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Siendo la enfermedad de Chagas es uno de los problemas

endemicos mas importantes en Latinoamerica, el clonado de

antígenos del agente causal, Trypanasomacruzi, ya sea para

el diagnostico o el desarrollo de una vacuna, fue uno de los

objetivos mas importantes.

Uno de los problemas que a menudo se presentan es la

forma de obtener proteínas por tecnicas de ADNrecombinante,

en niveles que puedan ser llevados a escala industrial. En

este caso particular, se ha estudiado la forma de expresar

eficientemente y purificar cuatro antígenos clonados los que

poseen un alto indice de reacción frente a sueros de

pacientes con enfermedad de Chagas (Ibañez y col 1987).

La expresion y purificación de estas proteinas estuvo
basada en un sistema de fusión con la Proteina A de

Staphylococcus aureus. Los vectores de expresion usados en

este trabajo de tesis fueron los de la serie pRIT. (Nilsson y

col, 1990) y sus hospedadores fueron Escherichia coli

(E.c011) y Staphylococcus aureus (8.aureus) (Lowenadler y col

1986), siendo este último muy poco estudiado en la expresión

de proteinas recombinantes (Nilsson y col, 1990).

Una vez que las fusiones fueron expresadas, estas

pudieron ser recuperadas y purificadas por cromatografía de

afinidad IgG-Sepharosa en un solo paso.



El esquema basico de expresión y purificación consistió

en lo siguiente:

1) Expresión de la proteina fusión por la bacteria hospedado

ra ya sea 8.aureus comoE.coli.

2) Recuperación de la fusión en extractos celulares o en el

medio de cultivo libre de celulas por cromatografía de

afinidad IgG-Sepharosa.

3) Proteólisis enzimática especifica en el sitio de unión de

la proteina A con el antigeno.

4) Eliminación de la proteina A liberada y de la fusión

remanente por un segundo pasaje por la columna de cromato

grafia de afinidad, recuperandose el antigeno auténtico en el
efluente.

Los resultados en esta primera etapa permitieron extraer

las siguientes conclusiones:

1) Las fusiones son principalmente encontradas dentro de la

celula en Elcoli, mientras que en 5.aureus son excretadas al
medio de cultivo.

2) Las proteinas de fusión son facilmente rescatadas y

purificadas por cromatografía de afinidad.

3) Los niveles de expresión fueron de una magnitud tal que

pueden ser llevados a escala industrial tanto en E.coli como
en S.aureus.

4) 5.aureus probó ser el hospedador de elección porque la

degradación proteica fue menor y se evitó el proceso de

ruptura celular. Esta ultima ventaja hace que sean



procesables grandes volúmenes de cultivo en forma mucho mas

rápida y menos costosa.

5) Salvo en un solo caso, la proteolisis especifica separo en

forma eficiente, ambasmitades de las fusiones.

6) La ulterior purificación del antigeno autentico post

clivado por un segundo pasaje por la columna de cromatografía

de afinidad, mostro una recuperacion de aproximadamente el

BOX.

En un primer paso, la produccion de estos antigenos, por

este sistema, para ser usados como reactivo de diagnostico,

mostro que puede llevarselo a escala industrial, por los

niveles de expresion la facilidad de su manejo y su rapidez.

Las hidrofbbicidad pareció influir en la degradación de

algunas fusiones durante la expresion en este sistema, cuya
forma de actuar fue discutida.

La metodologia empleada para cada antigeno en particular

los que en principio serian cuatro, podria ser simplificada

aun mas. Esto fue logrado a través de construcciones en la

que dos o mas genes fueron fusionados para producir una única

proteina que conservaria la misma capacidad de reaccionar con

antisueros de pacientes como lo hacen cada uno de ellos por

separado. La idea fue aproximarse a la obtención de uga

poliproteina única que represente a todos los antígenos a

disposicion de forma tal de expresar, recuperar y purificar

todo el "repertorio" en un solo procedimiento.

Los resultados obtenidos hasta aqui mostraron que además

de ser posible la fusion de tres antiqenos distintos, la



inmunoreactividad mostraron que cada antígeno en ¿g_gg¿ggu¿g

ggigg, reaccionb con sus correspondientes antisueros

especificos sin interferencia por los demas, demostrando, en

primera instancia, que este tipo de quimera puede ser llevada

a una prueba de campo. Ademasqueda abierta la posibilidad de

que quimeras como las que se construyeron en este trabajo,

puedan contribuir a experimentos de proteccion.



2 .- I N T R 0 D U C C I 0 N 8 1 a P A R T E

2.1 - GENERALIDADES

El mal de Chagas es una de las enfermedades endémicas

mas mas importantes que afecta a millones de personas en

Latinoamerica. El agente causal es el protozoo flagelado

Trypanasoma cruzi, el cual tiene un complejo ciclo de vida

que involucra dos estadios en el insecto vector (Triatoma

infestans): epimastigote, en el intestino medio y

tripomastigote metaciclico en el recto. En el mamífero

hospedador, también presenta dos estadios: tripomastigote, en

el torrente sanguíneo y amastigote comoforma intracelular.

Cuando el parásito ingresa a la sangre del huesped,

existe un periodo agudo de parasitemia, luego del cual, el

crecimiento es controlado por la respuesta inmune del

hospedador. Si bien se ha descripto una importante inmunosu

presion durante la fase temprana de la infección (Petry 8:

Eisen, 1989), pudo establecerse la produccion de varias

poblaciones de anticuerpos (Reyes y col, 1990). Otros autores

también han sugerido que la respuesta humoral lleva a un

brusco descenso en ha parasitemia (Scott, 1981; Trischman,

1984). Los tripomastigotes son capaces de invadir células

dando lugar a la forma amastigote la que replica

intracelularmente. La infección permanece silenciosa a lo

largo de muchos años. Durante esta fase cronica, los

parásitos son dificilmente detectados en la sangre de los

pacientes quienes desarrollan lesiones cardiacas y



gastrointestinales en forma progresiva. Aunque no se han

establecido definitivamente los mecanismos por los cuales

estas lesiones se llevan a cabo, se ha postulado un proceso

de autoinmunidad durante la fase crbnica de la enfermedad

(Hudson, 1985; Kierszenbaum, 1985-1986).

Se han realizado estudios a Ïin de establecer la

composicionglicoproteica antigenica superficial de T.cruzi,
a traves de iodinacion o marcación radioactiva in vivo

seguido de inmunoprecipitacibn con antisuero (Snary & Hudson,

1979; Araujo & Remington, 19Bl| Nogeira y col, 1982; Andrews

y col, 1984; Gonzalez y col, 1984; Contreras y col, 1985;

Dragon y col, 1985), cromatografía de afinidad a lectina

(Dragon y col, 1985; Katzh1 & Colli, 1983) o reaccion con

anticuerpos monoclonales (Snary y col, 1981; Kirchhoff y col

1984; Orozco 1984; Teixeira & Yoshida 1986; Wrightsman y col,

1986). Los primeros reportes describen una glicoproteina

mayor presente en los tres estados del parásito (Snary &

Hudson 1979). Ultimamente, se han descripto varias de estas,

algunas son especificas de estadio (Zweerink y col, 1984;

Yoshida 1986; Nogueira y col, 1982; Teixeira & Yoshida,

1986). Entre ellas, una proteina de 85 KDapresente solo en

tripomastigotes fue en parte relacionada con los procesos de

internalizacion en celulas de mamifero (Zingales y col,

1985). Otra proteina del mismo peso molecular ha sido

caracterizada comoun receptor a fibronectina (Ali Üuaissi y

col, 1986).



2.2 - EXPERIHENTOS DE PROTECCION

Dadoque los tripomastigotes, presentes en la sangre,

son capaces de internalizarse en la celula del huesped,

deberan llevar en su superficie moleculas que permitan la

interacción con esta (Zingales y col,1985; Ali Ouaissi y col,

1986). Estas moleculas despertarán una respuesta inmune

protectora contra subsiguientes infecciones (Brener, 1986).

Se han descripto anticuerpos protectores o liticos

detectados por transferencia pasiva de suero o celulas de

animales crbnicamente infectados o inmunizados (Burgess &

Hanson,1979; Scott 1981; Krettli & Brener, 1982; Krettli y

col 1984; Trischmann, 1984; Lima-Martins y col 1985), en

animales inmunizados con tripomastigotes atenuados (Zweerink

y col, 1984; Dkanla y col 1982; Basombrio & Arredes,1987), en

animales inmunizados con tripomastigotes muertos (Yoshida,

1986; Ritter & Rowland, 1984; Andrews y col.1985) y en

animales inmunizados con fraccion flagelar del parásito (Ruiz

y col, 1985). Sorprendentemente no se han obtenido los mismos

resultados cuando la inmunización se llevó a cabo con

epimastigotes (Krettli & Brener, 1982; Zweerink y col 1984;

Yoshida 1996). Recientemente, se ha reportado que anticuerpos

contra la mayor cistein proteinasa, llamada por Cazzulo y sus

colaboradores cruzipaina, bloquean parcialmente la

penetracion del parásito a los macrofagos (Souto-Padrón y

col, 1990).

En la mayoria de los casos la protección es parcial,

pero esto no significa que no pueda ser mejorada si se



obtienen mejores antígenos, adyuvantes y/o protocolos de in

munización. La presunta respuesta de autoinmunidad elimina la

posibilidad de usar mezclas complejas o fracciones no defini

das obtenidas directamente del parásito como componentes de

una vacuna. En este sentido, hay indicios de que antígenos

purificados o anticuerpos contra antígenos definidos pueden

proteger en contra de la infeccion. (Scott & Snary 1979;

Snary, 1983; Scott y col,1984 y 1985| Yoshida y col, 1989;

Ouaissi y col, 1990; Ruiz y col,1990) Estos y otros antigenos

podrían ser candidatos para una vacuna si los posibles

efectos de una respuesta autoinmune son descartados.

2.3 - CLONADDDE GENES QUE CODIFICAN ANTIGENDS DE TLcruzi

Los problemas que ha menudosuelen presentarse para los

ensayos de giggggstigg y el desarrollo de un sistema de

¿ggggng;_gJ son la disponibilidad de proteinas antigénicas

purificadas a homogeneidad, que no compartan epitopes con

otros parásitos y que puedan obtenerse en cantidades

suficientes ya que 1) Las cantidades presentes en el

parásito son minimas y por lo tanto se requerirá procesar una

masa celular demasiado grande; 2) Si se emplean poblaciones

heterogeneas. de antígenos, el riesgo de obtener reacciones

cruzadas con otras infecciones parasitarias es considerable.

y 3) El uso de mezclas complejas dan lugar a falsos positivos

y falsos negativos (Frasch y col, 1990). La laboriosidad que

todo esto implicaría y el riesgo (siempre presente) de



contraer la enfermedad, son otros problemas dignos de tener
en cuenta.

El empleo de tecnicas de ADNrecombinante, parecería

una alternativa valida para la solución a las cuestiones

mencionadas anteriormente. Durante los ultimos años, varios

genes de antígenos de T.cruzi han sido clonados y

caracterizados por rastreo inmunológico de bibliotecas de ADN

(Dragon y col 1987; Ibañez y col, 1987) y de bibliotecas de

ADN-copia (Levin y col 1989) con sueros de pacientes y de

animales infectados. Muchos de estos contienen mgtixgg__gg

secuencia repetidas en la region codificante, algunos de los

cuales seran descriptos en detalle masadelante.

Varios anticuerpos aparecen en altos títulos durante la

infeccion y sus correspondientes antígenos fueron clonados en

forma independiente por distintos autores. En este caso

tenemos el antígeno ¿gg (Ibañez y col 1988) el QBQ(Lafaille

y col,19B9), JLB (Levin y col, 1989) y el TCR27 (Hoft y col

1989). Por otro lado, el antígeno gl (Ibañez y col 1988), el

EEB (Lafaille y col 1989) y el ¿L1 (Levin y col 1989). El gg

(Ibañez y col. 1988) y el IQB 39 (Hoft y col, 1989). Y por

ultimo, el antígeno ¿gg (Ibañez y col 1988) y el ¿L2 (Levin y

col 1989). Todos estos serían muy buenos candidatos para ser

usados comoreactivo de diagnostico.

Hasta la fecha, han sido pocos los antígenos clonados

que fueron totalmente secuencíados. Entre estos se incluyen

proteínas de "heat shock" (Dragón y col 19B7¡ Requena y col,

1988; Engmany col, 1989), una proteína-P ribosomal (Schijman



10

y col 1990) la que se supone, estar involucrada en los

procesos de autoinmunidad (Levin y col, 1989), un antígeno

que se libera en la fase aguda: SAPA(Pollevick y col, 1991),

y la cruzipaína (Cazzulo y col 1990). Cuando las secuencias

de los genes aislados a partir de diferentes cepas de T.cruzi

son analizadas, puede observarse que las unidades de

repetición son casi idénticas (Ibañez y col, 1988; Lafaille y

col 1989: Levin y col, 1989; Hoft y col 1989); de lo cual se

concluye que los dominios repetitivos son altamente

conservados y cualquiera que sea su funcion, sólo pueden

tolerar un grado mínimo de diversidad. De nuevo, este hecho

hace que estas proteínas sean muy útiles para su uso en el

diagnostico.

Se debe tener en cuenta que muchas de las secuencias de

antígenos de T.cruzi reportadas, son parciales y confinadas

principalmente a las regiones repetidas. Existe por los tanto

el riesgo de una confusion en la clasificación de estas

proteínas. La observación de que varios genes de antígenos de

superficie pueden ser miembros de una familia multigenica con

variaciones en la secuencia entre copias individuales, podría
traer complicaciones. Esto ha sido particularmente estudiado

para los antígenos de 85 KDa (Peterson y col,1989| Kahn y

col, 1990). Por otra parte, ha sido demostrado que ciertos

miembros de una familia de genes de antígenos de superficie,

contienen regiones repetidas mientras que otros homólogos,

pertenecientes a la misma familia no las poseen (Lafaille y

col, 1989).
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No se han encontrado homologia entre unidades repetidas

de T.cruzi, con otras obtenidas a partir de otros parásitos;

con excepcion a la unidad de repeticibn del antigeno #30/JL9,

que son idénticos en tamaño y similares en secuencia a una

proteina asociada a microtúbulos (MAP)de Trypanosoma.brucei

(Schneider y col, 1988)

Otras proteinas antigenicas con motivos de secuencia

repetida, han sido observadas en T.brucei (Roditi y col

1987), leishmanias (Wallis y col, 1987) y en gran medida, en

Plasmadium sp (Kemp y col 1987). El hecho de que la

composicionantigenica de estos parásitos sean principalmente

motivos de unidades repetidas (fuertemente antigenicas)

condujo a pensar de que se trata de un fenomeno de evasión

continua frente al sistema inmune del hospedador. Kempy sus

colaboradores han discutido esta posibilidad en su hipótesis

de “cortina de humo" (Kempy col, 1987). Un mecanismo similar

puede darse en la enfermedad de Chagas. De hecho, el

procedimiento de rastreo inmunolbgico usando sueros de

pacientes chagásicos o de animales infectados, durante el

clonado de antígenos (por bibliotecas de expresión), conduce

preferencialmente al aislamiento de proteinas que poseen epi
topes repetitivos.(Frasch y col, 1990).

2.4 - PERSPECTIVAS PARA EL DESARROLLO DE UNA VACUNA

A partir de toda la informacion obtenida hasta la

fecha, podria decirse que es posible obtener respuestas

inmunes que protejan, al menos parcialmente, de la infección.
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Asi, una vacuna podria ser lograda en base a una mezcla de

antígenos aún cuando el desarrollo de la parasitemia sea

prevenido solo parcialmente (Frasch y col 1990). Una carga

baja de parásitos durante la fase aguda, puede resultar en

una moderada fase crónica (Scott & Snary, 1979). De esta

forma, quedaria abierta la cuestión de si disminuyendo la

carga del parásito, resultaria en una prevencion de la
enfermedad sintomática.

2.5 - ANTIGENÜS CLONADÜS HAS REPRESENTATIVDS

Frasch y sus colaboradores han logrado una colección

inicial de antígenos clonados a partir de una biblioteca

genomica hecha en el fago lambda gt11 e identificados por

rastreo inmunológico con suero de un paciente con enfermedad

de Chagas. De 53 clones positivos, se han establecido 10

grupos diferentes (constituidos por uno o varios clones)

definidos por experimentos de hibridación cruzada y reacción

con anticuerpos seleccionados con los productos de cada clon

recombinante. Las proteinas nativas fueron caracterizadas a

partir de extractos del parásito con los anticuerpos
previamente seleccionados las que entraron en un rango de

peso molecular de 85 a mas de 205 KDa. Algunas de estas,

fueron detectadas en el estadio de tripomastigote, mientras

que otras estaban tambien presentes en epimastigotes. Los

clones de cada grupo, reaccionaron con nueve sueros de

conejos infectados con varias cepas de T.cruzi y con ocho

sueros de pacientes chagásicos, salvo un grupo (compuesto por
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un único clon, el 22) que no reaccionb con ninguno de estos y

posteriomente fue descartado. (para una mayor información ver

Ibañez y col, 1987).

Posteriormente, un clon de cada grupo, fue analizado

por su secuencia nucleotidica, mostrando que siete de ellos

contenían motivos de secuencia repetida, ya sea en parte o en

la totalidad de la molécula cuya unidad, de longitud variable

(desde 5 hasta 68 aminoácidos), estuvo altamente conservada

dentro de la misma proteina. Un estudio posterior hecho con

sueros de pacientes de Argentina, Brasil y Chile mostro la

reaccion en alta proporcion con seis de estos nueve clones.

Prácticamente todos los sueros serian reactivos si se usaran

gggiugtgmggtg estos seis clones (para mayor información ver

Ibañez y col, 1988) de los cuales cinco serán detallados a
continuacion.

2.5.1- EL ANTIGEND#1

Este antígeno fue también clonado por otros investiga

dores (ver seccion 2.3). El fragmento de ADN posee una

longitud de 1.344 pb y es un motivo de secuencia repetida en
su totalidad donde el marco abierto de lectura se extiende

desde el extremo 5' hasta el extremo 3‘ flanqueados por

sitios EtoRI. La unidad posee 68 amino aminoácidos, la que

esta repetida 6.5 veces. La proteina nativa posee un peso

molecular' mayor‘ a 205 KDa, aunque no hay concordancia con

otros autores (Frasch y col,1990) y su localizacion celular

es el flagelo del protozoo.
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Se han encontrado anticuerpos contra esta proteina en

algunos sueros de pacientes agudos (19%), pero casi la

totalidad de sueros de pacientes en fase cronica poseen

anticuerpos contra esta proteina (Frasch, comunicación

personal) lo que la convierte en un excelente reactivo de

diagnostico para la detección de infecciones de este estadio

(para mas detalles, ver Affranchino y col 1989).

2.5.2- EL ANTIGEND#2

El fragmento de ADNcorrespondiente tiene unos 2.500

pb. El marco abierto de lectura se extiende desde el extremo

5' del fragmento clonado hasta la señal de terminación en la

posicion 1.219 presentando un motivo de secuencia repetida gg

parte de la molecula. Este comienza a partir del extremo 5’

del fragmento y termina en el nuclebtido 624. En la proteina,

la unidad correspondiente es de 12 aminoácidos, presentando

alguna diversidad dentro de la misma

La proteina nativa posee un peso molecular de 85 KDa

(Ibañez y col 1987) y es de superficie. Esta reacciona

preferentemente con sueros de pacientes crónicos y muy poco

con sueros de pacientes agudos (42), por lo tanto es

preferencial su uso para la detección de la fase crónica

(Affranchino y col 1989; Frasch y col, 1990).
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2.5.3.- EL ANTIGENO#13

Hasta la fecha, no se ha reportado el clonado de este

gen en otros laboratorios. El fragmento posee una longitud de

aproximadamente 2.200 pb. Tambien presenta un motivo de

secuencia repetida la que comienza en el extremo S'del

fragmento clonado y se extiende unos 900 pb, cuya unidad es

de 5 aminoácidos y esta parcialmente conservada.

La proteina nativa posee, al igual que el #2, un peso

molecular de 85 KDa (Ibañez el al) y es de superficie. Los

sueros de pacientes. agudos y crónicos reaccionan con esta

proteina con una frecuencia similar (39% y 40%) (Affranchino

y col 1989), haciéndola útil para la detección de ambas fases

de la enfermedad

2.5.4 - EL ANTIGEND#30

Varios laboratorios han clonado este antigeno (ver

seccion 1.3)¡ El fragmento de ADNposee un peso molecular de

aproximadamente 650 pb y es un motivo de secuencia repetida

en su totalidad donde el marco de lectura se extiende desde

el extremo 5' hasta el 3' del fragmento clonado. La unidad en

la proteina es de 14 aminoácidos la que se repite unas 16

veces presentando alguna variación. La proteina nativa tiene

un peso molecular estimado en unos 205 kDa. (Ibañez y col

1987). Muy pocos sueros de paciente en fase aguda poseen

anticuerpos contra esta proteina (4X), mientras que de los

pertenecientes a la fase crónica, alrededor de un 45%

presentan estos anticuerpos (Affranchino y col, 1989).
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2.5.5 - EL ANTIGENÜ#7 (SAPA)

Este antígeno fue uno de los mas estudiados por el

grupo de Frasch a causa de la importancia que tiene en la

detección de infecciones agudas. Inicialmente, fue llamado

#7, y posteriormente SAPA (Shed Acute Phase Antigen) puesto

que un 93%de sueros de pacientes agudos, poseían anticuerpos

contra esta proteina (Affranchino y col 1989).

