la capacidad de entrecruzar eficientemente a receptores de linfocitos B antigeno-
especificos. Un epitope repetitivo y espacialmente ordenado produciria entonces una
sefial de activacion fuerte para estas células, induciendo su proliferacion y la secrecion de
anticuerpos antigeno-especificos. A su vez, la activacion de linfocitos B permite la
activacion de linfocitos T, los cuales contribuyen a la generacion de memoria inmune.
Por otro lado, la organizacion molecular homo-polimérica puede implicar una mayor
estabilidad, aumentando asi la vida media del antigeno en el animal inmunizado y

favoreciendo la activacion de linfocitos.

Esto plantea un interrogante en cuanto al tamafio del arreglo cuaternario éptimo para la
inmunogenicidad. En particular, de existir un tamafio critico a partir del cual tamafios
mayores no resulten en una mayor inmunogenicidad, esto deberia tenerse en cuenta a la
hora de elegir proteinas carrier para el desarrollo de vacunas por ingenieria de proteinas.
En el caso de la proteina L1 de la capside viral del papilomavirus canino, se comprobét
que la forma pentamérica de L1 resulta tan inmunogénica como su forma icosaédrica, de
mayor orden molecular. A partir de estos resultados, los autores plantean que la forma
pentamérica, expresada en bacterias, constituye una alternativa econdémica a las VLPs
para el desarrollo de una vacuna contra papilomavirus en humanos. La lumazina sintetasa
de Brucella podria aventajar a las VLPs como carrier para el desarrollo de inmundgenos
quiméricos: 1) Presenta una alta inmunogenicidad tanto humoral como celular, modulable
por la eleccion de adyuvante o por inmunizacion via ADN. 2) La proteina recombinante
es expresada en E. coli de donde se purifica facilmente a partir del replegado de cuerpos
de inclusion, obteniéndose rendimientos de hasta 40 mg por litro de cultivo. 3) El
pentdmero de LS seria capaz de acomodar péptidos de mayor tamafio que las VLPs, sin
afectarse su estabilidad ni inmunogenicidad. 4) En los casos ensayados, los sueros de
animales inmunizados con las quimeras reconocen especificamente a las proteinas nativas
de donde provienen los péptidos insertados. 5) La proteina es facilmente cristalizable, lo
cual permitiria entender la relacion entre la conformacién de los péptidos insertados y su

inmunogenicidad. 6) La LS es altamente inmunogénica aun en ausencia de adyuvantes,
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posibilitando potencialmente el uso de diferentes vias de inmunizacién (intranasal, oral) y
su aplicacién en vacunas en humanos, donde el uso de adyuvantes es muy limitado dados

sus efectos toxicos.

La presentacion de diferentes péptidos en la misma molécula carrier, mediante la
obtencién de quimeras mixtas, abre la posibilidad para la construccién de inmundgenos
polivalentes, las cuales combinarian el efecto de los péptidos individuales. A su vez, esta
propiedad puede aprovecharse para modular la respuesta inmune. En particular, existen
péptidos descriptos con la propiedad de inducir la internalizacién de proteinas al
citoplasma de células eucariotas (Lindgren 2000; Pooga 2001). Un pentdmero mixto entre
una quimera de interés y una construida con este tipo de péptido permitiria la generacién
de respuesta T citotoxica contra el péptido de interés. A su vez, esta estrategia permite
generar pentdmeros con distinta cantidad de péptidos, lo cual permitirda estudiar la

relacion entre la densidad de la presentacion de un epitope y su inmunogenicidad.

En el presente trabajo de tesis se demuestra que la insercién de distintos péptidos en el
extremo N-terminal de la LS no afecta su estructura, su estabilidad, su expresion ni su
replegado. Las quimeras construidas indujeron fuertes respuestas humorales especificas
contra los péptidos insertados y, mas aun, contra las proteinas contra las cuales se
deseaba obtener respuesta en su estado nativo. Ensayos preliminares indican que las
quimeras serian capaces de proteger eficientemente contra organismos patégenos. Los
resultados obtenidos demuestran la validez de la estrategia seguida y establecen a la
lumazina sintetasa de Brucella abortus como un carrier antigénico eficaz y versatil para

el desarrollo de inmundgenos y vacunas acelulares. /

cADMM
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