Recientemente, la proteina original fue totalmente

secuenciada y un analisis posterior mostró que tiene un
dominio N-terminal con actividad de neuraminidasa mas una

zona similar a los módulos de tipo III de fibronectina y un

dominio C-terminal antigénico (Pollevick y col 1991). Este

último, posee un motivo de secuencia repetida, 15 veces,

donde la última es solo parcial (Affranchino y col 1989) y

una zona de 40 aminoácidos altamente hidrofóbica posiblemente

de anclaje a la membrana (Pollevick y col,1991) . La unidad

de repetición esta compuesta de 12 aminoácidos y los últimos

experimentos establecieron que esta es la zona inmunodominan

te en toda la molecula (Buschiazzo y col 1991).

El fragmento de ADNcorrespondiente al clon #7 (que

incluye la parte C-terminal de toda la proteina), tiene un

peso molecular de unos 2.500 pb. El marco abierto de lectura,

se inicia desde el extremo 5’ del fragmento clonado hasta el
nuclebtido 772 donde se encuentra la señal de terminación.

Este solo corresponde al dominio antígenico (N-terminal) y la

zona de anclaje (C-terminal).
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2.5.5.1- EL SAPA CDHD CANDIDATO PARA UNA VACUNA

Se ha sugerido que T.cruzi puede tener mecanismos

genéticos involucrados en la variacbn antigénica (PetErson y

col, 1989). De ser así, los antígenos que han sido descubier

tos no tendrían mucha capacidad de ser usados para una vacuna

Para saber si diferentes proteínas son antigénicas

en diferentes períodos de infeccion, se realizaron experimen

tos comparando la especificidad de anticuerpos presentes en

sueros de ratones infectados con los antígenos expresados por

los parásitos colectados directamente de La sangre. Cuando

estos fueron tomados en el pico de parasitemia aguda, se

observo la expresión del antígeno SAPA(también el #1 y el

#30. que son característicos del periodo crónico). Ademásse

han observado frecuentemente solo anticuerpos anti-SAPA en la

infección temprana de los ratones. Estos perduran durante

largo tiempo sin considerar la cepa de parásito o ratón. Los

resultados indicaron que un mismo parásito es capaz de

expresar los tres antígenos simultaneamente (para mayor

información ver Leguizamón y col, 1990). Por lo tanto, no hay

evidencias de que haya variación antigénica para esta

proteina la que ocasionaria diferencias en la respuesta

inmune durante 1a fase aguda y cronica. Es importante

mencionar que la ausencia de anticuerpos contra los otros

antígenos en el modelo murino, no se debió a una carencia de

los correspondientes antígenos en el parásito lo que implica

la inmunodominancia del SAPAen la composicion antigénica del

parásito.
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Otros experimentos que involucran el estudio a largo

plazo en pacientes resistentes a 1a quimioterapia, no indica

ron un xggiggigg_g¿stgmatigg en la respuesta inmune (Frasch y

col 1990).

Por otro lado, los exoantigenos de algunos parásitos

estan involucrados en la génesis de la enfermedad. Este es el

caso postulado para enfermedades como la malaria (Playfair y

col, 1990). Desde este punto de vista, seria posible que el

bloqueo de exoantigenos resultase en una vacuna que impida la

enfermedad. Los sueros de los pacientes chagásicos agudos

definen dos grupos principales de exoantigenos: gl__ggimg¿

grupo lo constituyen proteinas de peso molecular aparente 40

50 KDadetectada por sueros de pacientes agudos y de conejos

infectados en etapa aguda (Yoshida y col 1989) y un

exoantigeno mayor de 160 KDa, detectado sistemáticamente en

por sueros de pacientes crbnicos (Krettli y Brener, 1982). “l

segupdg__ggugg lo componen proteinas de 160-200 KDa que

corresponden al SAPA.
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3 - I N T R D D U C C I 0 N a 2 a P A R T E

3.1 - EXPRESION, RECUPERACION Y PURIFICACION DE PROTEINAS

RECDMBINANTES COMO FUSIONES A APENDICES DE AFINIDAD

Durante estos últimos años, se ha desarrollado una gran

variedad de sistemas de fusion para la expresión y

purificación de proteinas recombinantes, tanto en bacterias

comoen celulas eucariontes. En bacterias, estos se componen,

basicamente, de un vector que lleva un gen de resistencia a

un antibiótico, un origen de replicación para el

mantenimiento del replicon, y un gen o parte de el que

codifica una proteina con capacidad de unirse a un ligando

especifico; esta es llamada apéndice o cola de afinidad (AH)

cuya expresion puede ser constitutiva o inducible. En el

extremo 3'de este, antes de la señal de terminación existe un

sitio de clonado múltiple (MCS), construido por tecnicas de

ingenieria genetica, en el cual hay varios sitios únicos para

enzimas de restricción. Si un fragmento clonado a partir de

una biblioteca de expresión (usando, por ejemplo lambda gtll)

es subclonado en alguno de estos sitios y si el marco abierto

de lectura de la AH se continúa con el del fragmento, la

resultante es una proteina de fusion en donde generalmente la

AH pertenece a la mitad N-terminal y la proteina

correspondiente al fragmento subclonado, a la mitad C

terminal llamada pggtging_glgggg (TP). El fusato puede tener

distintos destinos, comoser, citoplasmatico, periplasmático

o extracelular dependiendo de las señales de la AHy del tipo
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de celulas en las que se realiza la expresion. La elección de
cada uno de estos destinos dependerá de las exigencias y de

los resultados que se obtengan. La proteina quimérica es

facilmente recuperada y purificada, en un s9¿g_pgsg por un

pasaje a traves de una columna de cromatografía de afinidad,

para la AH, a partir de extractos celulares que contienen

dicha proteina o del medio de cultivo ya fermentado

(Sherwood, 1991). Las AH. tambien son usadas a fin de mejorar

la estabilidad de la TP durante la expresion impidiendo, de

alguna forma, la degradación proteolitica (Ford y col 1991).

3.2 - TIPOS DE APENDICES DE AFINIDAD

Se han descripto una gran variedad de AH. respecto a

tamaño y afinidad. Estas incluyen enzimas con afinidad para

sustratos e inhibidores; proteinas que unen carbohidratos o

dominios de estas; dominios que unen biotina; epitopes con

afinidad a anticuerpos. policlonales; oligopeptidos cargados
para el uso de resinas de intercambio iónico; residuos de

polihistidina para cromatografía de afinidad de metales

inmobilizados y proteinas que se unen a péptidos.

3.2.1 - ENZIMAS

La enzima beta-galactosidasa (beta-gal) de E.co]i ha

sido extensivamente usada en la expresión intracelular de

proteinas.(Germino & Bastia,1984¡ Ullmann,1984’ Offensperger

y col 1985; Struck y col, 1985; Hirel y col,1988; Nielsen y
col, 1988). Uno de los vectores más versátiles es el pMSgtll
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(Scherf y col,1990). La fusión a beta-ga] mostró en muchos

casos proteger a la TP de la degradación proteolitica

(Itakura y col,1977; Goeddel y col, 1979; Shine y col,1980;

Stanley y col,1984). Esta es recuperada y purificada por

afinidad a análogos de sustratos (Ullmann y col, 1984; Steers

y col,1971) o por inmunoafinidad (Shuman y col, 1980; Harris

y col,1983| Hanada y col 1988). A veces el producto es

insoluble, formando cuerpos de inclusion, debiendo ser

tratados con detergentes o agentes caotrbpicos para realizar

la purificación por cromatografía de afinidad.

El dominio de unibn al glutation de la glutation-S

transferasa (GST) de Schistosoma japanicum es otro ejemplo de

AHpara la expresión intracelular de proteinas en E.coli. Se

han construido una serie de vectores llamados pGEX(Smith &

Johnson ,1988) los cuales tienen el gen de la GST bajo el

control del promotor tac (De Boer y col, 1983) y el gen lac

Ia lo que permite una alta expresión del represor del operón

Jac, lograndose la inducción por IPTG. La fusión puede ser

purificada por afinidad a glutation inmobilizada a Sepharosa

y luego eluida con glutatibn reducido, bajo condiciones no
desnaturalizantes.

La enzima cloramfenicolacetiltransferasa tambien es

usada comoAHpara la expresion intracelular de proteinas en

E.c01i. La purificación es lograda por afinidad al sustrato

(cloramfenicol) inmobilizado a la matriz inerte (Dykes y

col,198b; Knott y col,19BB).
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Proteinas fusionadas al producto del gen TrpE pueden

ser expresadas en forma estable y eficientemente aunque a

menudo los productos son insolubles (Yansura y col 1990). La

hidrofobicidad que estas fusiones presentaron fue utilizada

para su purificación usando HPLC con una columna de fase

reversa de C. y posterior elucibn con gradiente de 2-propanol

en ácido formico.(Hummel y col, 1989).

3.2.2 - DOMINIOS QUE UNEN CARBDHIDRATOS

La proteina periplasmática de E.coli que une maltosa

(MBP)es otra alternativa para la expresion de proteinas ya

sea en forma intracelular o periplasmatica (Bedouelle, y col,

1988; Guan y col,1988; Blonde] y col,1990). El vector

diseñado para la fusión, pCGBOófX, tambien llamada pMAL

(Maina el al,1988) tiene el gen de la MEPbajo el control del

promotor Iac, por lo cual su expresión es inducida por IPTG.

La fusion es purificada por la union a amilosa inmobilizada y

posterior elucibn con maltosa en condiciones no
desnaturalizantes.

Otras proteinas que han sido usadas como AHfueron el

dominio de unibn al almidón de glucoamilasa de Aspergillus

awamori (Chen y col 1991) usando amilosa inmobilizada para su

purificación y posterior elucion con maltosa. El dominio de

union a celulosa a partir de celulasas de Cellulomonas fimi

(Greenwood y col,1989¡ Ong y col,1989a¡ Ong y col,1989b)

donde la fusión puede ser purificada por adsorción a celulosa
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a bajas concentraciones de sal y eluidas con agua o con

solucion de B Mguanidina.(0ng y col 1991).

3.2.3 — DOMINIOS DE UNION A BIOTINA

La subunidad 1,3 S de la transcarboxilasa de Propioni

bacterium shermanii, posee un dominio de 75 aminoácidos el

cual tiene un sitio sensible a ser biotinilado por el huesped

Las fusiones con este dominio son eficientemente purificados

por union a avidina o streptavidina las cuales posee una alta

afinidad por la biotina (K, = 10-4b — 1o-'7 M; K, = 10-15 M

respectivamente). La proteina es luego eluida en condiciones
o desnaturalizantes con buffer conteniendo biotina (Cronan

1990). Muy pocas proteinas son biotiniladas tanto en

procariontes como en eucariontes, por lo que este sistema

ofrece un alto grado de pureza para este tipo de fusión (Ford

y col, 1991).

3.2.4 — EPITOPES ANTIGENICOS

Otra alternativa es la de usar como AHantígenos en

los cuales se cuentan con sus respectivos anticuerpos mono

clonales. Un ejemplo es el octapéptido extremadamente hidro

filico (Asp-Tir-Lis-Asp-Asp-Aso-Asp-Lis) (Hopp y col, 1988),

que ha sido usado exitosamente para la purificación eg_gfl

sglg_gasg de proteinas recombinantes por union Ca2*-depen

diente a1 anticuerpo inmobilizado dirigido contra el

octapeptido (Prickett y col, 1989). La elución se logra

disminuyendo la concentración efectiva de Ca2+ en el buffer
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de la columna. Hopp y sus colaboradores han construido dos

vectores de expresion: uno para E.coli en el cual se utiliza

promotor de una lipoproteina (Jpp’) regulado por el operador

Iac, y una señal de secreción de la proteina OmpAfusionada

al octapeptido. Otro vector fue construido para la expresión

en levaduras con el promotor y la señal de excreción del

factor-alfa. En el primer caso la fusion es 'recuperada en

extractos celulares mientras que en el segundo, en el medio
de cultivo

3.2.5 - ULIGOPEPTIDOS BARBADOS

Se han construido oligopeptidos cargados positivamen

te o negativamente, compuestos de múltiples residuos de

arginina o acido aspartico (Smith y col,1984¡ Sassenfeld y

col,1984¡ Brewer y col,1985) como AH; estos son muy útiles

para la purificación del fusato por cromatografia de
intercambio ionico.

3.2.6 - RESIDUOS DE PULIHISTIDINA

La cromatografia de afinidad a metales inmovilizados

es una tecnica basada en la interacción (por uniones de

coordinacion) de iones de metales de transición (Ni=*, Zn=*,

Cuz’ o Co=*; inmovilizados a la matriz inerte por un agente

quelante), con los grupos imidazol o sulfhidrilos de los

residuos histidina o cisteina (Porath y col,1975; Hutchens y

col,1990). Se han construido vectores donde la AHcorresponde

a una polihistidina cuya longitud puede ser variable. La
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elucibn se logra disminuyendo el pH de la resina (Hochuli y

col 1988)

3.2.7 - FUSIÜNESCDNLA PROTEINAA DE Staphylococcus aureus

Dada la importancia de este sistema para el desarrollo

de este trabajo de tesis, se lo describirá con masdetalle.

La Q_[9_3:_e_j._rla___ede Staphylococcus aureus (SPA), se

encuentra practicamente en todas las cepas de esta especie.

(Forsgren, 1970) y es uno de los componentes de la pared

celular (Sjoquist, y col 1972). Esta tiene la propiedad de

unirse a la parte Fc de las inmunoglobulinas de tipo G (IgG)

de casi todas las especies de mamiferos (Lindmark y col,

1983), permitiendo que las fusiones a esta proteina sean

purificadas por afinidad a IgG inmovilizada, (Nilsson y col,

1985a). Se han construido vectores para expresar las quimeras

en E.coli, dirigidas al citoplasma (Nilsson y col 1985a;

Valerie y col 1987; Monaco y col 1987), al espacio

periplasmatico (Nilsson y col, 1985a; Abrahmsen y col 1986) o

al medio extracelular (Moks y col, 19B7a 1987b). En 5.aureus,

en cambio el producto es extracelular encontrándoselo en el

medio de cultivo (Nilsson y col 1985a; Nilsson y col 19B5b;

Uhlén y col 19B4a).

3.2.7.1- LA PRDTEINA A COHD APENDICE DE AFINIDAD

La secuencia nucleotidica muestra que la proteina

consiste en tres regiones estructural y funcionalmente

diferentes (Uhlen y col 19B4b). La primera (N-terminal) es la
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secuencia señal que consta de 36 aminoácidos muy cargada

positivamente en su extremo (punto isoelectricoz 12) y con

una zona altamente hidrofobica. Esta se cliva durante la

traslocacion (Abrahamsen y col, 1985), siendo funcional y

correctamente procesada no solo en S.aureus sino también en

E.coli, Bacillus subtilis y Streptomyces Iivjdans (Abrahamsen

y col 1985; Saunders y col 1984). La segunda región consiste

en cinco dominios homblogos de union a Fc de las IgG (E-D-A

B-C) de 58 aminoácidos. La última region (C-terminal) llamada

X, se ancla parcialmente a la membrana citoplasmatica y el

resto esta localizada en la pared celular, donde se une

covalentemente al péptido-glicano (Sjodahl J. 1977). En todos

los vectores para fusiones a SPA,esta última está deletada.

Muchas caracteristicas de la SPA hacen que sea, una

poderosa herramienta para la expresion y purificación de

proteinas recombinantes fusionadas a esta:

1) La union de la SPA a la Fc se da con extremada avidez

(Ko = 2 x 10-a M para el dominio B. Lindmark y col, 1983)

este hecho permite la purificación de la fusion gn_ug_églg

ggsg por cromatografía de afinidad con un rendimiente mayor

al 95% (Nilsson y col, 1985a).

2) Cada dominio de union a Fc de IgG consisten en pequeños

dominios globulares. Esto facilita su plegado en forma

independiente a la proteina que lleva fusionada, minimizando

el riesgo de impedimento esterico a la union con la Fc (Uhlen

y col 1984; Moks y col 1986; Deisenhofer y col 1978).
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3) La SPAes estable frente a la degradación proteolitica no

solo en su hospedador homólogo S.aureus sino tambien en cito

plasma y en el espacio periplasmico de E.co]i (Nilsson y col

1985a; Uhlen y col 1983)

4) Se han desarrollado sistemas de expresión y secresión de

fusiones a SPAen varias especies bacterianas siendo las mas

utiles E.coli y alternativamente 5.aureus (Nilsson &

Abrahmsen, 1990).

5) La vida media de los productos de fusión in vivo, son a

menudo lincrementados, especialmente cuando la proteina de

interes es básica. Una posible explicación es la interacción

de esta última con algún dominio de la SPA (que son ácidos),

sin impedir la interacción con la Fc con otro de los

dominios, formando ggggggggg_gglgglgs protegidos de la acción

de las proteasas (Moks y col 19B7a y 19B7b; Abrahmsen y col

1986; Nilsson y col 1985b).

ó) Si se trata de obtener anticuerpos contra proteinas debil

mente inmunógenas, las fusiones con SPA probaron aumentarla

puesto que esta última actua ggmg un adyuvante (Lowenadler y

col,19Bó y 1987; Valerie y col, 1987) dada la capacidad

mitogenica que posee la SPA sobre las células B y T (Rodey y

col 1972; Sakane y col 1978) y su capacidad de inducir

respuesta policlonal (Moraguchi y col, 1980)
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3.2.7.2 - VECTORES PARA LA EXPRESION DE FUSIONES CDN LA

.EBQIE.I_!SB._Q

Dos grupos de vectores fueron diseñados para la

construcción de quimeras. El primer grupo llamado serie 10

(pRIT11, 12 y 13; figura 1A) (Lowenadler y col, 1986) y sus

derivados pertenecientes a la serie pRIT20 (pRIT21, 22 y 23;

figura IB paginas 30 y 31) (Nilsson & Aorahmsen 1990) pueden

replicar y seleccionarse tanto en E.c01i como en S.aureus

(Lowenadler y col 1986). La parte funcional para E.co]j,

proviene del plásmido pEMBL9(Dente y col, 1983) y consta del

origen de replicación del replicón pMBI (estrechamente

relacionado al ColEl) y un gen de resistencia a la ampicilina

proveniente del plásmido R1 con algunos sitios de restricción

modificados (Hardy, 1986). La parte funcional para 8.aureus

consta de un origen de replicación y un gen de resistencia al

cloramfenicol del plásmido estaficoccico pCl94 (Horinouchi y

col 1982) cuya expresion en los vectores pRIT. es

constitutiva (Nilsson 19853).

El gen de la SPA posee su promotor original, que es

funcional en ambas especies (Lowenadler y col 1986). Su

extremo 3' fue modificado respecto al original, este carece

del dominio X y en su lugar hay un MCS, por eso tanto la SPA

libre como la fusion no se anclan a la membrana sino que el

pasaje continúa y tiene comodestino final el periplasma (en

E.coII) o el exterior de la celula (en 5.aureus).
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FI G. 4.. .6
de

los sitiosEsquema general
se detallan de

los vectores pRITll-lZ-lS. A continuación
clonado múltiple de cada uno de

ellos y sus correspondientes sitios de proteólisis especifica
El signo "A" indica el
del esquema señalan el sentido de
origen de replicación para
replicación para E.coIi;
cloranfenicol; Amp,an
proteina A de 5.aureus;
Tambiense detallan

punto de clivado.

Ori
de

S.aureus:
Cm, gende resistencia

MCS, sitio de

Uri
E.C.

pRITll
EcDRI SmaI BamHI

AAG CCT GAT GAC GAT AAA GAA TTC CCG GGG ATC
Lis Pro Asp Asp Asp lis Glu Fen Pro Gli Ile

Ehterappptjdasa

pRlTlZ
E'croRI SmaI HamHI .

ATT CCC GGG GAT CCG
lle Pro Gli Asp Pro

AAG CCT GGT GGA CCA GGA
Lis Pro Gli Gli Prn Gli

Colagenasa

pRlÏlS
lz'cuRI Small HamHI

AAT TCC CGG GGA TCC
Asn Ser Arq Gli Ser

AAG CCT ATC GAA GGT AGB
Lis Pro Ile Glu Gli Arq

Factor Xa

la transcripción.
E.c..

Las flechas dentro
Üri S.a.,
origenresistencia

a la ampicilina:
clonado

los dos sitios HaeII dentro de

SaII

Arg Arg

Sal]

TCG ACC
Ser Thr

SaII

GTC GAC
Val Asp

múltipl
la SPA.

Psfl

Pro Ala

Pstl

TGC AGC
Cis Ser

Ps tl

CTG CAG
Leu Gln

CGT CGA CCT GEA

de
al

SPA,
E .

AUt
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.I..13 JE!

Esquema general de los vectores pRIT21-22-23. A continuación
se detallan los sitios de clonado múltiple de cada uno de
ellos y sus correspondientes sitios de proteolisis especifi
ca. El signo "A " indica el punto de clivado. Las flechas
dentro del esquema señalan el sentido de la transcripcion.
Üri S.a., origen de replicación para S.aureus; Üri E.c.
origen de replicación para E.coli; Cmgen de resistencia al
cloranfenicol; Ampgen de resistencia a 1a ampicilina; SPA.
proteina A de S.aureus: MCS,sitio de clonado múltiple. Tam
bien se indican los sitios Not! y HindIII.

Uri
5.a.
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Continuación de la FIGURAlB

pRITZl

ECURI SacI Kpnl Smal HamHI

AAG CCT GAT GAC GAT AAA ÜAA TTC GAG CTC GGT ACC CGG GGA TCC
Lis pro Asp Asp Asp Lis Ulu Fen Glu Leu Gli Thr Arg Gli Ser

Ehteropeptidasa

Xbal Sali PstI Sphl
TCT AGA GTC GAC CTG CAG UCA TGC AAG CTA GCT TAA
Ser Arg Val Asp Leu Gln Ala

PRIÏ22

EcnRI

Cis

SacI

Lys Leu Ala It!

KpnI Sha! BamHI

AAG CCT GGT GGA CCA GGA ATT CGA GCT CGG TAC CCG GGG ATC CTC
Lis Pro Gli Gli Pro Gli Ile Arg Ala Arg Tir Pro Gli lle Leu

Colagenasa

XbaI 5311 PstI
TAGAGTCGACCTGC
***

DRITZS

ECORI

AAG CCT ATC GAA GGT AGG AAT
Lis Pro Ile Glu Gli Arg Asn

Factor Xa

XbaI SaII PstI sphI

CTA GAG TCG ACC TGC AGG CAT
Leu Glu Ser Thr Cis Arq His

TCG
Ser

GCA
Ala

AGC TCG GTA CCC GGG GAT CCT

hI
A G G C A T G C A A

Sacl Kpnl ShaI BamHI

Ser Ser Val Pro Gli Asp Pro

AGC TAG C T T A A
Ser ¡tt
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En el pRITll y 21, la secuencia de reconocimiento para

la enzima EcoRI deja el ¡nismo marco de lectura del fago

lambda-gtll, en el 12 y 22 esta corrida en un nucleotido

mientras que en el 13 y 23 el corrimiento es en dos

nucleotidos (Lownadler y col 1986). De forma tal de tener

representado en los sitios de clonado los tres marcos de

lectura posibles.
El segundo grupo lo constituyen los vectores de la

serie pRIT3O (31,32 y 33) (Nilsson 8: Abrahmsen 1990) y su

precursor pRIT2 (Nilsson y col 1985a). Estos carecen de la

señal de transporte hacia el exterior, solo pueden mantenerse

en E.co]i dando comoresultado la localización citoplasmática

del fusato. El promotor natural de la SPA es reemplazado por

el promotor del operon derecho del fago lambda, Ph (Zabeau &

Stanley, 1982), asi, en hospedadores que expresan el represor

Efe- (termosensible) el sistema es inducible a traves de un

shock a 42 c’C. De modo igual a la serie 20 y sus precursores,

en la serie 30, estan representados los tres marcos de

lectura dentro del MCS, 3'del gen de la SPA, siendo 1a 31

igual a la ¿¿“¿_g¿; la 32 igual a la 12 x 22; y la 33 igual a

la _;_}._.J_.ZQ

Las series 20 y 30 poseen ciertos adelantos respecto a

sus precursores (Nilsson & Abrahmsen 1990), los que se

detallan a continuacion (ver figura 18).

1) La expresion, de la SPAse da en niveles mas altos.



33

2) El MCSestá basado en el mp18 y no como en los precursores

los que se basan en el mp8. Este cambio incrementa el múnero

de sitios de clonado en el extremo 3' de la SPA.

3) Un sitio sintetico de terminación de la transcripción fue

incluido a unas pocas bases "rioabajo" del MCS.

4) Las señales de terminación de la traducción fueron

incluidas inmediatamente despues del MCS(TAA) y en todos los

marcos de lectura. Esto es importante para los fragmentos

subclonados que son un marco abierto de lectura porque

asegura el fin de la sintesis cercano al extremo 3' del
inserto.

5) Un sitio thl fue creado 5' del promotor con el fin de
facilitar el subclonado de toda la fusión a otro vector.

ó) Un promotor IacUVS (Deuschele y col 1996) esta ubicado

"rioarriba" del promotor propio de la SPA, este tiene un

efecto limitado en la serie 20 en la inducción por IPTG

(Nilsson & Abrahmsen 1990). En la serie 30 el promotor

IacUVS, puede ser útil para obtener una debil inducción en la

producción de la fusión si una sobreproducción implica la

formación de cuerpos refractarios. Este "doble promotor

alineado" puede ser usado para obtener tres niveles distintos

de expresión: 1) el estado reprimido: 2) inducido con IPTG y

3) Inducido a traves del promotor Ph por el cambio de

temperatura en hospedadores Ehcolj clgg. La inducción

simultanea no fue distinta a la inducción por cambio de

temperatura (NiISSOn & Abrahmsen 1990).
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3.2.7.3 — ELECCION DEL VECTDR Y EL HOSPEDADDR

La eleccion del vector dependerá del origen y pro

piedades de la proteina a expresar. En el caso de proteinas

que se exportan, son a umnudo degradadas en el citoplasma

bacteriano por las proteasas del huesped o precipitan

formando cuerpos refractarios en la matriz celular

(Schoemaker y col 1985). En este caso, la serie pRIT20 es

particularmente recomendada. En cambio, proteinas que Bcn

encontradas en el citoplasma o en compartimientos de membrana

en la celula original, pueden ser incompatibles con la

traslocacion a traves de la membranabacteriana y deberian

ser expresadas en 1a serie pRIT30 (Nilsson & Abrahmsen,

1990).

Existen varias ventajas para el uso de 5.aureus como

hospedador:

1) Los vectores en esta bacteria, son mantenidos en forma

estable sin la presion de selección (Nilsson & Abrahmsen,

1990).

2) Las fusiones a SPAson liberadas al exterior eliminando el

problema de la ruptura celular que se requiere para extraer y

purificar la proteina producida.
3) La concentracion de proteasas extracelulares son muchomas

bajas que las del citoplasma de E.coli y en cultivos de otras

bacterias gram-positivas como Bacillus sp o Streptomyces sp

(Nilsson & Abrahmsen, 1990).

No obstante, siendo S.aureus un patógeno oportunista,

seria preferible usar especies alternativas no patógenas como
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Staphylococcus xylosus o Staphylococcus carnosus (Uhlen y col

1984).

3.2.7.4 — RECUPERACION DE LA PROTEINA SIN EL APENDICE DE

AFINIDAD

Cuando se desea obtener la proteina libre de la AH,

la fusion debe clivarse en el punto de union entre ambas

mitades. Una vez lograda esta ruptura, un segundo pasaje a

traves de la columnade afinidad deja purificada la proteina,

quedando retenida la AHy la fusibn que no ha sido procesada.

Básicamente, existen dos clases de metodologias

para lograr un clivado eficiente: un tratamiento quimico o un

tratamiento enzimático. La elección dependerá de la estructu

ra de la proteina de interes, entre otros factores, el tener

un único sitio blanco de proteolisis.

Algunos ejemplos de tratamiento quimico son: con

bromuro de cianbgeno donde el sitio de clivado se encuentra

donde hay una metionina (Gross & Witkop, 1962); con hidroxil

amina a pH9 en donde el sitio de corte es asparagina-glicina

(Bronstein & Balian, 1977) o ácido fórmico para asparagina

prolina (Pisziewicz y col,1970). Evidentemente, este tipo de

tratamiento es ventajoso respecto a ias consideraciones

técnicas y económicas, pero poseen un especificidad limitada

y requieren la ausencia de los aminoácidos blanco dentro de

1a proteina de interés.
El tratamiento enzimático tiene la ventaja de presentar

alta especificidad, puesto que los sitios de reconocimiento
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son de varios aminoácidos (y la probabilidad de que se den

dentro de la proteina de interés es relativamente baja).

Aunque en muchas preparaciones (sobre todo comerciales), la

presencia de actividades proteoliticas extras, complica el

tratamiento (Ford y col, 1990), muchos autores las han usado

exitosamente (ver mas abajo).

Los vectores de la serie 20 y la serie 30, junto con

sus precursores, fueron diseñados de forma tal que en el

punto de separacion de ambas mitades en la fusion, se

encuentre el sitio de reconocimiento y clivado de la ggtg5n—

galaxia-ass[(Asp)3_aLis-] en el pRIT21y 11; 959m3; [Prox

GliPro] en el pRlT22 y 12; y el factor de coaqulacion X

activadg (Xa) [IleGluGliArg-J en el pRIT23 y 13 (Lowenadler y

col, 1986; Nilsson & Abrahmsen, 1990). En el primer y tercer

caso, la proteblisis especifica deja el autentico C-terminal

en la proteina de interes, cuando el fragmento de ADNse ha

subclonado en el sitio EcoR(ver figura 1).

La enteropeptidasa (enteroquinasa) es el activador

fisiológico del tripsinógeno, el cual, es clivado
especificamente para dar tripsina en la luz del duodeno

(Light & Janska, 1989). Las preparaciones comerciales (Sigma,

USA) contienen pequefias cantidades de tripsina ya que la

fuente natural es el intestino delgado de porcino! o bovinos.

Este hecho puede traer algunos inconvenientes (ver sección

resultados). El problema, ha sido resuelto por Hopp (Hopp y

col, 1988), empleando esta enzima de intestino delgado de

bovinca y purificada por cromatografía de afinidad logrando
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una actividad especifica = 280.000 Unidades/mg (3) (Liepnieks

& Light, 1979).

La colagenasa fue tambien ensayada en forma eficiente

(Hanada y col, 1988) así como también el factor Xa (Nagai &

Thogersen, 1987; Maina y col, 1988) y la trombina (Hummel y

col 1989).

Pese a todos los adelantos que se han-hecho en el campo

de 1a expresion de proteinas fusionadas, el clivado

especifico continúa siendo un problema, sobretodo para la

produccion de proteinas de uso farmacológico (Ford y col,

1991). Hochas veces, 1a eliminacion de la AHno es necesaria,
haciendo ideal este tipo de sistema por la eficiencia en la

expresion, rapidez y facilidad en la purificación..

t Una unidad de enteropeptidasa es 1a cantidad de enzima

necesaria para activar 0,065 mg de tripsinogeno, a 5°C

durante 1 hora a pH 5,8. (Kunitz, 1939).
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4 - 0 B J E T I V 0 S

Sobre la base de los antecedentes presentados en la

introduccion, se fijaron para la presentacion de este trabajo

de tesis, los siguientes objetivos.

4.1 - ESTUDIO DE UN SISTEMA DE EXPRESION EFICIENTE PARA

CUATROANTIGENOS DE T.cruzí.

Dada la importancia de obtener antígenos purificados y

en cantidades suficientes para el diagnostico o el desarrollo

de una vacuna, se ha estudiado la forma de producirlos

eficientemente, utilizando vectores de expresión que rindan

fusiones con la SPA como apéndice de afinidad, por las

ventajas ya mencionadas (ver seccion 3.2.7.1).

De la coleccion de antígenos clonados previamente (ver

seccion 2.5), se ha elegido el .1 como modelo inicial para

demostrar si este sistema era valido. A partir de los

resultados, se continuo con los fragmentos de ADNde los

restantes antígenos.
La expresion de la proteina fusion, fue evaluada en

dos hospedadores: E.co]i y 8.aureus. Una vez establecida, se

procedió a estudiar la forma de recuperar y purificar la

pggtgina fusign, producida en ambas bacterias a fin de elegir

el hospedador mas conveniente en funcion de la ggggtigiggg,

los niveles de proteina sintetizada y la ggggggggigg.

Esta última, fue estudiada con mas detalle en algunos

casos puesto que tratándose de un sistema de fusión, la
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ruptura ocasionada por las proteasas del hospedador, pudo

implicar un disminución en el rendimiento de la proteina al

final de todo el proceso. Con tal motivo se estudió, para

cada proteina en particular, el metodo que implique una

minima hidrólisis durante la fermentación, haciendo

modificaciones ya sea en las condiciones de cultivo como a

nivel genico (esto es: la modificación de un sitio dentro del

fusato reconocido por una proteasa de la bacteria).

Una vez purificado el fusato se procedió a estandarizar

las condiciones de proteólisis especifica, a fin de separar

ambas mitades, empleando el metodo enzimática y la ulterior

purificación para eliminar la mitad SPA y los restos de

proteina fusión no clivados, evaluando la cantidad de

antígeno autentico (o antigeno libre de SPA) por unidad de
volumen de cultivo.

4.2 — FUSION GENICA DE ANTIGENOS DISTINTOS

Puesto que la metodologia empleada para cada antigeno en

particular, aún implicaría un trabajo tedioso, se estudió la
posibilidad, de simplificarlo a traves de construcciones en

la que dos y tres genes se fusionaron para producir una única

proteina que conserve la misma capacidad de reaccionar con

antisueros de pacientes como lo hacen cada uno de ellos por

separado. Se han evaluado distintos tipos de fusiones con

respecto a su estabilidad en la quimera (esto es: SPA-Agl

Agz-...). La idea fue aproximarse a la obtención de una

poliproteina única que represente a todos los antigenos a
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5 - H A T E R I A L E S Y M E T D D Ü S

5.1-ANALISIS DE LAS SECUENCIAS NUCLEDTIDICAB Y AHINOACIDICAS

Con el fin de obtener la mayor información respecto a

los fragmentos de ADN,y sus correspondientes proteinas; las

secuencias nucleotidicas (t) (Ibañez y col 1988; Affranchino

y co, 1989) fueron estudiadas usando el programa de analisis

de secuencia Pustell, version 4 (International

Biotechnologies, Inc. New Haven, Connecticut). Estas fueron

introducidas, a traves del programa, al disco rigido de la

computadora y se les determinó los sitios de restricción de

cada fragmento de ADN.Las secuencias fueron traducidas a sus

correspondientes péptidos, los que fueron almacenados,

determinando entre otros parametros, el peso molecular, punto

isoelectrico estimado, el perfil de hidropatia y la presencia

de las secuencias de corte para la enteropeptidasa y el
factor Xa.

La hidropatia fue determinada en base a los trabajos de

Kyte y Doolittle (Kyte a: Doolittle, 1982). Brevemente, el

programa otorga a cada aminoácido y en forma secuencial, un

valor de energia libre (calculado a partir de coeficientes de

particion para sistemas de dos fases por ejemplo agua

solvente orgánico) cuando se encuentra comoresto libre. Esta

determinacion secuencial se realizo en grupos de, por

ejemplo, 9 aminoácidos (segmento o ventana = 9), los promedia

y ese valor le es asignado al aminoácido del medio (esto es

al N” 5 para el primer segmento o ventana). Luego sigue con
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el segundo segmento el cual es definido por el corrimiento de

un aminoácido en la secuencia (del 2 al 10) y repite la misma

operacion dandole el valor al N" 6. Una vez recorrida toda la

secuencia, vuelve a hacer lo mismo con los valores ya

asignados obteniendo un _p_r_c_)_mle__g_:_l_o____p_e_s_ag_g.A partir de esto,

puede obtenerse un grafico con estos valores en función de

cada aminoácido de la proteina en forma secuencial. Puesto

que cada residuo tiene un valor determinado en funcion de los

que estan en las "vecindades", el gráfico definió ¿Bags de

hidrofilicidad e hidrofobicidad. Inicialmente, los resultados

obtenidos de esta manera, fueron comparados con varias

proteínas de estructura conocida a través de estudios

cristalograficos, demostrandouna correlación entre las zonas

hidrofilicas y las que están mas expuestas en la molécula; y

las que son hidrofbbicas con las que estan escondidas. Luego

de realizar este tipo de comparacioncon distintos valores de

"ventana'f, el correspondiente a 9 aminoácidos dio la mejor

correlación. Esto no necesariamente coincide, ya que estos

resultados se refirieron a proteinas globulares.
En un gran número de casos, las zonas hidrofilicas

acompañan a las antigénicas (Hopp & Woods 1981) Welling y col

1985), aunque algunos resultados indicaron que no

necesariamente es asi (Geysen y col 1987).
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5.2 - SUBCLDNADO DE LOS FRAGHENTOS DE ADN EN LOS VECTDRES

DE EXPRESION

5.2.1-ENZIHAS

Las enzimas de restricción y modificación (ligasa y

exonucleasas), fueron empleadas segun los protocolos

recomendados por el proveedor (BRL; USA).

5.2.2-PREPARACIDN DE PLASHIDOS Y FRAGHENTUS DE ADN

Los plásmidos fueron amplificados en E.ca]i HBlOl, las

que fueron crecidas en caldo L (triptona 1%, extracto de

levadura 5%, cloruro de sodio 1%) suplementado con ampicilina

lOOug/ml toda la noche ¿a 37 °C con agitación continua. La

extraccion fue realizada según la tecnica de Birnboim-Doly

(Birnboim and Doly, 1979). Para extracciones preparativas y

analíticas se utilizaron 100 ml y 1,5 ml de cultivo

respectivamente.

En el caso de S.aureus, las cepas fueron cultivadas en

caldo L suplementado con cloramfenicol 20 ug/ml. Una vez

centrifugadas, las células fueron lisadas con lisostafina

0,12 mg/ml en buffer NET (Tris-ClH 20 mMpH 7,0; ClNa 100 mM)

durante 30 minutos a 37 °C y luego se procedió de igual forma

que en E.Coli. En todos los casos ADN plasmidico fue

purificado con fenol-cloroformo y precipitado con isopropanol

como se describe (Sambrook y col, 1989). En todos los casos

el ADNfue resuspendido en buffer TE (Tris-CIH 10 mMpH 7,6;

EDTA 1 mM).
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Para la purificación de fragmentos de ADNlibres de

vector (í), se ha digerido masa de aproximadamente 40 ug de

plasmido recombinante con 100 unidades de la enzima de

restricción adecuada. Los productos de digestión fueron

separados por electroforesis en gel de agarosa 1% y los

fragmentos de peso molecular esperado fueron electroeluidos a

partir del gel según las tecnicas establecidas (Sambrook y

col, 1989). Los fragmentos purificados según este método

fueron usados ya sea en el subclonado o para otros

procedimientos.

A menos que este indicado, los plasmidos y fragmentos de

ADN,fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa

cuyo poro fue determinado según su peso molecular. Las

condiciones de corrida fueron ajustadas como se describe

(Sambrook y col, 1989) asi como también la tinción y

fotografia de los geles. La determinación de los pesos

moleculares fue hecha usando patrones ADNde fago lambda

digerido con HindIII, ADNde fago Fixlya digerido con HaeIII

o 1 Kb Ladder (BRL, USA).

5.2.3 — INSERCION DE LOS FRAGHENTOS EN LOS VECTURES DE

EXPRESION

Los vectores (figura 1, pag 29-31), fueron preparados

segun la metodologia descripta, linearizados con la enzima de

restricción adecuada, repurificados con fenol-cloroformo y

precipitados con medio volumen de acetato de amonio 7.5 M;

pH 7,5 y dos volumenes de etanol (Sambrook y col, 1989).
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500 ng de vector fue ligado con una masa de fragmento a fin

de lograr una relación molar vector/inserto = 1/4; usando

ligasa de fago T4 de acuerdo a las recomendaciones del

proovedor (BRL, USA). La mitad de esta mezcla de ligación,

fue analizada por electroforesis en gel de agarosa con el

fin de controlar la positividad de la reacción y un cuarto

del volumen inicial fue usado para transformar Elcoli DHS

alfa y E.co]i HBlO1 según el metodo de Hanaham (Hanaham,

1983). Las celulas transformadas fueron seleccionadas en

medio sólido L (caldo L, agar 1,2 Z) suplementado con

ampicilina (100 ug/ml) y crecidas toda la noche a 37 °C.

En primera instancia, se realizó un estudio del

contenido plasmidico de varios clones resistentes a la

ampicilina seleccionados al azar. Por analisis de

electroforesis en gel de agarosa 0,62, Se han elegido los

plasmidos que presentaron un mayor peso molecular respecto

a1 vector. Estos fueron analizados por digestión con las

enzimas correspondientes a cada caso, para comprobar la

presencia del insert: en el vector. Se efectuó un segundo

control por digestión con SaII y electroforesis en gel de

agarosa 0,5% (ya que en todos los casos, los fragmentos

carecen de sitios para esta enzima y por lo tanto se logra un

solo corte en todos los plasmidos), con el fin de establecer

cuantos fragmentos fueron ligados al vector.
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5.3 TRANSFORMACIONEN S.aureu5

En el trabajo de rutina, una vez lograda la construc

cion deseada usando como hospedador E.co]i, se procedió a

transformar 5.aureus con el plasmido recombinante.

La transformacion en esta especie, fue lograda siguiendo

dos protocolos distintos al de Hanaham. El primer

procedimiento se baso en la metodologia de Chang (Chang 8:

Cohen, 1979) modificada comose detalla a continuacion:

A) Preparacion de protoplastgs

Todo el material de vidrio fue libre de detergente asi

comotambien las soluciones y los medios, los que se detallan

a continuacion del protocolo:

1) La cepa de 5.aureus SA113 fue crecida en caldo L durante

toda la noche.

2) 0,1 ml de este inoculo se agrego a 20 m1 de caldo B e

incubandolas a 37 °C con agitación continua hasta una

densidad optica, a 600 nm de longitud de onda (00.00), de

1,2.

3) Las celulas fueron cosechadas por centrifugacion a 8000 x

g durante 15 minutos a 4 °C.

4) Luego de eliminar el sobrenadante, las celulas se

resuspendieron en 20 m1 de SNMPy fueron transferidas a un

erlenmeyer de 100 ml.

5) Se agrego 0,3 m1 de solucion de lisostafina (BRL, USA) 1

mg/ml y 0,75 m1 de lisozima (BRL, USA) 40 mg/ml. La

suspension fue incubada a 37 °C con agitación suave.
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ó) La formacion de protoplastos fue seguida por diminucion de

la DOÓÜOhasta que la absorbancia decrecib a un 30-35%.

7) Las celulas sin atacar fueron eliminadas por centrífuga

cion a 2000 x g durante 10 minutos y los protoplastos

presentes en el sobrenadante, fueron centrifugados a 7000 x g

durante 25 minutos a temperatura ambiente y resuspendidos en

2 ml de SNMP.

B) ILQQELCMQLLÉEJELLQE...QL9L9_P_L65.ÉFE

Se mezclaron en un tubo de centrífuga de 15 ml:

1 v 0,3 ml de suspension de protoplastos.

2
V 500 ng de ADNplasmidico disueltos en TE.

3) 2 ml de fusogeno (polietilenglicol 502 en SMM1x).

Luego de mezclar cuidadosamente, se agrego 7 m1 SNMP

mezclando por inversion. Los protoplastos fueron centrífuga

dos a 7000 x g durante 25 minutos a temperatura ambiente y

resuspendidos en 0,4 ml de SNMP.

C) Expresion fenotipica

Despues de sembrar todo el volumen de la suspensión de

protoplastos transformados en medio sólido de recuperación

DM-3 (30 ml por placa), se incubaron a 37 °C durante 3,5

horas, con el fin de dar tiempo a la sintesis de la enzima

cloramfenicolacetiltransferasa codificada por el plasmido.
D) Seleccion de transformantes

1) Una vez transcurrido el tiempo de incubación, las placas

se cubrieron con "agar blando" suplementado con un volumen de

cloranfenicol 10 mg/ml de forma tal de llevar el cultivo en
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medio sólido a una concentración final de 10 ug/ml (ver

apéndice).

2) Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 4B horas y

los clones resistentes fueron analizados según su contenido

plasmidico, por el metodo ya descripto ( ver sección 4.2.2).

Es importante aclarar que todo el trabajo lleva un
tiempo de 14 horas.

5.3.1 - MEDIOS Y REACTIVDS PARA LA TRANSFORMACIONDE S.aureus

(Chang & Cohen, 1979)

9919213.

Peptona.................................1Z
Extractode levadura.....................0,5%
Glucosa.................................0,1%
Clorurodesodio........................O,SZ
Fosfato di básico de potasio x 2 H:Ü.....O,1Z

Se ajustó el pH a 7,5 con ClH y se esterilizó por autoclave

durante 15 minutos a 121 ='C. La glucosa fue preparada aparte,

esterilizada por filtración y agregada al caldo en el momento
de usar.

.S_N__!‘1___ 2__X

Sacarosa................................1 M
Acidomaleico........................0,04 M
Clorurode magnesio..................0,04 M
Se ajustó el pHa 6,5 con NaOHy se esterilizó por filtración
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Medio para Antibiótico N° 3 (Difco, USA), 7 Z

Se ajustó el pH a 7,4 con NaOHy se esterilizo por autoclave‘

15 minutos a 121 °C.

g_g_g_g (Medio para la formacion de protoplastos)
SMN2 X....................;............55 ml
PAE4 X.................................40 ml
AlbúminaSérica Bovina5%................5 ml

La solucion de albúmina sérica bovina (fraccion V) fue

ajustada a pH7,5 con NaÜHy esterilizada por filtración.

Este medio fue preparado al momentode ser usado.

Eusgggma

Polietilenglicol(8.000)................40 g
III.lil-IO...IIIIOIIIIIIIUIIIIIIIISO

Aguadestilada..........................20 m1
Se esterilizo en autoclave a vapor fluente durante 30 minutos
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Medio solido QH-Spara la regeneración de protoplastos
Agar5%..............................
Succinatode sodio 1 M................

Z............Hidrolisado de caseina 5

Z-uonuucooounoaExtracto de levadura 5

K,HP0./KH,P0.3,52 / 1,52 ......;....
Glucosa 50 Z

Cloruro de magnesio 1 N

SZIIIIJIDIIIAlbúmina serica bovina

La solucion de succinato de sodio

con acido succinico 1M.

individualesLos componentes

autoclave durante 15 minutos a 121 °C salvo la glucosa y

albúmina serica bovina las que
filtración.
Cada plada contuvo 30 ml de

.CY ._ï_5.

Hidrolisadode caseina................
Extractode levadura.................
Clorurodesodio.....................

...200 ml

¡0-10

fueron

.500

.100

..60

.100

..20

..10

Aguadestilada (cantidad suficiente para)

fueron

ml

ml

ml

m1

ml

ml

ml

esterilizados

esterilizadas

medio de recuperación.

..10 g

...10 g
...6 g
...4 g
.400 ml

1M fue ajustada a pH 7,3

por

la

por

El medio se fraccionb en alicuctas de 25 ml y se esterilizó

en autoclave durante 15 minutos a 121 °C.
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Cloruro de magnesio1M.........¿........10 m1
Glucosa5 Z ..............................5 m1
Fosfato de Na-beta-glicerol 48,6 Z ......20 m1
Albúminaserica bovina 5 Z ...............5 m1

Todos los componentes fueron preparados por separado y

esterilizados por autoclave durante 15 minutos a 121 “C salvo

la albúmina sérica bovina la que fue esterilizada por
filtración.

Aqar blando para la seleccion de transformantes

CY-3fundido y estabilizado a 50 °C............25 ml
Succinato de sodio 1 Mestabilizado a 50 c'C....25 ml

Suplemento..............................;......4 ml
Antibiótico: ver la tabla que se muestra a continuación

Antibióticos para la seleccion de transformantes

Antibiótico Solucion de ml en 50 ml Concentración
Stock (mg/ml) de Agar blando final (ug/m1)

Cloramfenicol 10 0,5 10

Eritromicina 10 1 20

Kanamicina 100 2,5 500

Tetraciclina 25 0,5 25
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La electroporación fue el procedimiento alternativo

para la transformación de S.aureus. En este caso la cepa

empleada fue RN4220 (Kreiswirth y col, 1983) puesto que la

cepa SA113mostró ser incompetente para este método.El método

se basa en someter a las celulas, a un campo electrico de

alta magnitud en tiempos equivalentes a núlisegundos. Este

proceso produce poros transientes en la membrana de la

celula, posiblemente por una momentanea inversión en 1a

polaridad de la celula. A traves de estos poros, el plásmido
puede entrar pero no salir a causa de la naturaleza

transitoria de estos. (Powell y col, 1988). El aparato usado

fue el "Gene-Pulser" de BioRad y las condiciones para cepa

RN4220, fueron las siguientes: una fuerza de campo eléctrico

de 2,5 KVcon un capacitor interno de 25 uF y una resistencia

de 100 Oms y' el tiempo se ajustó automáticamente a 2,5

miliseg (Rhoads Kraemer & Iandolo, 1990). La cubeta empleada

fue de 0,2 cm (distancia entre los electrodos).

El procedimiento usado en este trabajo, tambien fue de

acuerdo a los ensayos de Rhoads Kraemer y Iandolo (Rhoads

Kraemer & Iandolo, 1990) el cual básicamente consistió en lo

siguiente:
1) Un inóculo de 1m] a partir de un cultivo crecido en caldo

Tripticasa-soja durante toda la noche, fue introducido a 50

ml del mismo caldo e incubado a 37 °C con agitación continua

hasta que alcanzó una DÜÓÜDde 0,3-0,B.

2) Las celulas fueron cosechadas por centrifugación a 8000 x

g y luego de eliminar el sobrenadante, fueron resuspendidas
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en solucion de sacarosa 0,5 M gig_g¿ggtgglitgg en un igual
volumen.

3) Se repitió la mismaoperacion que en (2) con la diferencia

de que las celulas fueron resuspendidas en 0,5 volumenes con

la misma solucion de sacarosa y dejadas en hielo durante 15

30 minutos.

4) La suspension fue fraccionada en alícuotas de 400 ul,

congeladas con nitrógeno liquido y guardadas a —70°C

5) Luego de descongelar las celulas a temperatura ambiente,

se colocaron 40 ul de la suspension y 1 ul conteniendo 100 ng

de ADNplasmidico.

ó) Luego de un pulso de campo electrico en las condiciones ya

descriptas, las celulas fueron diluidas con 1 ml de SNMP

mezclando por inversion.

7) De esta última suspension se sembró 0,2 ml en medio L

solido suplementado con cloranfenicol 10 ug/ml.

B) Las placas se incubaron a 37 °C durante toda la noche.

Es importante recalcar que el tiempo empleado en todo el

procedimiento fue de aproximadamente 1 hora.

5.4 - EXPRESION DE LOS ANTIGENDS FUSIONADDS A SPA

ENE.cali y S.aureus

La expresion fue demostrada empleando el ensayo de

inmunoprecipitacion en gel, rastreo inmunológico de colonias.

y analisis por Dot blot.
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5.4.1 — INHUNOPRECIPITACION EN GEL

La reaccion de inmunoprecipitación por doble difusión

en gel de agarosa (Duchterlony, 1958) fue empleada en primera

instancia. Se partio de cultivos jóvenes (6 horas) en medio

liquido de Tripticasa-Soya con un inóculo inicial 1/100. 3 ml

de cultivo fue centrifugado, las celulas fueron resuspendidas

en PBS (fosfato de sodio 20 mM pH 7,4, NaCl 0,85%) y

sonicadas durante un tiempo de 2 a 4 segundos a la frecuencia

maxima. Los restos celulares fueron eliminados por ulterior

centrifugacion y la concentración de proteina fue determinada

por el metodo de Bradford (Bradford, 1976l. 10 ug de proteina

total de cada extracto fue sembrado en pocillos separados

dispuestos en forma circular en una placa de gel de agarosa

12. en PBS. Paralelamente fue estudiada la presencia de la

fusion en el medio de cultivo fermentado por siembra de 50 ul

del sobrenadante de las celulas centrifugadas. El pocillo
central fue sembrado con 10 ul de antisuero hecho en conejo

(t). Luego de una incubación de toda la noche a temperatura

ambiente en camara húmeda, el gel fue secado, teñido con azul

de Coomasie y lavado con solución decolorante (metanol 40%,

acido acético 10%en agua).

La expresion de SPA ya sea libre o fusionada, fue

determinada tambien por este metodo, con la diferencia de que

en el pocillo central se sembró 10 ul de IgG humana (IgG-H)

purificada 10 ug/ul.
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5.4.2 - RASTREÜ INMUNOLÜGICODE COLONIAS

Comoensayo previo,se realizo una replica de placa de

clones que presentaron positividad y negatividad en el ensayo

de inmunoprecipitacion en gel. El rastreo inmunológico fue

modificado respecto al originalmente descripto (Helfman y
col, 1984). Brevemente, las colonias de una placa fueron

transferidas a filtro de nitrocelulosa y sometidas a vapores
de cloroformo en camara cerrada durante 30 minutos a

temperatura ambiente. El filtro fue tratado toda la noche con

lisozima 2 mg/ml y DanaI 1ug/m1 en albúmina bovina 3%

(Sigma, USA); Tris-ClH 50 mMpH 7.5; Cleg 20 mM. Los filtros

fueron lavados 2 veces con la misma solucion sin los tres

primeros componentes y bloqueados con gelatina 3% (Sigma.

USA) en TES (Tris-ClH 50 mM; ClNa 150 mM) durante 1 hora.

En el caso de detectar la mitad antigénica en la fusión,

el fitro se incubb durante una hora, con el antisuero

especifico de conejo (1/10.000 a 1/100.000) en gelatina 1%

disuelta en TTBS (Tris-ClH 20 mM; ClNa 0,15 M; Tween 20

0,05%) en presencia de IgGH 2 mq/ml la cual desplaza al

anticuerpo de su union inespecifica con la SPA (Lowenadler y

col, 1986). Luego de tres lavados con TTBS, se realizo una

tercera incubación durante 1 hora con anticuerpo anti-conejo

conjugado con peroxidasa (Bio-Rad, USA). Despues de lavar los

filtros 3 veces con TTBSy tres veces con TBS y la reacción

colorimetrica se efectuó con 4-cloronaftol 0,06% y agua

oxigenada 0.033 Vol en TBS. La reaccion se detuvo con
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sucesivos lavados con agua. El clon de interes fue recuperado

a partir de la otra placa de Petri..

Posteriormente el metodose simplificb transfiriendo

las colonias directamente de la_glggg_mggggde transformación

a la nitrocelulosa. Estas dejaron una "impronta" en el agar,

las que aún retuvieron bacterias, de modotal que la colonia

de interes pudo ser rescatada sin complicaciones a partir de
esta.

5.4.3 - ENSAYO PUR DDT BLDT

Este analisis de expresion fue realizado por siembra

en papel de nitrocelulosa, de cantidades crecientes de

proteina total en lisados celulares preparados como se ha

descripto (seccion 5.4.1) en un volumen constante de 1 Lu

para el caso de E.col.1' y 5 ul de sobrenadante de cultivo

(sembrado de a 1 ul) para el caso de 8.aurus. Luego de secar

el papel 2 minutos a 37 "C, la presencia tanto antigeno

fusionado a SPA como SPA libre, fue puesta de manifiesto

siguiendo el procedimiento descripto en la sección 5.4.2 a

partir de la incubación con gelatina 3%en TES.

5.5 - PREPARACION DE LAS FUSIONES

5.5.1 - EXPRESIONEN E.caIi Y S-aureus.

Cuando la produccion se efectuó en un nivel prepara

tivo, un erlenmeyer de 2 l de capacidad conteniendo 400 ml de

caldo Tripticasa-Soja suplementado con ampicilina 50 ug/ml,

fue inoculado en una relacion 1/100, con ¿ngji HBlOl
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tmgnmi_gmamg,crecida toda la noche a 37 °C. El cultivo fue

desarrollado hasta la fase estacionaria temprana (00600 = 2),

aproximadamente 6-7 horas a 37 °C, con agitación continua.

Las celulas fueron cosechadas por centrifugación a 5000 x g
durante 30 minutos a 4 °C.

‘Con el fin de recuperar la fusión en el espacio

periplasmico (Randall and Hardy, 1986), las celulas fueron

resuspendidas cmw 5 ml de una solución de sacarosa 0,5 M;

Tris-ClH 0,1 M pH B; EDTA mM e incubadas 10 minutos en

hielo. Se agregó lisozima a una concentración final de 0,16

mg/ml y la suspención fue incubada durante 5 minutos en

hielo. Luego de estabilizar los esferoplastos con 180 ul de

MgSO.1M, estos fueron eliminados por centrifugación a 10.000

x g durante 10 minutos y la fusión se rescató a partir del

sobrenadante.

Para la expresión intracelular total (esto es: fusión

localizada tanto en periplasma como en citoplasma), la

ruptura celular se realizó por sonicación de las bacterias

concentradas 10 veces en TST (Tris-CIH 50 mMpH 7,6; ClNa 150

mM; Tween 20 0,05%), a la máxima frecuencia durante 2-4

segundos. Los desechos celulares fueron separados por

centrifugación a 12.000 x g durante 15 minutos y la fusión se

rescató a partir del sobrenadante.

La producción extracelular en 5.aureu5 , fue realizada

en condiciones iguales que en E.co]i con excepción del

agregado en el medio de cultivo de pantotenato de calcio 1,5

ug/l, tiamina 1 ug/ml y ácido nicotinico J. mg/ml (Uhlen y
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col, 1984) en presencia de cloramfenicol 10 ug/ml. El cultivo

fue crecido con un inoculo del 1%, durante 6 horas hasta la

fase estacionaria temprana (DÜ.°° de aproximadamente 2,5).

Las celulas fueron eliminadas del medio de cultivo por 1)

centrifugacibn a 5,000 x g durante 30 minutos y 2) por
sucesivas filtraciones a traves de membranasde nitrocelulosa

de poro decreciente (0,8um; 0.45um y 0,22um).

5.5.2 — PURIFICACIDN DE LAS FUSIONES POR CRDHATDGRAFIA DE

AFINIDAD.

Las fusiones presentes tanto en los extractos crudos
clarificados comoen el medio de cultivo fermentado libre de

células, (previamente ajustados a pH 7,6 y preservados con

azida sbdica 0,1%) fueron purificados por cromatografia de

afinidad con IgG-Sepharosa (Pharmacia LKB, Uppsala, Suecia)

en una columna de 0.4 cm de diámetro y con un volumen de

lecho de 1,5 a 2 ml. EL flujo se ajustó a 1-2 ml/minuto y

cuando el volumen a procesar supero los 500 ml, se dinminuyó

aproximadamente 30 veces, de forma tal de dejarlo toda la

noche a 4 C'CZ.

La columna fue lavada con 10 volúmenes de TST y luego con

5 volumenes de buffer acético/acetato de amonio 5 mMpH 5.

La elución fue realizada con buffer acético/acetato de amonio

0,5 M pH 3,4 y cada fraccion de aproximadamente 0,5 m1 fue

chequeada con reactivo de Bradford. La columna fue luego

equilibrada a pH 7,6 con TST y toda la operación se repitió

hasta la ausencia de proteina en el eluido. Todas la
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fracciones con reacción de Bradford positivas fueron juntadas

y la concentración proteica final fue determinada por el

metodo de Bradford (Bradford, 1976). El buffer ácido fue

eliminado por dialisis contra PBS, la solución fue

liofilizada y el residuo almacenado a -20 c'C.

Un metodcaalternativo fue la precipitación con 3

volúmenes de acetona, centrifugación a 10.000 x g y

eliminación de esta por evaporación a 37 °C. El precipitado

fue resuspendido con PBS y guardado a -20 °C. Posteriormente,

la concentración de proteinas fue verificada por la tecnica
anteriormente mencionada.

5.6 - OBTENCION DE LA PRUTEINA AUTENTICA

5.6.1 - PRDTEOLISIS ESPECIFICA

El tratamiento con enteropeptidasa se realizó en base

al protocolo de Hopp (Hopp y col 1988). Se empleó la enzima

de origen-porcino, purificada por cromatografía (Sigma, USA).

A menos que este indicado, la reacción fue hecha en buffer

fosfato de sodio 10 mMpH B a 37 °C durante toda la noche.

El tratamiento con factor Xa estuvo basado en el

protocolo de Smith (Smith & Johnson, 19GB), y consistió en

incubar el sustrato con la enzima en una relación de masas

variable, en büffer Tris-CIH 50 mMpH B; ClzCa 1m" ; C1Na100

mNa una temperatura de 25 °C durante 2 horas.
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5.6.2 - ULTERIURPURIFICACION

Una vez realizada la proteolisis, el antigeno sin la

proteina A en la mezcla de productos (Antigeno libre,

proteina A y restos de fusión sin clivar) fue separado por un

segundo pasaje a traves de la columna de afinidad IgG

Sepharosa obteniéndose la proteina autentica en el efluente,

quedando retenidos en la matriz, la proteina A y los restos

de fusion sin clivar, los que fueron eliminados por elución a

pH 3,4.

La cantidad de antígeno libre recuperado en el efluente

fue determinada mediante la siguiente forma: PT; - PTgp

donde PT; es la proteina total en el efluente y PTgp es la

proteina total debida al agregado de enteropeptidasa. La

preparacion comercial (Sigma USA) contiene albúmina bovina y

su actividad especifica fue de 125 Us/mgde proteina.

5.7 - ANALISIS PUR ELECTRÜFORESIS EN GEL DESNATURALIZANTE DE

PDLIACRILAHIDAY Néstern-Blat

Las muestras proteicas fueron analizadas por electrofo

resis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE),

según Laemmli (Laemmli y col 1973) a 50 V durante toda la

noche. Para la tinción de las proteinas totales, el gel fue

tratado con Coomasie-Blue R250 (Sigma, Usa) en solucion de

metanol 50%; acido acético 7,5%; decolorado con la misma

solucion, sin el colorante y secado durante 1 hora en un

secador de vacio a BO =’C. La determinacion de los pesos
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moleculares fue realizada usando un patrón de peso molecular

de alto rango (BRL, USA).

Para la identificacion de los antígenos fusionados a SPA

o libres se realizo el ensayo de hbstern Blot a partir de

protocolos establecidos (Sambrook y col 1989) los que fueron

modificados. Una vez que las proteinas fueron corridas en

SOS-PAGE,se transfirieron a una membranade nitrocelulosa de

0,45 um de poro, en una celda Trans Blot (BioRad, USA). La

electrotransferencia fue realizada en büffer Tris-glicina

(Tris 25 mM;glicina 0,3M) pH 8,3; metanol 20% a 45 V durante

2 horas. El filtro fue lavado dos veces con TBSpara eliminar

el metano! y bloqueado con gelatina 3%en TBSdurante 1 hora.

Cuando fue requerido, la SPA libre o fusionada fue bloqueada

con IgG humana (lgG-H) 2 mg/ml con el fin de eliminar la

union de las IgGg de conejo a esta (deenadler y col, 1986)

Cuando se quizo visualizar solamente el antígeno, el

filtro fue incubado con el antisuero especifico hecho en

conejo en una relación 1/10.000 - 1/5.000 durante 1 hora a

temperatura ambiente, en presencia de lgG-H 2 mg/ml. Luego de

lavar 3 veces durante 5 minutos con TTBS se realizó una

segunda incubación con anticuerpo anti-conejo conjugado con

peroxidasa (BioRad, USA)en relacion 1/1.000 durante una hora

a temperatura ambiente, en presencia de IgG-H 2 mg/ml.

Despues de lavar 3 veces con TTBSy 3 veces con TBS durante 5

minutos, se desarrollo la reacción colorimetrica con 4

cloronaftol 0,06% y agua oxigenada 0,033 V en TBS.
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En el caso de visualizar la SPA tanto libre como en la

fusion, el filtro fue incubado, luego del bloqueo con

gelatina e IgG-H, con anticuerpo anti-humano conjugado con

peroxidasa (BioRad, USA) en una relacion 1/1.000 en TTBS

durante 1 hora a temperatura ambiente y en ausencia de IgG-H.

Despues de 3 lavados con TTBS y 3 lavados con TBS, la

reaccion colorimetrica se realizó de igual forma que la
anterior.

(t) Los fragmentos de ADNcorrespondientes a los antígenos,

sus secuencias y los respectivos antisueros especificos
hechos en conejo, fueron aportados por A.C.C. Frasch. Insti

tuto de investigaciones Bioquimicas."Fundacion Campomar"
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5.8 - C E P A 8 H D S P E D A D O R A S

EScheríchia coli QHQ:QLI@

ngggigg: F‘ FiBOd IacZ delta M15 delta(1acZYA-argF)U169

anahi hst17(rK’, mx*) supE44 lambda‘ thi-l, gyrfl reJAl

Referencia: Focus (1986) 8: 2, 9

5.5.EQEEÁEQÁ_€__EQLQ!EÁQ¿

ggnggigng' hstZO (r.“ m.“) rec913 leuBó ara-14 proAZ Iach

gaJK2 rpsL20(str') xy1-5 mtl-l sup44 Jambda‘.

Referencia: Mol Biol (1969) 41, 459.

EggnaziQDQ..59_L¿._-1m9¿

Genotipo: delta(1achproAB) supE thj / F' traDSó proAB+ JacIGZ

deltaM15.

Referencia: Nucl Acids Res (1981) 9, 309.

5...1;QRDXJQEQQCHLÉ5559415.561 ..3

Genotipo: r“ m+ tox

Referencial J Gen Microbiol (1976) 96, 277

Steamlgsgq_u5_e_y.cgggfim2.129

Genotipo: r' m+ tax

Referencia: Nature (1986) 305, 709.
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ó - R E 9 U L T A D 0 S Y D I S C U S I 0 N

6.1 — ANALISIS DE LAS SECUENCIAS

6.1.1 - SITIOS DE RESTRICCION

El análisis de los sitios. de restricción en el

antígeno 1 (A91) (figura 2A), mostró una repetición

invariable de estos, cada 204 nucleótidos (ver por ejemplo

HindIII) siguiendo el motivo de secuencia repetida ya que la

unidad esta totalmente conservada. Esto ocasionó algún

problema para la determinación de la orientacion, cuando el

inserto fue subclonado en los vectores de expresión.

La misma situación se presentó en el Ag 30 (figura 28).

La unidad, de 42 pb, no se conservó totalmente y esto se

reflejtJ en la existencia de, por ejemplo, solo dos sitios

DdeI, dos sitios HaeI, dos sitios HaeIII ect.; mientras que

la sistemática repetición de sitios Alu! y PvulI cada 42 pb

puso en evidencia el motivo. La zona donde hay un acúmulo de

sitios para distintos tipos enzimas de restricción, se debió

a una ambiguedad en la posición 280 - 283.

La secuenciación incompleta del clon 13 solo permitió

el estudio de la zona repetida (472 pb), mostrando variantes

para algunas enzimas ya que la unidad no se conservó

totalmente (figura 2C). Un unico sitio PstI se encuentra 900

pb hacia el extremo 3'(comunicación personal).

La secuencia disponible del SAPAcomprende toda la zona

codante, en donde puede verse, por ejemplo (figura 2D) que

los sitios para Hian, Rsal y Taql, dan la ubicación de la
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Y l G U R A 2 A

Pequemaqeneral de los sitio; de restricción del fragmento de
ADNcorrespondiente al antiqeno 1.

200 400 bÜÚ Ü'CI 10'90 1200
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Esquemageneral de los sitios de restricción del fragmento de
ADNcorrespondiente al antígeno 13.
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zona de repetición en el fragmento. Los sitios gnicgs fueron

nvaI, AvaII, HaeIII, NJaIII, SaUSAI.Otros sitios únicos como

HaeII, PvuII, SspI, y PstI fueron comunicados en forma

personal, y posteriormente confirmados en forma experimental.

6.1.2 - PERFILES HIDRÜPATICDS

Una vez traducidas la secuencias nucleotidicas a sus

respectivas secuencias aminoacidicas, se realizó un perfil de

hidropatia de cada Una de ellas, con el fin de estimar las

regiones antigenicas mas importantes (Hopp & Woods, 1981;

Welling y col 1985). El Ag 1 y 30 (figura 3A, 3B), presentan

hidrofilicidad en casi toda la unidad, encontrándose pequeñas

regiones hidrofóbicas. Podria decirse, en ambos casos, que

toda la unidad es de importancia.

En el fragmento correspondiente al SAPA, se estudiaron

tres regiones separadas: la N-terminal, la zona de repetición

y la Q;tggmigal (figura SC). La N-terminal posee dos zonas

hidrofóbicas separadas por una hidrofilica, a continuación se

encuentra 1a repetición totalmente hidrofilica y la última,

C-terminal, es hidrofóbica en su totalidad. En esta se

encontraría la zona de anclaje a 1a membrana (Pollevick y col

1991). De nuevo la repetición seria la zona inmunodominante

ya descripta (Buschiazzo y col 1991).

En el caso del 13 (figura 3D) la hidrofilicidad fue

total, con la salvedad de que la secuencia no esta completa.

De todas formas se podria decir que esta zona es inmunológi

camente importante.
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PErfil de,hidropatía de una unidad de repetición corresponw
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Perfil de hidropatia del antígeno SAPA,el cual fue estudiado
tomando tres regiOnes pnr separado. A. zona correspondiente
al extremo N-terminal, donde se muestra el sitio colineal al
fraqmento de ADN,SauSAI. H, una unidad de repetición corres"
pnndiente a la zona central, compuesta de 24 residuos. C, 20“
na correspondiente al exhrpmo C-terminal, donde se muestra el
mitin colineal al fragmentp de ADN,HheII.
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Perfil de hidropatía de una unidad de repetición correspon
diente al antígeno 13, la cual se compone.de 5 residuos.
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De esta forma se ha confirmado (al menos en forma

teorica) cual region es prescindible y cual no, para las

construcciones genéticas, sobre todo en el caso del SAPA.

6.1.3 — SITIOS SENSIBLES A PROTEASASESPECIFICAS

Con excepción a1 SAPA, todos los antígenos restantes

presentaron múltiples sitios sensibles a la tripsina en toda
la molecula (ver tabla). Un análisis de homologia realizado a

traves del mismo programa mostro la ausencia de sitios

sensibles a la enteropeptidasa (Ep) y al factor Xa aunque se

encontró dentro de la unidad del Ag 1 un sitio parecido para

la Ep (Leu Asp Asp Asp Ser).

Otros datos de alguna importancia determinados teorica

mente por el mismo programa se detallan en la siguiente
tabla:

Antigeno Peso Molecular P.I.(estimado) S.S.T 8.8.8.
calculado (KDa)

1 52,0 5.63 86 14

30 19,5 7,00 40 4

SAPAP 25,4 5,38 2 1

SAPAH 22,4 5,32 2 1

SAPA. 19,6 5,32 1 1

S.S.T.: Sitios sensibles a 1a tripsina. 8.5.8.: Sitios
sensibles al bromurode cianogeno. P.I.: Punto isoeléctrico
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SAPAP,H_.son proteínas correspondientes al SAPAcodificadas

por los fragmentos f7_¿H_.H respectivamente los que se

detallan en la figura 14A (pag 116).

6.2 - EXPRESION DEL ANTIGEND 1 FUSIONADO A SPA EN E.coli

6.2.1-SUBCLONADÜ DEL FRAGMENTÜ DE 1,3 Kb AL VECTDR DE

EXPRESION

El fragmento de 1,3 Kb fue preparado por digestión del

vector pUCl9 con el inserto, usando la enzima EcaRI y

purificado por electroeluCión. Despues de haber ligado al

vector pRITll, en el mismositio, los productos resultantes

fueron introducidos en E.c011 DH5-alfa por transformacion

(seccion 5.2). Se ha obtenido una colección de 12 clones con

inserto , a partir de un muestreo de 50 colonias elegidas al

azar, siguiendo el metodo mencionado (sección 5.2), (figura

4A). Estos plasmidos fueron "linearizados" con el fin de

estudiar la presencia de mas de un fragmento dentro del

vector ya que se trato de un subclonado con puntas iguales.

La figura 4B (pag 74) muestra la presencia un inserto por

vector en 10 de los 12 clones con un peso molecular observado

de 8.5 (versus el teórico 8,4 Kb = 7,1 Kb + 1,3 Kb). En los

clones 6 y 27, el peso molecular observado de 9,5 Kb, reveló

la presencia de dos fragmentos en el vector [peso molecular

teórico 9,7 Kb = 7,1 Kb + 2x(1,3 Kb)]. Por lo tanto estos dos

últimos fueron descartados por la posibilidad de generar
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FIGURA 4.8

Fílectroforesís en qel de agarosa 0,67. de: 11 clone: de? la
figura anterior diqeridus con SaII. Comohay un 5010 saítio en
c2],plásmido, la banda corresponde al plásmido linearizado. M.
ADNde faqo lambda dinerido con Hinc/III. pll, pHITl] diqerido
con ECOR’I .

ó 8 11 1718 20M 27 34 3‘? 48 4‘? pll



75

secuencias polipeptidicas no esperadas, al no tener señal de
terminación de la traduccion dentro del inserto.

6.2.2 —PRODUCCIONDE LA FUSION SPA-A91, EN E.ca]i

Puesto que los sitios de restricción en este inserto

se repiten, siguiendo el motivo de secuencia repetida, su

orientacion en el subclonado no fue determinada, como ya se

explico en la seccion 5.2.3. El promotor de la SPA es

funcional en E.co]i (waenadler y col, 1986), por lo tanto la

fusion también lo será, si la proteina en la fusion no es

tóxica para el hospedador. Asi la orientacion y la expresión

fue determinada, en primera instancia, en un solo paso.

Los 12 clones fueron estudiados por inmunoprecipitacion

en gel (ver seccion 5.4) mostrando que 6 de estos

reaccionaron positivamente frente al antisuero (As)

especifico de conejo (figura 5A, pag 77).

Debe tenerse en cuenta que la SPA reacciona con IgG de

conejo (Lindmark y col, 1983) ya sea libre o en una fusión y

por lo tanto las bandas de precipitacibn observadas pueden

ser debidas a la reaccion de las IgG. de conejo con la SPAde

1a fusion y no a una reaccion especifica antígeno-anticuerpo

(Ag-Ac). Si esto fuese cierto, 1a reaccion del As especifico

con la SPAproveniente de extractos de E.co]i con xgggg;_sig

insecto daria una banda visible (ver posillo C). Esto no

indico una reaccion negativa sino que la sensibilidad de este

metodo impidió verla, mientras que la reaccion especifica Ag
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Ac fue tan fuerte que pese a esta baja sensibilidad pudo
visualizarse sin inconvenientes.

Para confirmar que la señal en este tipo de ensayo fue

por una reaccion especifica, 10 ul de extracto (1,14 mg/ml)

proveniente del clon 34 (E034) fue incubado con 10 ul de IgG

H (100 mg/ml) durante toda la noche a temperatura ambiente,

de forma tal de saturar todos los sitios de unión a la IgG en

la SPA de la fusión. Esta luego fue enfrentada con: el As

especifico de conejo y con IgG-H. Los resultados de la figura

SB mostraron que cuando el extracto fue preincubado con lgG

H, (34!) no se encontró la banda de identidad parcial, la que

se visualizó cuando el extracto sin preincubar (34",) fue

enfrentado a IgG-H; mientras que la banda correspondiente al

Ag/Acespecifico permaneció sin ser alterada. Por lo tanto se

estuvo en presencia de una autentica fusión SPA-A91.

Resultados posteriores confirmaron estas conclusiones.

6.3 - EXPRESION DE LA FUSION SPA-Ag 1, EN S aureus

6.3.1-TRANSFORHACIÜNDE S.aureus SA113

El plasmido correspondiente al clon 34, pJ34, fue

amplificado en E.coli extraido y purificado según los

protocolos ya mencionados, el cual fue usado para transformar

S.aureus SA113 según el metodo de Chang y Cohen modificado

(sección 5.3).

Uno de los pasos mas importantes en la transformación

fue la formación de protoplastos, la que se evaluó por la

disminución en la DÜóomde la suspensión en función del
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F I G U R A 5 A

Inmunoprecipitacion en gel de agarosa. Los extractos corres
pondientes a los 12 clones mostrados en la figura 4A fueron
preparados como se indico en Materiales y Métodos. En todos
los pocillos, salvo el A, se han sembrado lO ug de proteína
total. A, 20 ul de PES; B, extracto de E. coli' sin
transformar; C, extracto de E.c011 transformada con pRITll
(fuente de proteína A). As, antisuero específico de conejoanti-1.

F I G U R A 5 B

Inmunoprecipitacion en gel de agarosa. IgG, 100 ug de IgG
humana (IgG-H); 34N1, extracto del clon 34 no preincubado con
IgG-H; 341, extracto del clon 34 preincubado con IgG-H. pll,
10 ug de proteína total de extracto de Elcolí transformada
con oRITll; As, antisuero específico de conejo anti-1.

{1‘
9



78

tiempo. La figura 6A muestra dos curvas tipicas. En una de

ellas puede verse que la Düéoo no se estabiliza y continúa

decreciendo luego de las 3 horas de tratamiento enzimática.

Estos protoplastos no fueron competentes para la
transformación. La otra curva muestra una estabilización en

la DOÓOOluego de las 3 horas a un valor equivalente al 35X

del original, siendo estos protoplastos competentes. La

diferencia fue que en el primer caso las celulas crecieron

sin glucosa mientras que en el segundo lo hicieron en

presencia de esta. Aunque esta tecnica no resultó ser

reproducible y muy poco eficiente, se han logrado obtener

clones transformados. En la siguiente tabla se detallan los

resultados de la transformacion por este metodo, con este

plasmido y con otros.

Plásmido Vector Inserto Cantidad de ADN(ug) N” de UFC/P
(PM, Kb) (PM, Kb)

- pRITS (6.9) - 1 1

- pRIT11 (7,1) - 1 4

pJ34 pRITll f1 (1,3) 1 1

p130 pRITll fso (0,65) 1 2

pA13 pRITll f1: (2,2) 1 B

pA13 pRITll f;3 0,5 1

pF7 pRITll f7 (1,95) 1 2

UFC/P: Unidades Formadoras de Colonias 'Transformadas por

placa. PM: Peso Molecular.
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Control de la formación de protoplastos de S.aureus por
disminución de la DÜ¿onen función del tiempo. (+), a partir
de células crecidas en presencia de glucosa 0,1%. (I), a par
tir de células crecidas en ausencia de glucosa.

o.
—L m. (J 01



80

El contenido plasmidico de la cepa de 5‘ aureus SA133

transformada, SA34, fue analizado como se describió en la

seccion 4.2.2. La figura óB, muestra que el pJ34 conservo

todo su material durante el proceso de transformacion.

6.3.2-PRODUCCION DE LA FUSION SPA-A91 EN 5.aureus

El clon SA34 fue crecido como se indico en la sección

4.3.1. Las celulas fueron centrifugadas y lavadas dos veces

con PES, las que se lisaron por sonicacibn. La presencia de

la proteina fusión, fue chequeada ya sea en el lisado celular

clarificado comoen el medio de cultivo libre de celulas, por

inmunoprecipitacion en gel demostrando que en S.aureus.la

fusion se transporta al mediC)extracelular y no permanece

dentro de la célula (figura 601, pag 82). Ya que la

sensibilidad del metodoempleado fue baja, podria decirse que

se trata de una localizacion mayoritaria.

Cuando se confrontaron conjuntamente el ggjgggg1_gg

g¿gg¿¿¿ngg;5 y el medio de cultivo crecido con 5.aureus SA34

contra el As especifico, se observó una única banda de

identidad demostrando que las fusiones producidas por ambas

especies son idénticas (figura 602, pag 82). Por lo tanto la
proteina es perfectamente expresable no solo en EZCDJIsino

tambien en S.aureus, siendo eficiente el transporte al
exterior en esta última.
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Iranqínrmación dm 9.4urwuc «un G1 plásmido pJIfl y Cnn leTll.
ñ, mlmctrofmresj; en qm! de agarosa 0.6% de los pláqmídnú cin
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rnntrn] realizado Con pWIIll: M, ADNde fago lambda diquído
wwwHzndIII; 1, DRIÏIJ n partir de E.C011 digerido CDUECÜÑI:
É y 3 dm; clones independientes de 5.aureus tFaÜSfDFmñdnuron
UI mimmoy diqerida2 con la misma enzima.
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F I G U R A ó Cl

Localizacion de la fusion SPA-A91en Ehcoli y 5.aureus por
inmunoprecipitacion en gel. Reactividad contra antisuero
específico de conejo (A) o IgG-H (B). 1, extracto de celulas
transformadas con pJ34; 2, extractode celulas transformadas
con pRITll; 3. extracto de celülas no transformadas; 4, medio
de cultivo de celulas no transformadas; 5, medio de cultivo
de celulas transformadas con pRITll y ó, medio de cultivo de
celulas transformadas con pJ34. Nótese 1a banda de identidad
en B entre la fusion y 1a SPA libre, indicando la presencia
de SPA en la fusion.

E.Cali 5.aureus

Vía! 6 fi: '5 1 6

5 'í’v3 5 5 2 a] 5
4 (3 4 . 3 4

F I G U R A ó C2

Inmunoprecipitacion en gel mostrando la identidad entre las
fusiones producidas por E.coli (Ec) y 5.aureus (Sa). pll
extracto de ELcoJi transformada con pRITll (fuente de
proteína A). As, antisuero especifico de conejo.
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6.4 - ESTUDIOS COHPARATIVOS ENTRE AMBASESPECIES.

b.4.1— EXPRESION PURIFICACIÜN DE LA FUSION SPA-Ag 1

EN CANTIDADES PREPARATIVAS.

Para establecer cual hospedador fue mas conveniente en

función de una produccion a gran escala, ambas especies (E034

y SA34) fueron crecidas de acuerdo a los protocolos ya

mencionados (seccion 5.5.1). En el caso de E034 (la cepa

utilizada fue HBlOl, Nilsson y col 1985) se proceso un

volumen de cultivo de 100 ml. Las celulas fueron

centrifugadas y resuspendidas en 10 ml de PBS y fraccionadas

en 0,5m1 en tubos Eppendorf para lograr una óptima ruptura

por sonicacion. Otra fraccion equivalente fue destinada para

el estudio del transporte al periplasma. Se estudio también

la presencia de la fusion en el medio de cultivo.

En el caso de SA34 se utilizo 300 ml de medio de

cultivo, clarificado como se ha mencionado previamente

(seccion 5.5.1) y una masa celular equivalente a 100 ml de

este, tratada de igual forma que en E.coIi. La fusion

presente ya sea en los extractos comoen los correspondientes

medios de cultivos, fue rescatada y purificada por

cromatografía de afinidad, IgG-Sepharosa (Pharmacia, Suecia)

y la cantidad de proteina en el eluido fue evaluada siguiendo

toda la metodología ya descripta (seccion 5.5.2). Los

resultados son expuestos en la siguiente-tabla:
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Hospedador Localizacion Cantidad de fusion recuperada
(mg/litro de cultivo)

E.co]i HBlOl celular 13,22

E.C01i HBlOl periplasma 1,84

E.coIi HBlOl extracelular 0,10
S.aureus SA113 celular N.D.

5.aureus SA113 extracelular 14,45

N.D. Cantidades no detectables por el Metodo de Bradford

Estos valores no indicaron diferencias en la cantidad de

proteina fusion producida por ambas especies. La ausencia de

proteina fusión en los extractos celulares de S.aureus

indicaron que el transporte al exterior de la fusión fue

optimo, o bien, una alta actividad proteolitica intracelular

la que explicaría la no recuperacion de la fusion. La

proteina recuperada a partir del periplasma de E.coli rindió
un 14%de la obtenida por sonicacion. Este bajo rendimiento,

pudo deberse a la ineficacia del metodo o bien a un

transporte deficiente de la fusion al espacio periplásmico.
La localizacion extracelular en E.co]i fue extremadamente

pobre en comparacion a, por ejemplo, "Insulin-like growth

factor" fusionada a SPA, la cual el 85% es secretado al

exterior (Moksy col, 19B7a).
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ó.4.2.- ANALISIS DE LA FUSION POR ELECTROFDRESIS EN GEL

DESNATURALIZANTE DE POLIACRILAHIDA

La SPA y el Ag 1 tienen un peso molecular esperado

de 31 KDa y 52 KDa respectivamente por lo tanto la fusion

deberia presentar un peso molecular de 83 KDa. Los resultados

de la figura 7A indican un peso molecular de 9B KDa y 90-87

KDapara S.aureus y Elcoli respectivamente. No se ha podido

explicar esta falta de concordancia, sobretodo en la proteina

de 5.aureus. Sin embargo pueden darse algunas

interpretaciones al respecto:
1) La señal de terminacion de la traduccion no se encuentra

inmediatamente despues del inserto y este conserva el marco

de lectura respecto a la SPA (ver figura 1, pag 29). Cuando

1a SPA libre es expresada en S.aureus y purificada de igual

forma, corre con un peso molecular de 34 KDa y no de 31 KDa.

Este último peso molecular corresponde a la SPA madurada en

el N-terminal, es decir sin la señal de secreción (Abrahmsén

y col, 1985), hasta el sitio C-terminal de clivado para la

Ep, por lo tanto los 3 KDade diferencia corresponden a se

cuencias "rioabajo" de este sitio. Cuandose trato con Ep la

SPA libre el peso molecular disminuyó al valor esperado de 31

KDa (ver figura BB, pag 92) indicando due la diferencia de 3

KDase debe a la existencia de la señal de terminacion a unos

BOpb rioabajo del sitio de Ep. Esto se da tanto en este caso

comoen la fusion puesto que el marco de lectura se conserva
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F .1AG.U.RA

Electroforesis en gel dF poliacrilamida 12%desnaturalizante
dm la fusión SPfinfiql producida por S.aureus (S) y E.co]i (E).
(n), proteína A purificada por afinidad de S.aureus transform
mada cun pRITll. MW, pvsos moleculares del patron de alto
rango que incluye, de mayor a menor peso molecular: miosina.
fnsforilasa b, albúmina cérica bovina, ovoalbúmina, anhidrasa
cnrbónica y bata-lactoqlnbulina.
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al finalizar el inserto lo cual explica solo un aumento de 3

KDa.

2) El Ag presenta un motivo de secuencia repetida lo que

ocasionaria de alguna forma un retraso en la corrida aún

cuando esta se haya hecho en condiciones desnaturalizantes.

De hecho, el antigeno libre de SPA posee un peso molecular

observado de aproximadamente 67 KDa(ver mas adelante, figura

8A, pag 91).Todos los antígenos libres de SPA mostraron el

mismo fenomeno de tener un peso molecular aparentemente mayor

al esperado (ver mas adelante). Este fenomeno también se

presento con el Agló de P.fa1ciparum el cual posee un motivo

de secuencia repetida (Bianco y col, 1986) donde peso

molecular calculado fue de 20 KDamientras que el observado

fue de 30 KDa, aproximadamente (Smith & Johnson, 1988).

Por último, la_gijeggggig observada entre las proteinas

producidas por ambas especies, pudo ser debida a que en

E.co]i, la degradación proteolitica es mas intensa, la que

explica la presencia de dos bandas y no a una diferencia en

la molécula per se.

Cuando la fusion ya purificada, proveniente de SA34, fue

incubada a 37 °C durante toda la noche en buffer fosfato 10

mM pH 8,0 en ausencia de enzima se observo, mediante el

analisis por SDS-PAGE,que esta se degradaba (figura 7B, pag

89). El mismo fenomeno se observó cuando la fusion dializada

(sin el buffer de elucion, pH=3,4) fue guardada a - 20 °C

durante uno o dos meses. La proteina recien purificada con el

buffer de elucibn y sembrada directamente en el gel, no
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presento dicha degradación . Estos resultados indicaron la

copurificacion de la proteina fusion con una proteasa propia

del hospedador. Este problema fue resuelto repurificando la

fusion de la misma forma que la primera vez con la diferencia

de haber lavado la matriz de la columna con 10 volumenes de

TSTNaCl 0,5 Mantes de la elucion. El resultado de la figura

7C confirma la eliminacion de la proteasa contaminante.

El hospedador mas conveniente fue 8.aureus por las

siguientes razones:

1) Se descarta el proceso de ruptura celular el cual

simplifica en gran medida todo el procedimiento. Si bien

existen otras formas de ruptura, por ejemplo, el tratamiento

con cloruro de guanidina, este requiere adicionar un segundo

paso de eliminación del agente activo con el fin de poder

emplear la cromatografía de afinidad. La ruptura con NaÜH0,5

N necesito un tratamiento posterior con nucleasas ya que la

viscosidad ocasionada por el ADN cromosomal, impidio el

pasaje a traves de la columna cromatográfica. Esto

encareceria el procedimiento de rutina. Se han realizado

ensayos preeliminares usando estos metodos y resultaron ser

poco practicos. Por otra parte la sonicacion se complicaria

al procesar grandes masas bacterianas mientras que en

S.aureus virtualmente no hay limites en el volumen a

procesar.

2) La recuperacion de la fusion partir de extractos

periplasmaticos en E.C0]i fue ineficiente y por lo tanto este

procedimiento fue dejado de lado.



FIGURA 7B 8‘?

Presencia de una proteasa contaminante en 1a preparacion de
la fusion SPA-991 expresada a partir de S.aureus. Analisis
por SBS-PAGE de: 1, proteína recientemente producida,
purificada e incubada a 37 QC, toda 1a noche en buffer
fosfato 10 mMpH 8; 2, fusion dializada contra PBS y guardada
durante un mes; 3, fusión dializada contra PBS )/ guardada
durante dos meses. 4, fusion recientemente purificada,
neutralizada con OHNay sembrada inmediatamente.

2M 3 4Q..

F I G U R A 7 C

Eliminación de 1a proteasa contaminante. Analisis por SDS
PAGE de: 1, fusion purificada, neutralizada con ÜHNa y
sembrada inmediatamente; 2, fusion repurificada como se
indico e incubada a 37 C’Cdurante toda 1a noche en büffer
fosfato 10 mMpH 8. 3, fusion sin repurificar e incubada en
iguales condiciones que en 2.

1 H2 3vc.
é



90

3) La degradación en S.aureus hospedador fue menor. Esto pudo

deberse a que en el medio extracelular la concentracion de

proteasas es menor que en el medio intracelular. Esta menor

degradación en S.aureus también fue descripta en la expresión

de la proteina "insulin-like growth factor 2" (lGF-2)

fusionada a SPA, en comparacion a E.co]i (Nilsson y col,

1990).

Por lo tanto a partir de este punto, todas las fusiones

fueron preparadas usando comohospedador 5.aureus.

6.5 - OBTENCION DE LA PROTEINA LIBRE DE SPA

Si el Ag ha de emplearse como reactivo de diag

nostico, la eliminacion de la SPAen la fusion es esencial ya

que todo suero humanoreaccionaria positivamente a través de
esta.

6.5.1- TRATAMIENTOCDN ENTERDPEPTIDASA

'Se han tratado 10 ug de proteina fusion con cantidades

variables de la Ep en las condiciones descriptas en la

seccion 4.5. La figura BAmuestra que el clivado produjo dos

fragmentos proteicos bien definidos, uno de peso molecular de

31 KDay otro de 67 KDa. La cantidad de enzima necesaria para

proteolizar totalmente a la fusión estuvo en el rango de

0,025 a 0,05 unidades/ug de proteina. Es importante notar que

un exceso de enzima degradb al Ag debido a una posible

actividad proteolitica extra en la preparacion enzimática

comercial. El proveedor (Sigma, USA)declaro la presencia de
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F" 1...8 ..!J.R..fl. _. 8A

Análisis por SDSPAGF de los productos de proteólisis
Pupecífica. con cantidades crecientes de enteropeptidasa. de
la fusion SPA-A91. Todas las calles corresponden a muestras
constituidas por 10 ug de proteina en un volumen de reaccion
de 20 ul en buffer fosfato 10 mMpH B a 37 OC toda la nocho.
1. fusion sin enzima: 7, 0,03 Us; 3. 0,06 Us: 4, 0.125 Us: 5.
0.?5 Us; 6, 0,50 Us; MW. patron de pesos moleculares. La
preparacion comercial contiene albúmina (68 KDa) corriendo en
forma parecida al antíqeno libre de SPA

WMV"...
1 2 Yss "¿ng j e, Mw

' (KDa). - ü 1-. -—- 4_97,4

1m.ill ql. 'l' 'l. “ 68

-43

2'9
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F I B U R A 8 B

Análisis por SBS-PAGEde la SPA producida por S.aureus
transformado con pRITll, purificada por afinidad y tratada
con enteropeptidasa. Todas las calles fueron sembradas con
muestras constituidas por 5 ug de proteína en un volumen de
reacción de 20 ul en las condiciones ya descriptas (sección
4.5). 1, SPAsin tratamiento; 2-5, SPAtratada con 0,015
unidades (Us); 0,031 Us; 0,062 Us y 0,125 Us. MN, patrón de
peso molecular.

1 2 3 4 5 MW
(KDa)

w fl -68

‘43
o

34 KDa -—— y31KDa-V
‘39
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tripsina en un valor que no excede el 5%, por lo tanto la

proteolisis inespecifica probablemente se debio a la

presencia de sitios sensibles a esta enzima. Por otra parte,
la existencia de una secuencia similar a la de reconocimiento

de la enteroquinasa en la unidad de repetición, Leu(Asp):Ser,

pudo ser sustrato de la Ep cuando esta se encontro en exceso.

Las diferencias entre los pesos moleculares de estos

fragmentos (figura 9A, parte B) fueron de aproximadamente 4

KDao múltiplos de este valor y puesto que la distancia entre

los sitios Leu(Asp)3Ser, en la proteina es de 7 KDa, dicha

degradación podria deberse mas bien a la tripsina u otra

enzima contaminante en la preparacion enzimática comercial.

La figura BB (pag 92) muestra que el tratamiento de la SPA

sin fusionar a partir de S.aureus transformada con pRlTll ga

el mismo peso molecular que la banda menor de la figura 86,

con una diferencia respech: a la proteina sin tratar de 3

KDa. Esto indica que la señal de terminacion de la traducción

se encuentra aproximadamente a unas 80 bases "rioabajo" del

sitio de clivado de la enteroquinasa.
Con el fin de establecer la identidad de ambos

fragmentos, estos fueron nuevamente separados por SDS-PAGE

por duplicado, electrotransferidos a un filtro de
nitrocelulosa y tratados comose indicó en la sección 5.5. Un

filtro se uso para visualizar la parte antigénica y el otro

para visualizar la SPA. La figura 9A muestra que el fragmento

de 67 KDa corresponde al Ag 1 Libre de SPB, mientras que en

el filtro tratado con IgG-H, esta banda no se vio. De forma



94

F I G U R A 9 A

Análisis por Western blot de los productos de proteolisis con
enteropeptidasa- A: 0,5 Us/lO ug de fusion, revelado con IgG
H o con antisuero de conejo (As); 1, 40 ng de SPA de S.aureus
transformado con pRTIll y digerido con enteropeptidasa; 2, 40
ng de fusion tratada con la misma enzima; 3, 20 ng de fusión
sin tratamiento. B, 2,0 Us/lO ug de fusion revelado con
antisuero específico de conejo; 1, 40 ng fusion sin trata
miento; 2, 40 ng de fusion con tratamiento.

v” ——’Fusión

Antigeno...

SPA

B
As
1 2 MN

(KDa)

—55
—47

—39

--35

SBS-PAGE 152
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análoga, la banda de 31 KDa correspondib a la SPA cuyo peso

molecular fue idéntico con la SPA libre previamente tratada

con Ep.

De esta forma quedo establecido que la proteolisis

específica separo, en forma eficiente, ambas partes de la
fusion.

ó.5.2.- ULTERIDR PURIFICACIÜN DEL ANTIGEND

La obtención del Ag libre tanto de la SPA como de los

restos de fusion sin clivar,se realizó por un segundo pasaje

de esta mezcla de productos por la columna de cromatografía

de afinidad. Tanto la fusion como la SPA libre quedarían

retenidas mientras que el Ag libre de SPAseria rescatado en
el efluente.

Luego de tratar 5 mg de proteina fusión con 100 unidades

de enteroquinasa, en iguales condiciones del experimento

anterior, la mezcla fue pasada 3 veces por la columna para

asegurar la total retencion de la SPA en la matriz de IgG

Sepharosa. Despues de eluir a pH 3,4; ambas fracciones

(efluente y eluido) fueron chequeadas según su contenido por

Western blot de igual manera que en el experimento anterior

con excepcion de no bloquear con IgG-H el filtro que

posteriormente fue incubado con As especifico de conejo. Los

resultados expuestos en la figura 9B demuestra que el pasaje

de la columna elimina la SPA en un grado no detectable por

este metodo (la sensibildad de esta tecnica para la detección

de SPAfue del orden de los 15 ng, ver calle 4). En el eluido
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F I G U R A 9 B

Analisis por Western blot de los productos del tratamiento
con enteropeptidasa despues de la segunda separacion por
cromatografía de afinidad IgG-Sepharosa.
1: 10 ug de la fusion proteolizada con enteropeptidasa
analizada por SDS-PABEy teñido con azul de Coomassie.
2: Western blot de 50 ng de proteina presente en el efluentg,
revelado con IgG-H.
3: Igual que en 2 pero revelado con antisuero de conejo y sin
bloquear con IgG-H.
4: Western blot de 40 ng de proteína presente en el egulgg,
revelado con IgG—H.
5: Igual que en 4 revelado con antisuero especifico de conejo
y bloqueado con IgGmH.
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pudo rescatarse la SPA libre la cual fue retenida por la
columna.

El alto fondo en los filtros de las calles 2 y 3, se

debit) a que se ha "forzado" la visualizacion de la banda

correspondiente a la SPA, dejando transcurrir la reaccion de

color durante toda la noche. Pese a esto, no se detecto SPA
en el efluente.

Se realizo un ensayo alternativo de Dot blot en nitroce

lulosa, para chequear la presencia de SPAen el efIUEnte. La

metodolgia fue 1a descripta en la seccion 5.4. con la

diferencia de haber usado el efluente de la columna de IgG

Sepharosa y no un extracto o un sobrenadante. El resultado

obtenido (figura 10) muestra la ausencia de SPA en el

efluente, respecto a la sensibilidad del metodo (2 ng). Por

lo tanto no se podria atribuir la no visualizacion de SPAen

la calle» 2 de la figura 95 (pag 96) a un problema en la

electrotransferencia en el Westernblot.

El rendimiento final fue de 2,45 mg de Ag/5 mg de

fusion, es decir 7 mgpor litro de cultivo. Cabe señalar que

este fue un poco menor a la esperada,esto es: (52/52+31)x5 mg

= 3.1 mg de Ag/5 mg de fusion, es decir, 8,7 mg de Ag por

litro de cultivo. Esto pudo deberse a una degradación

producida durante el tratamiento con la Ep. Ademas, el

clivado no necesariamente es total ocasionando, en estos

casos una pérdida en la recuperación.

Todo el procedimiento para este antígeno, fue

relativamente eficiente y muyrapido.
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Análisis por Dot-blot de la muestra perteneciente a 1a figura
9B calle 3. La misma corresponde al efluente 1a columna de
afinidad IgG-Sepharosa, revelado con antisuero especifico de
conejo (A) y con IgG humana (B). El esquema de abajo indica
1a posicion y cantidad de proteína sembrada.

A B

SPA -- SPA -

Efluente ——,Ü <3 Efluente —-;

SPA (ng) —— 10 2,0 0,5

Proteína del
Efluente (ng) -- 10 2,0 0,5



6.6 - PRODUCCION DEL ANTIGEND 30

Siguiendo el mismo esquema de trabajo del Agl, se

continuo con el A930. El fragmento de ADNse subclono en el

sitio EcoRI del vector pRITll, los clones positivos se

identificaron por rastreo inmunológico (figura 11A, pag 100)

y sus contenidos plasmidicos fueron también estudiados

(figura 119, pag 101). La positividad en la expresion fue

posteriormente confirmada por Dot blot (figura 11C, pag 102).

El plásmido recombinante, pI30, fue introducido en S.aureus

SA113siguiendo 1a misma metodologia que en el caso anterior.

La expresion y purificación, a nivel preparativo, se realizó

de la misma forma que en el 1, obteniéndose resultados muy

parecidos. Si bien la cantidad de proteina fusión fue

inferior respecto al Ag 1, esta no fue extremadamente baja: 9

mg/l de cultivo. Los ensayos de proteolisis especifica con

enteropeptidasa, mostraron que las cantidades de enzima

requeridas fueron aproximadamente iguales al caso anterior

(figura 11D, seccion A, pag 103).
Luego de tratar 5 mg de proteina con 100 unidades de Ep,

en iguales condiciones, el Ag fue purificado a partir de la

mezcla de los productos obtenidos de igual manera que el Ag 1

(figura 11D,seccibn B).
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F I G U R A 11 A

Subclonado y expresión del antígeno 30 en el sitio EtoRI del
pRITll-A, rastreo inmunológicouna ...... .... a partir
de la placa madre de transformación. 5 Clones positivos
fueron rescatados a partir de 1a otra réplica para su
posterior estudio



101

F I G U R fi ll B

fi: Cinco Clones DD“ ivos picada; C- la otra placa cuyos
plásmidos fueron a 1 '

e
izados por regïricc1ón con ECGÑI y

T' f .. °electroforesig en del
antígeno 30 purifi on:5
con señal positiva;

B: Tres We 195 Cinco CIOHGSGi;eriüog con SWZÏ(todGS poseen
S o A ' d? ‘n gel de#indlïï;

los ciñca
1Fiarmente

ill
Clones de la figura

Ï’T cQ Jp 0, po eat un fragmemto EH :1 vector; Z úze el
correskonde a un dime-¡"o591 cual fue dgccrrtsdgc
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F,.. .6... _.B .C

Análisis por Dot-blot del extracto preparado a partir de E.
coli transformada con p|30 (SPA-30). Un extracto preparado a
partir de E.co]i transformada con pRIT11 (SPA) fue usado como
control. El la cantidad de proteínaesquema inferior muestra
total sembraday su respectiva posición en el filtro

Proteina total de SPA-30 (ng)- 10 5 1

Proteína total de SPA (nq) - 10 5 1
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F I G U R A 11 D

A: Analisis por SBS-PAGEde los productos de proteolisis es
pecifica de 1a fusión SPA-A930con enteropeptidasa, realizada
en iguales condiciones que para 1a fusión SPA-991. Cada calle
fue sembrada con una muestra constituida por 10 ug de fusión
y cantidades crecientes de enzima. 1, fusion sin tratamiento;
2, 0,06 Us; 3, 0,125 Us; 4, 0,25 Us; 5, 0,5 Us; 6, 1 Unidad
de Enzima sin sustrato, 1a banda mayoritaria es albúmina
presente en la preparacion comercial. MW, patrón de peso
molecular.

B: Analisis por Western blot del antígeno 30 purificado por
columna de afinidad IgG-Sepharosa despues del tratamiento
enzimático. 1, 10 ug de 1a fusion digerida con enteropepti
dasa analizados por SBS-PAGEy teñido con azul de Coomassie.
2, 50 ng de proteína presente en el ejlugnte revelado con
IgG-H; 3, igual que en 2 revelado con antisuero específico de
conejo (As) sin previo bloqueo con IgG. 4, 40 ng de proteina
presente en el eiuidg revelado con IgG-H;

A B
1 2 3 4 5 ó MN 1 2 3 4

(KDa) t. ma".ÜI —68

-—43 gg ¡ÉÉ.‘ ' aan

-_- 34 Ím .
¿ -——32}A9 ,

L ' -—- 31 SPA
-‘29
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La siguiente tabla resume la productividad de antígeno

puro para el 1 y el 30, por litro de cultivo y la

recuperacion respecto a los valores teóricos.

Fusion Cantidad producida Ag libre Recuperacion
(mgde fusion/l) mg/l (m.o./m.e.)x 100

SPA-Agl 14 7 80,5 Z

SPA-Ag30 9 2,16 77 Z

m.o.: masa observada. m.e.= masa esperada

Estos valores podrian ser aumentados, aproximadamente 2

veces si la producibn se realizara en un fermentador con las

condiciones optimizadas (Nilsson y col 1991). Por otro lado

si la degradación no es considerada importante, como podria

ser el caso de estos antígenos ya que están constituidos por

unidades de repetición, podrian realizarse fermentaciones a

tiempos largos (por ejemplo 12 hs) ya que como es un sistema

constitutivo, la productividad de la SPA "acompaña" a la

densidad optica del cultivo (Anderson & Bailey, 1989)
lograndose una mayor cantidad de proteina fusion. La

recuperacion podria mejorarse si las condiciones
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6.7 - PRODUCCION DEL ANTIGENÜ 13

El procedimiento empleado en este caso fue idéntico a

los anteriores. El plasmido recombinante, pA13, fue

introducido a 8.aureus por el metodo de Chang & Cohen. La

fusion se expresó y purifico como en los casos anteriores,

rindiendo 6,5 mg/l de cultivo. El tratamiento de esta con Ep

mostró hidrolizar el fragmento correspondiente al Ag en una

concentracion enzimática tan baja que no alcanzó a consumir

el sustrato (ver figura 12A). Esto pudo ser debido a las

siguientes causas.

1) El Ag 13 pudo corresponder a una proteasa propia del

parásito, la cual es estable cuando se encuentra fusionada a

la SPA. A medida que la Ep actúa liberandola, esta se

activaria autodegradandose. Esta hipótesis perdio valor por

1a observacion de que la SPA liberada no se degradó (ver

figura 12A).

2) La presencia de una proteasa propia del hospedador que

copurifico con el antígeno, pudo ser la responsable de esta

degradación. Esta posibilidad fue tambien descartada ya que

la incubación de la fusión en iguales condiciones (37 °C

durante toda la noche en büffer fosfato 10 mMpH B) sin 1a

enzima, no la afecto (figura 12A)

3) En esta proteina, la unidad tiene 5 aminoácidos, la cual

se repite mas de 30 veces. Cada unidad posee un sitio

sensible a la tripsina y por lo tanto estos sitios son muy

numerosos en toda la molécula, lo que la haria "hipersensi
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F I G U R A 12 A

Analisis por SBS-PAGEde la fusión SPA-9913 purificada y de
1a misma tratada con enteropeptidasa. Para 1a proteólisis,
cada calle fue sembrada con una muestra constituida por 10 ug
de proteina fusión y cantidades crecientes de 1a proteasa, en
un volumen de 20 ul en las condiciones establecidas: 1,
fusión guardada a -20 °C; 2, fusión incubada sin enzima; 3,
0,008 U5; 4, 0,015 Us; 5, 0,03 Us; ó, 0,06 Us; 7, 0,125 Us;
8, 0,25 Us; 9, 0,5 Us; 10, SPA tratada con la misma enzima;
11, l Unidad de enzima; MN, patrón de peso molecular.

1234567891011Mw KDa
- ‘—2oo

-— --<.«N .-
KDa '
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ble" a esta enzima y como se mencionó anteriormente, la

enteropeptidasa comercial, esta contaminada con esta.

Una posterior incubación en presencia de un exceso de

inhibidor de tripsina de clara de huevo (Sigma, UBA) no

mejoró la situación (figura 128).

Para demostrar la segunda hipótesis o descartarla, el

fragmento fue clonado y puesto en fase en el vector pRIT23

porque este posee un sitio de clivado para el factor Xa. La

estrategia utilizada, es esquematizada en la figura 13A

(páginas 109 y 110). Si bien pudo usarse otro metodo para la

puesta en fase, este permitió obviar el uso de alguna

exonucleasa que pondria en peligro la secuencia de
reconocimiento del factor Xa.

El plásmido recombinante fue introducido a S.aureus por

electroporación el que fue chequeado posteriormente con el

fin verificar posibles deleciones ocasionadas en el proceso

de transformación (figura 13B pag 111). En todos los casos de

transformación por este metodo, no se vió ningún tipo de

alteración en el plásmido una vez introducido en el huésped.

La eficiencia de transformación por esta tecnica resulto en

10° - 10° colonias transformadas por ug de ADNplasmidico.

La expresión de esta fusión en 5.aureus, fue de igual

magnitud que en el pRIT11 y también su peso molecular (figura

13€, pag 112). Una vez purificada, la fusión fue tratada con

factor Xa siguiendo el metodo ya descripto. La presencia de

una banda definida (ver figura 13D, pag 113), correspondiente

al Ag demostró que seguramente el A913 es muy sensible a una
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F I G U R A 12 B

Análisis por Western blot del tratamiento con enteropeptidasa
en presencia del inhibidor de tripsina de clara de huevo. La
reaccion fue realizada usando 10 ug de fusion, 10 ug de
inhibidor y cantidades decrecientes de enzima en un volumen
de 20 ul y en las condiciones ya establecidas. 100 ng
correspondiente a la fusion tratada fueron sembrados en cada
calle y el filtro se reveló con antisuero especifico de
conejo anti-13. 1, 0,5 Us; 2, 0,25 Us; 3, 0,125 Us; 4, 0,06
Us; 5, 0,03 Us. El bloqueo con IgG-H no fue del todo
eficiente y por lo tanto puede visualizarse la SPA liberada
por la reaccion proteolitica.
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F I G U R A 13 Q

A: Estrategia de subclonado y puesta en fa e í-H fragmento de
es

1

ADNcorrespondiente al Ag 13 (fis), de de el vector pRITll 7'
dpRITZB. B: Electroforesis en gel

digerido con PSÉI mostrando que est
unas 900 bases del extremo 5': la
2, f1: digerido con PSÉÏ; 3. pAlÉ
de FiXl74 digerido con HaeII

os: 1% nel
m

r
itio se (aïcuentra a
‘ rir (252 Kb);

Psfl; Mg ADN

A

Ubicacion del fis en ei MESdei pRíïií ánHï"

ECOÑI “stï ECOFÏ"SmaÏ-Bamhfi—SEIÏ*PSLL
TTCL”MN]: ¡j -—

€———fíï-—w) NES del pRZTL;
1kfese correcta)

Jr

onado en jBLIESCRIPTr; 1 IKÏ-i- ( LLC ",1 c: n e J.

EiÏlO ECDHï,trsnszornacion en k,cuíi JMIOl
m - 1

LD

“DÜuÜFernmbinan“
Fsal/JPTF"

Electroforesis :r
“J. 'nanLes digerldos

Los Clones 4M

y ¿a la inversa n

.BamHI SmaI FstI ECQRI¿_900 b Pstï 1:00 ÏCORI=.nSalI
GBATCCCCGGGCTGCAGGAATTCEÏ n_.l . n ¿ÉAATTe-__Pk {1.3
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continuación de la figura 13A

BamHI5/7731 900b PS 130°b .ou
e -—» +——— —»

GGATCCCCGGGCTGCAGGAATTCl’ F’ IGAATTC........
<----- MCSdel BC f1: MCSdel BC

'4) Digestión con BamHI/SaJIy purificación del f1;
por electroelución

5) Subclonado en pRIT23 en los sitios BamHI/SaJI:

SmaI BamHI SmaI PstI ECDRI PstI EcoRI Se]!

GTA CCC GGG BAT CCC CGG GCT GCA Cfifi.fiIImCE:::::::]GAATTC-----____
fase émf13->

incorrecta

ó) Digestión con ShaI, recircularización por ligación,
transformación (en E.co]i) e identificación de los
clones positivos por rastreo inmunológico:

pRIT23-f13

SmaI PstI EcoRI PstI ECDRI Sa]!

GTA CCC GGGCTG CAG GAATTC:1:|GAATTC ———————_..
fase f;=

correcta



F I G U R A 133

Análisis de los plásmidos recombinantss por electroforesis en
gel de agarosa 0,8% y de 1a transformacións por elsctropora—
ción de 5.aureus con el pRITES-ïls (en fass). 1, pRITZS
digerido con EÏGHÏ. 2, pAlS digerido con EÏDRÏ. 55 {13 en
pRIT23 con la fase incorrecta, digerido con amHI/Salï,4F
pRITES-fls (en fase) digerido con SmaI/Ssjln 55 el mismo
plásmido digerido con ECORI.ó, el mismo plésmido extraido de
5.3ureus y digerido con ECQRI.f, f1ï,

1 2 3 4 5 ó f



F I G U R A 13 C

A: Analisis por Western
E.Co]i positivos (1 al
de conejo; 5, extracto
en pRITll); 6, extracto

pRITll (1) y en
Analisis por SBS-PAGE

pRIT23

112

blot de extractos de cuatro clones de
4) revelado con antisuero específico
de E.Coli transformada con pAlS (f1;
de E.coli transformada con pRITll.

fusiones SPA-9913 en
en S.aureus y

las
producidas

lOZ
(2)

de

purificadas segúh 1a rutina. M, patron de peso molecular.

43

29-":



113

F I G U R A 13 D

Análisis por Western blot de los productos de_proteolisis de
la fusión SPA-9913 en pRIT23 con distintas cantidades del
Factor Xa. Cada calle fue sembrada con 100 ng de proteina
clivada a partir de muestras constituidas por 10 ug de
proteína fusion en presencia de:
1: O ng; 2: 61 ng; 3: 125 ng; 4: 250 ng; 5: 500 ng de enzima.
Las condiciones de reaccion fueron las descriptas en Materia
les y Métodos.
El filtro fue revelado con antisuero especifico de conejo
cuyo bloqueo con IgG-H no fue total y por lo tanto puede
visualizarse la SPAliberada.

1 2 3 4 5 (MDa)

.-120
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proteasa contaminante, aunque no se pudo establecer si la
tripsina presente en la preparación comercial, fue la

responsable de la degradación puesto que la proteólisis en

presencia del inhibidor no 1a impidió. Está descripto que

todas las proteasas comerciales casi siempre llevan consigo
este tipo de contaminación (Ford & Glatz 1991).

Si bien el factor Xa produjo el antígeno libre de SPAsin
presentar degradación, la proteólisis no fue muy eficiente

comparada a los resultados obtenidos por Smith y Johnson

(Smith & Johnson, 1988) en la proteólisis con esta enzima con

fusiones de GST con el Agló de Fhfalciparum,(Bianco y col,

1986), cuyo peso molecular calculado fue de 20 KDa. En este

caso una relación enzima/sustrato de 1/100 logró la

proteólisis total, mientras que en este caso particular, una
relación de 5/100 no logró la proteólisis total. Posiblemente

el tamaño de nuestro A913 (90 KDa "aparentes") hizo que el

acceso de 1a enzima a su sitio de reconocimiento se vea

impedido por algún tipo de "enmascaramiento".

La SPA aparece en este último Western debido a un

bloqueo parcial del filtro con 1a IgG-H y puede verse su

desaparición en el punto correspondiente a la mayor cantidad

de la enzima, 1a que pudo deberse a una actividad enzimática

extra. Esto no seria importante ya que al final del

procedimiento la SPAdebe ser removida.

Por lo tanto, se necesitarian, para estos dos tipos de

fusiones, preparaciones de enteropeptidasa libres de tripsina

u otras proteasas contaminantes o bien preparaciones de



115

factor Xa de mayor actividad especifica. El clivado quimico,
como ser el tratamiento de la fusion con Li/metilamina/N

bromosuccinimida (Nilchek & Patchornikl 1962) el cual corta

donde hay Phe (el segundo aminoácido del antígeno en la

fusion) seria inseguro puesto que el gran tamaño de este Ag

haria probable la presencia de múltiples sitios sensibles.
Tengase en cuenta que la secuencia nucleotidica de este

antígeno fue incompleta, teniendose a disposición la

correspondiente al extremo 5‘ la cual representa un 20X del
total.

6.8 - PRODUCCION DEL SAPA

El fragmento inicial de este Ag presento una dificultad

para la electroelucion ya que este tiene un peso molecular

semejante a su vector pUC19(2,5 Kb y 2,6 Kb respectivamente)

y en todas las preparaciones siempre aparecio este último
como contaminante. Si la señal de terminacion de 1a

traduccion se encuentra entre el sitio HaeII y SspI, puede

eliminarse el fragmento comprendido entre el sitio PstI y

EcoRl (ver figura 14A), logrando un tamaño menor de forma tal

de facilitar la electroelucionL Por lo tanto el fragmento a

subclonar comprendió desde el extremo 5' EcoRI hasta el sitio

PstI 3’(f7) el cual fue insertado en los mismos sitios del

pRITll. Luego se procedió de igual forma que en los casos

anteriores (figura 14Aseccion B).

La expresion de la fusion. en S.aureus resultó en una

excesiva degradación. Esta, fue cosechada en la fase
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F I G U R A 14A

A: Esquema del fragmento de ADN correspondiente al SQPA
señalando los sitios de restricción mas representativos, 1a
nomenclatura de los fragmentos y la ubicacion de 1a señal de
terminacion de la traduccion. La zona sombreada indica 1a
ubicacion del motivo de secuencia repetida. B: Electroforesis
en gel de agarosa 0,81 mostrando el subclonaoo del inserto
ECURI-PstI (f7) en pRITll y transformacion de este píasmido
en S.aureus: l, fragmento SAPA en pUCl? digerido con
EtoRI/Pstï. 2, pRITll con el inserto;de E}Co]i digerido con
ECORI/Pstl. 3, el mismo plasmido a partir' de 5.aureus. 4
pRITll digerioo con ECUHI.

s

A

ECORI Sauífil HaeII SspI SQUÏQI Fstí ECOHI
l I I I y x J í-L_ 4 JM" ¿y l F1 jr
? ---- -{"——7/0 pb —*%-*-->Stop :—350 ph-Z

I s

'< : ' SAPA 2,5 Kb —-)>'
' I

L ' u I

\ l f7 1950 ph ————————————————“-?l i

'<———fEH 660 pb —-—->¡
l

ll<’_f3¡—g

(pb)

(pHITll) 7.lOO--

(pUClQ) 2.686--
(f7) 1.950--
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estacionaria temprana del cultivo, donde aumentaría 1a

expresión de las proteasas del huésped. Por esta razón, se

realizó una fermentación a distintos tiempos en iguales

condiciones, con excepción de un aumento en el inóculo a 10%

en vol/vol, con el fin de obtener una masa de proteina

considerable en los primeros tiempos. Luego de la

purificación por afinidad a partir de los ggbggggdggtgg

setcasagniimgngsúe ____.s_as:|..a_t_i.e_u_129,se anal izaron las muestras

por SDS-PAGE. En todos los tiempos se observó una alta

actividad proteolitica (figura 148, pag 119) nunca vista en

los antígenos anteriores. La fermentación en presencia de

PMSF1 uM no mejoró la estabilidad (figura 14H). Es posible

que el alto inóculo haya contribuido a una mayor actividad

proteolitica, ya que fue el primer caso en que se lo aumento.

A continuación se detalla la rutina de trabajo:

Egrin.en_t_a_c_i_b_n_a_cu_stintq 5__t_-‘LÉL|1P_D_5_

Tiempo de Volumende Proteina total Proteina por
fermentación medio cosechado recuperada l. de cultivo

(hs) (ml) (mg) (mg/l)

1,5 300 0,24 0,8

3,0 200 0.31 1,55

4,5 100 0,41 4.1

6,0 50 0,435 8,7



Fermentación de 3 hs a distintas concentraciónes de PMSE

Concentración Volumende Proteina total Proteina por
de PMSF medio cosechado recuperada l.de cultivo

(uH) (ml) (mg) (mg/l)

0,12 120 0,144 1,2

0,25 120 0,11 0,91

0,50 120 0,08 0,66

1.0 250 0,06 0,24

La figura 14H muestra además el western blat en que las

bandas de peso molecular aparente, 95/80 KDa, cOrresponden a

la verdadera fusión aunque son minoritarias. La mayor parte

se encontró en la zona correspondiente a la SPA dando

indicios de una degradación especifica. Este tipo de clivado

por el hospedador fue ya descripto en la expresión de IGF-l

fusionado a SPA en Eucoli (Nilsson y col, 1985a) donde una

zona de ruptura se localizó entre las dos mitades de la

fusión. Un problema similar se presentó en la expresión de

IGF-2 fusionado a SPA en E.C01i (Nilsson y col 1991). En

ambos casos la degradación fue menor cuando el hospedador fue

S.aureus. Con respecto al SAPA, la ruptura de la fusión se

dió tanto en E.co]i comoen S.aureus.

Téngase en cuenta que en S.aureus el sistema es

constitutivo y que no se disponen de ningún tipo de vectores
inducibles.
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A: Analisis por SBS-PAGE12%de los productos de expresión de
la fusion SPA-SAPA(f7) purificados por afinidad. Cada calle
fue sembrada con 10 ug de proteina. M, patron de peso
molecular. 1 a1 4: 1,5 hs; 3 hs; 4,5 hs y ó hs de
fermentación respectivamente. 5 al 8: fermentación durante 3
horas en presencia de 0,12; 0,25; 0,5 y l UM de PMSF
respectivamente.

B: Analisis por Western blot de 100 ng del la muestra
correspondiente a 1a calle 8, revelado con antisuero
especifico de conejo.

18,4

14,3
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6.8.1 — MODIFICACIONES EN EL ADN

Si existe una zona de ruptura, un alejamiento entre la

SPA y el SAPAdentro de la fusion por una intercalacion de

otra proteina "trasladaria" la zona de ruptura la que se

daría entre esta proteina y el SAPA(ver esquema de la figura

14A pag 116). La proteína elegida para tales fines fue el Ag

1 ya que esta ademas de no degradarse, conserva el mismo

marco de lectura en su extremo 3'.

El pRIT11 con el inserto f7 fue digerido con ECURI(ver

figura 14A pag 116), y el fragmento de ADNdel Agl (f1) se

inserto en este sitio de forma tal de obtener una triple

fusion SPA-Ag 1-SAPA. Los clones obtenidos de la placa madre,

fueron identificados por rastreo inmunológico usando As-anti

l y los clones positivos fueron rechequeados por Dot blot

para la expresión del Ag 1 y SAPApor separado. La figura 15A

muestra la presencia de una legitima fusion entre el 1 y el

SAPA.El plasmido recombinante, pSl, fue analizado según sus

insertos e introducido en S.aureus RN4220por electroporacion

(figura 158 pag 122) y la triple fusion fue expresada durante

un tiempo de 3 horas. El sobrenadante de esta fue analizado

por Western blot revelado con IgG-H (figura 150 pag 123). Si

bien la zona de ruptura se "trasladó" sugiriendo una vez mas

que el sitio de corte se encontro en las proximidades del

extremo N-terminal del SAPA, las bandas mayoritarias de

degradación (a nivel SPA) se conservaron sumandose otras.

La produccion de esta proteina, en esta forma, no puede

efectuarse ya que hace disminuir significativamente el
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F I G U R A 15 A

Analisis por Dot blot de extractos de 10 clones independien
tes de E.co]i obtenidos en el ensayo descriptos en el texto y
el sobrenadante de dos clones de S.aureus transformados con
el mismo plasmido. En el esquema inferior se muestra 1a
ubicacion de cada clon y los respectivos controles.

Revelado con Revelado con
As anti-1 As anti-Sapa

"O

J :b o o o O
_ 0 O o o
‘J 'OO

Esquema general

A: 10 ng de fusion SPA-SAPA. B: 10 ng de fusion SPA-A91.
C: 10 ng de SPA purificada. D: 50 ng de poteina de extracto
de E.Coli transformada con pRITll. E: 50 ng de extracto de
E.co]i sin transformar. del 1 a1 12: 12 clones recombinantes
independientes.
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F I G U R A 158

Analisis por electroforesis e gel ageroea 0,37. dei
plasmido correspondiente a la triple fucmn SPQflAgl-SWPQa
partir de 5.aureus y Elcoli:

Mi, ADNde fago Lambda digerido con Hindlïín H'Z’FADNoe Tago
FiXl74 digerido con Haelïí (eolo las tres í‘endae mas
pesadas). 1, pJ34 pFiITll (con e]. i’WEEFtO(A91) o;_,erido con
Ecol-71.2,, pRITll con ineerto f7 digerio’o con ECDE’Ï/PE‘CI.3 y
5, pRITlJ. con ambos insertos (pS-Ji) digeriooe con ECQFU/Ps"I. y

xtraídoe a partir de 5.aureus E,CC:‘.Ï_Íe=pectlvamenLe. 4-,
pRITll digerido con ECOFJI.

Hi. ¡“T22 i '2 "" 4 ‘5
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F I G U R A 15 C

Western blot de sobrenadantes de S.aureus transformados con:

1, pJ34 (fusión SPA-A91). 2, pSl (fusión SPA-Agl—SAPA).3,
pRITll con el inserto f7.

E1 esquema muestra las zonas donde se daría la ruptura en
las fusiones con mas intensidad (t).

1 2 3
.- ___, Fusion SPA-SAPA

I

ï“{alwk Í SPA la: SAPA x. un .. m
me

Fusión SPA-Agl-SAPA
la 2‘ l | y

-‘ I SPA ¡k A91 ¡xÉSAPA? I!



124

rendimiento en la produccion. Véase en la figura 148, que la

cantidad de proteina fusion autentica es minoritaria con

respecto al resto de las especies presentes luego de la

purificación por afinidad.

Comosolucion alternativa frente, a este problema, se

penso que si el tamaño de la fusion fuese más pequeño, la

degradación podria ser menor. A partir de esta suposición, se

subclonb un fragmento menor que abarcó desde el extremo EcoRI

5' hasta el sitio HáeII (ver figura 14A, pag 116, sz) elimi

nando gran parte parte de la zona hidrofobica presente en el

extremo 3' (ver figura 3D, pag 70), la que en principio no

seria inmunológicamente importante (Buschiazzo y col 1991) y

según lo explicado en la seccion 4.1 (última parte). La

estrategia de subclonado se esquematizta en la figura 16A,

paginas 125 y 126 (cabe señalar que el MCSdel pRITll carece

de sitio Haell). El plasmido recombinante, pFEH, fue

chequeadoen 7 clones positivos por analisis de restricción e

introducido por electroporacion en 5.aureus RN4220ya que la

cepa SA113mostro ser incompetente por este método. Esta úl

tima tambien fue transformada con este nuevo plásmido por el

metodo de Chang y Cohen, para controlar algún tipo de dife

rencia en la expresion con la primera.(figura 168, pag 126).

Estas ultimas dos cepas transformadas con el pFEH, fueron

crecidas en paralelo con la SA113 transformada con el pRIT11

f7 durante 2 hs, en las condiciones de rutina y con un inocu

lo de 1%. Los respectivos sobrenadantEs fueron analizados por

Western blot y el filtro fue revelado con IgG-H. Este ensayo
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F I G U R A 16 A

A: Esquema del pRITll con el fragmento f7 mostrando 1a
posicion de los sitios HaeII. B, detalle de 1a estrategia
empleada para el subclonado del fragmento fEH en pRITll.
C: Analisis por electroforesis en gel de agarosa 1% del
plasmido esguematizado digerido con hGeII. M1, ADNde {ago
lambda digerido con HindIII. M2, ADNde fago FiX174 digerido
con HaeIII. 1, pRITll; 2 y 3, pRITll-f7, los tres digeridos
con HaeII. La flecha señala 1a posicion del fragmento a elec—troeluir.

C

H1 l 2 3 M2

B
l) Restricción del pRITll-f7 con HaeII.

2) Electroelucion del fragmento de 900 pp.)
_Efl
L SPA

c r . A _. l

«í—-——:-:40b——>l (n——--—— ¿36° ¿o ———————9'HaeII ' HaeII
Eco/QI

.nn.n
3) Tratamiento con exonucleasa Nong Bean,

purificación con fenol cloroformo y
precipitación con etanol.

N7:- —/——240b——-> :-<——-———¿uso b —-—-———9E’I 1 fij J\ Ecbm
4) Reparacion de las presuntas puntas no romas debidas a una
posible actividad exonucleolítica extra, con la enzima de
Klenowen presencia de todos los NTP. Purificación con fenol
cloroformo y precipitación con etanol.
Continuacion de la figura lóA
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Continuación de la figura lóA

5) Digestión con ECDHI,1igacion del producto a pRITll en los
sitios ECORI/SmaI;transformacion e identificación de los
clones positivos por rastreo inmunológico

F I G U R A 168

Análisis por electroforesis en gel de agarosa 1,5 Z de nueve
clones positivos. M, QDNde fago FiX174 digerido con HaeIII.
1, pRITll-f7 digerido con hGeII/ECORI. 2 al B, plásmidos a
partir de siete clones positivos de Eflcoli. 9, el plásmido
correspondiente a la calle 8 en 5.aureus SAllS. 10, el mismo
en 5.aureus RN4220todos digeridos con EcoRI/Sall. 11, pRITll
digerido con EcoRI. Este nuevo plásmido fue llamado pFEH.

e.) «io-ooo...
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mostro que la delecion del fragmento en la zona 3' no mejoró
significativamente la estabilidad (figura 160) pero hizo

desaparecer la banda mas pesada demostrando que donde se

deleto (cerca del sitio HaeII) se encuentra, en la proteina,

una de las zonas de ruptura. Por otro lado no se observo

diferencias entre las cepas de S.aureus SA113 y RN4220. El

mismo resultado fue obtenido en E.c01i HBlOl.

Para descartar la posibilidad de una proteolisis durante

la purificación, el medio de cultivo libre de celulas de

5.aureus RN4220transformada con pFEHy expresadas durante 3

horas, fue calentado a 100 °C durante 30 minutos inmedia

tamente despues de la eliminacion de las celulas, con el fin

de inactivar las presuntas proteasas en el medio de cultivo.

Luegc;de dejar renaturalizar la proteina durante 1 hora a

temperatura ambiente, esta fue recuperada y purificada de la

forma habitual. La degradación observada en el análisis de

SBS-PAGE (figura 16D, seccion A, pag 129) indico que la

ruptura se daria durante la expresion.

Otro parametro que se estudio fue la temperatura (Uhlén,

comunicacion personal). La expresion fue llevada a cabo a

30°C; 35°C y 42°C mostrando efectos aún peores a la

temperatura mas baja y equivalentes a 35°C o a 42°C (figura

lóD seccion B, pag 129).

La proteina expresada a partir del pFEH se degradó

presentando mayoritariamente dos especies bien definidas: una

correspondiente a la fusion con un peso molecular aparente de
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F I G U R A 16 C

Análisis por Western blot, revelado con IgG-H de, los sobre
nadantes de 5.aureus SA113 transformado 1: con pRITll
f7(fusión SPA-SAPAP). 2: con pFEH (fusión SPA-SAPAH). Calle
3, sobrenadante de 5.aureus RN4220 transformada por
electroporacíón con el pFEH (SPA-SAPAH).En todos los casos
se ha sembrado un volumen de 60 ul de medio de cultivo libre
de células. El inóculo utilizado en este ensayo, fué 1%
(1/100).
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F I G U R A lóD

A: Análisis por SBS-PAGE 12X de la fusión SPA-SQPAHdel medio
de cultivo libre de celulas calentado a 100 QC antes de su
recuperación y purificación por afinidad: 1 y sin calentar: 2

B: Análisis por SBS-PAGEde fusiones expresadas a diferentes
temperaturas: 1, 37°C. 2, 35°C. 3, 30°C y 4, 42°C.

"ri
«to.
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75 KDa y otra en la zona de la SPA de 32 KDa (figura lóE

sección A) ambas presentes en la proteina producida por el

pRITll-f, (figura 16C, pag 128). Cuando esta poblacion se

trato con Ep, el fragmento menor de 32 KDa, adquirió un peso

molecular de 31 KDay correspondió a la SPA, mientras que el

mayor de 75 KDa, desaparecio para dar origen al Ag, con un

peso molecular aparente de aproximadamente 45 KDa (figura 16€

seccion B y C) el que fue posteriormente purificado e

identificado por Western blot (figura 17, pag 132).

La region de ruptura presente en el extremo N-terminal

fue eliminada tomandoventaja de la existencia de un sitio

único de corte SauSAIen la posicion 74 del f5”. Este elimina

los primeros 25 aminoácidos que incluyen una zona hidrofóbica

y una hidrofïlica (ver figura 3D, pag 70). El fragmento

resultante, llamado f.H, 600 pb, comprendió entonces desde el

sitio SaUJAIdel extremo 5'hasta el sitio HaeII del 3' (ver

figura 14A, pag 116) y corresponde a la segunda zona

hidrofobica, una región hidrofilica y el motivo de secuencia

repetida también hidrofilico (ver también figura 3C, pag 69).

El ng fue preparado a partir del pFEH.Este se digirio

con Ecdïl y SaJI (el sitio SaJI pertenece a1 MCSdel vector y

esta inmediatamente 3' del inserto) y el ng (de 660 pb) se

purifico por electroelución. Una vez que el fragmento se

trato con Sau3AI, dando el ng, se inserto en los sitios

BamHIy SaII del pRIT22. E1 marco de lectura del sitio BamHI

en este vector. es igual al del sitio SaUJAIen el fragmento.
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F I G U R A 16 E

A: Análisis por SDS-PAGE 12% de la fusion SPA-SQPAH (1) ex
presada en S.aureus y purificada por afinidad, en el que se
muestra las dos formas predominantes. M, patrón de peso
molecular.

B: Proteolisis especifica con enteropeptidasa. Cada calle
corresponde a muestras con 10 LW]de fusion con cantidades
crecientes de enzima en un volumen de 20 ul e incubadas en
las condiciones ya establecidas. 1: 0 Us. 2: 0,03 Us. 3: 0,06
Us. 4: 0,125 Us. 5: 0,25 Us. ó: 0,5 Us.

C: Análisis por Western blot, revelado con IqG-H, de 100 ng
de muestra sembrada correspondiente a la calle ó de B. 1, fu
sion SPA-SAPAHsin tratamiento. 2, fusion con tratada con
enteropeptidasa. 3, SPAigualmente tratada. Cabe sefialar que
el fragmento menor de la calle 1 (32 KDa) disminuye su peso
molecular luego del tratamiento igualandose al de la SPA, (31
KDa) en 1 KDa (aproximadamente 10 residuos).

A B C
(KDa) M 1 1 2 3 4 5 6 1 2 3

94.7. ‘" “Er -* n ..—
- 75KDa Albúmina«se _ _L .' 1 mas «w -Ag

43__ A v i‘m'. ,, “’SPA“" 99a..
‘ ‘ (31 KDa) "'

fi‘íh i-ÉZKDa
29 -
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F I G U R A 17

Analisis por Western blot de la proteina SAPAHlibre de SPA,
revelado con antisuero específico de conejo sin bloqueo con
IgG-H.
2 mg de proteina fusion fue tratada con 35 Us de
enteropeptidasa en las condiciones establecidas. El antígeno
se separo de 1a SPA ya sea libre como en la fusion remanente
por un segundo pasaje por cromatografía de afinidad IgG
Sepharosa.
1: 30 ng de fusion sin tratar. 2: 50 ng de antígeno SAPAH
presente en el efluente.
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Los clones positivos fueron identificados por rastreo inmuno

lógico y confirmados por Dot blot. Luego de transformar con

el plasmido recombinante, pFSH, a 5.aureus RN4220 por

electroporacion, se analizó el producto de fermentación por

SDS-PAGE.La figura 18 muestra que ahora la nueva fusion es

estable aún en tiempos de crecimiento bacteriano tan largos

como 16 horas. Esta nueva fusión ha sido expresada en niveles

muy parecidos a la fusión SPA-A930(9,4 mg/l de cultivo).

Los resultados que se han mostrado hasta ahora, demues

tran que hay una región cercana al N-terminal del SAPA (de

aproximadamente 10 ¡a 15 aminoácidos) donde se encuentra el

sitio de corte especifico dado por hospedador o bien una zona

de terminación temprana en la traducción.

La posibilidad de una terminacion temprana se descartaria

en primera instancia, puesto que todos los codones en esta

región estan presentes en la SPAy por lo tanto representados

en los ARNde transferencia del hospedador. La formacion de

una estructura secundaria relativamente establg en el ARN

mensajero que impida continuar la traduccion también fue

descartada puesto que por un lado no se la encontro y por

otro, la expresion a 42°C, que podria desestabilizarla, no

cambió el patron de ruptura.

Algunas observaciones apoyan la posibilidad de que la

hidrofobicidad en este sistema, tenga un rol importante:

1) Los Ag. 1; 30 y lo conocido. del 13 son hidrofilicos,

aunque presentan pequeñas zona! hidrofóbicas y estas no se

degradan durante la expresion.
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‘ A: Análisis por SBS-PAGE 12X de 1a fusión SPA-GAFAS (pFSH)
expresado en 5.aureus RN4220y purificada según 1a rutina. 1,
3 ug de SPA-GAFAS. 2, ó ug de SPA-SAPAH. 3, 3 ug de SPA.

B: Análisis por SDS-PAGE12% de la fusión expresada en S.
aureus durante tiempos largos. Cada calle fue sembrada con 5
ug de proteina fusión producida en 7 hs, calle 1; y ló hs.
Calle 2.

“.33
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2) Cuando la SPA se fusionb con otro antígeno de Tlcruzi,

el 2, se observo una degradación análoga las fusiones

correspondientes a los f7 y fEH. Esta proteina presenta dos

zonas: una correspondiente a la repetición, la que comienza

inmediatamente despues de la SPA (en la fusion) cuya unidad

presenta una region hidrofóbica importante. La otra región es

altamente hidrofbbica y se extiende hasta el extremo C

terminal (figura 19). Cuandoesta fusion se expresó tanto en

5.aureus comoen E.co]i, se observo la presencia de una banda

a nivel de SPA y otra muy difusa de peso molecular mayor (ver

figura 19 sección C) la cual es mucho menor que la esperada

(cabe señalar que las demas fusiones presentaron bandas cuyos

pesos moleculares fueron siempre mayores a los esperados).

Por otro lado, no se encontró ninguna secuencia de mas de dos

aminoácidos en la unidad que sea compartida con los primeros

20 aminoácidos del SAPAdescartandc» en principio un sitio

sensible a una proteasa especifica. Esto sugirió que la

hidrofobicidad "acompañaria" a la degradación.

3) La proteina A trunca en estos vectores, posee una región

hidrofbbica el péptido señal -el cual se cliva por una

proteasa ubicada a nivel del periplasma el resto es

totalmente hidrofilico y su transporte hacia el exterior es,
por supuesto, muyeficiente ya que por otro lado, se trata de

un proceso fisiológico.

4) La fusion SPA-SAPAcompleta (SAPAP) presenta tres bandas,

si se deleciona la zona C-terminal (altamente hidrofobica),

clon pFEH, desaparece la banda de mayor peso molecular (ver
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Perfil de hidropatía del antígeno 2 correspondiente a la
unidad del motivo de secuencia repetida, ubicada en el extre
mo N-terminal A, y de 1a parte C-terminal B, 1a que no
corresponde a 1a repetición. C: Analisis por SDS-F’AGE127.,
de la fusion SPA-992 (vector pFZITll) expresada en 5.aureus
RN4220, rescatada y purificada segun la rutina. 1: 5 ug de
proteína sembrada. 2: 5 ug de SPA. 3: 12 ug de proteina
sembrada. El peso molecular esperado es señalado con 1a
flecha.

A . B

25 3G

2°“ 20

15
10

10- ‘

G k ¡hn ‘fl l nl

5' V ' h“0\/ \
-5-V

-20

-10- _

-1s- 730‘

'20 Ï I I l | l l l I í I I I I l I Í Il -4C
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figura 16€, pag 128): si aún se elimina la parte N-terminal

(con una region hidrofobica), clon pFSH, la fusion no se

degrada y es estable aun en tiempos tan largos como 16 hs

(para mayor aclaracion ver figura 20).

Por otro lado quedo demostrado que la degradación se dio

durante la expresión. La ruptura podria ocasionarse durante
el transporte hacia el medioextracelular.

Sobre la base de todos estos resultados y observaciones,

se podria postular que el pasaje de la fusion a traves de la

membrana, el cual comienza por la SPA, se encontraría

retardado cuando las regiones hidrofbbicas entran en contacto

con esta. Este retraso aumentaría la probabilidad de un

encuentro con las proteasas asociadas a membrana o al

periplasma, clivando a la fusion en esa zona, de forma

parecida a lo que ocurre con el peptido señal propio de la

SPA (ver introducción). Una fracción escaparia a esta acción

proteolitica dejando la fusión intacta (ver figura 148 pag

119 y figura 160, pag 128).

Resultados reportados por Nilsson (Nilsson y col 1985b)

en la expresion de IGFl fusionada a SPA, mostraron un efecto

similar al observado en la SPA-SAPAH,donde la fusión sufrió

un clivado cercano a la zona de unión SPA-IGFI. Es

interesante mencionar que la región N-terminal del IGFl

autentico es también hidrofobica (y en mayor magnitud

respecto del SAPA) la cual comprende desde el primer residuo

(a partir del N-terminal de la proteina autentica) hasta el

N° 20. Este dato fue obtenido a partir de la secuencia amino
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Esquema de la fusiones SPA-SAPAP, SPA-SAPAH y SPA-SAPAS
expresadas por los plasmidos pRITll-f7, pFEH y pFSH
detallando las zonas de ruptura (#) y sus respectivos
fragmentos, deducidas a partir de los experimentos de las
figuras 150, 168, 16D y 18. Las areas sombreadas indican
zonas hidrofobicas. A continuacion se muestra 1a secuencia
nucleotidica y aminoacidica (de Affranchino y col, 1989) del
fragmento EcoRI-SauSflI ubicado en el extremo 5' del SAPA,
(ver también figura 14A), el cual fue delecionado para dar el
clon pFSH (SPA-SAPAg).

Fusión:

5.8.9.:Sfififin S.Efi.:.5.epe_m "SE6.759.895.

ui? , .
r A ,fi[SPA L%/‘ S PAP y

; I

fragmentos producidos
durante la expresión: .É4'
KDa: (aparente) .

92-, SPAI * .SAPAP {4] I SPA SAPAS

75-! SPA! x SAPAP l SPA x SAPAH (72 KDa)l I
32-I l degradación

SAPA24I ISPAI/ÉAPA;—¿

EcoRI
GAA TTC GGG CCA ACC ATA AGC CAC GTG ACG GTG AAT AAT GTT CTT
Glu Phe Gly Pro Thr Ile Ser His Val Thr Val Asn Asn Val Leu

SaUSAI
CTT TAC AAC CGT CAG CTG AAT GCC GAG BAG ATC
Leu Tyr Asn Arg Gln Leu Asn Ala Glu Glu Ile
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acidica (Rinderknecht & Humbel, 1977) analizada con el

programa Pustell V4 (ver seccion 5.1, pag 41).

La zona correspondiente a los primeros 10-15 aminoácidos

no es inmunogena (o si lo es, seria muy debil) puesto que el

antisuero de conejo no reacciona contra esta (ver figura 148,

pag 119) y además la region C-terminal, que también se

delecionb, es altamente hidrofobica y por lo tanto poco

probable de ser inmunbgena. Por otra parte la región

constituida únicamente por la repetición probó ser

inmunodominanterespecto a otras dentro de la gggtgina_ggtixg

(Buschiazzo y col 1991) y por ser hidrofilica (figura 3C, pag

69). Por lo tanto la producción del péptido correspondiente a

esta region, seria suficiente comoreactivo de diagnóstico.

6.9 - FUSION DE ANTIGENOS DISTINTOS

La formacion de quimeras entre antigenos, fue iniciada

en las experiencias anteriores con el Ag 1 y el SAPA

obteniéndose una proteina parcialmente degradada puesto que

el SAPAoriginal tenia zonas de ruptura. Por consiguiente, se

partio de la siguiente premisa: "si los antígenos fusionados

individUalmente a SPA no se degradan, las quimeras hechas

entre estos, tampoco lo harán“.

6.9.1 - FUSION DEL Agl CON EL A930

El fragmento de ADNdel Ag 30 y del Ag 1 (fan y f3)

conservan el mismo marco de lectura desde un extremo EcoRI

hasta el otro. Tomandoventaja de esto, se decidió fusionar



140

ambos en el vector pRIT21, porque la cantidad de sitios de

restricción que posee en el MCSes mayor que en el pRITll.

La estrategia se esquematiza en la figura 21A, los

clones positivos para ambos antígenos fueron rechequeados por

Dot blot (figura 218, pag 142) y los plasmidos recombinantes

se estudiaron por restricción (figura 210, pag 143) demos

trandose que se han obtenido las dos alternativas, esto es:

SPA-Agl-Ag30 (130) y SPA-AgSO-Agl (301).

Los ensayos de Dot-blot confirmaron en ambas fusiones, que

ambosantígenos reaccionaron con sus respectivos anticuerpos,

sin presentar aparentemente, ningún tipo de interferencia.

La expresión en .S.aureus mostro que ambas quimeras son

estables (figura 21D pag 144) con un peso molecular aparente

de 120 KDa, mientras que el esperado fue de 103 KDa (31 KDa +

52 KDa + 20 KDa; para la SPA, Agl y Ag 30 respectivamente).

La 130, resulto ser menos sensible a la degradación. Es

posible que en este sistema la composicion aminoacidica del

extremo C-terminal contribuya en la estabilidad, ya que

cuando la parte 30 está en ese extremo, la triple fusión se

vio mas protegida.

Esta doble fusion fue expresada en S.aureus a un nivel de

10 mg/l de cultivo y por lo tanto podria ser llevada a

preparaciones en gran escala sin mayores inconvenientes.

Seria de esperar que cada suero de paciente positivo ya

sea para uno de estos dos antigenos o para ambos, reaccione

de igual forma con esta quimera (no todos los sueros anti-1
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F I G U R A 21 A

Estrategia usada para fusionar en Agl con el A930.

Dri
5.a. Uri

xx E.c
Cm

DRIT21_f1 Amp
SPA‘Agl

NotI \, (p21/1) ¿"aan
- “E RI

S P A y>>ïzj:::íí7 COx
HindIIL- ¡ Agl

ECDRI

1) Digestión parcial ECQRI,separacion de los
productos por electroforesis en gel de agarosa
0,4%: 1, pRÏTZl digerido con ECORI. 2, pRlTZl-f1
“linearizado” con Sell. 3, restricción parcial
ECDRI. La flecha sefiala la forma lineal (ECDRI)
del plasmido pRITZl-fl.

2) Electroelucion de la formas lineales del
pRITZl-fl/ECDRI.

Q Q
3) Ligacion estas formas con el fragmento del AgSO,
purificado por electroelucion, transformación en Elcoli
HBlOl, réplica de placa de las colonias a partir de la placa
madre y rastreo inmunológico de estas con fis anti-1 y con As
anti-30 por separado de las cuales se muestra un solo juego
con 5 clones positivos para el 30 y para el l simultaneamente.

As anti-1 fis anti-30
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F I G U R A 21 B

Confirmación por Dot blot de los 7 clones postitivos. Se
detalla la posicion de cada clon y la cantidad de proteina
sembrada en ng. A: extracto de E.Coli transformada con
pRITZl. B: extracto de Elcoli transformada con pRIT21-f1 C:
extracto de E.co]i transformada con pRITZl’fzo. 1 al 7
estractos de los 7 clones positivos.

Revelado coñ As anti-1 Revelado con As anti-30

A B C 1 2 3 4 5 6 7 A B C 1 2 3 4 5 6 7
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F I G U R A 21 C

Análisis por electroforesis en gel de agarosa 1,2% de los
plásmidos pertenecientes a los 7 clones positivos:

A: p, pRITÉl. 1 al 7, plásmidos de los 7 clones positivos de
la figura anterior, todos digeridos con ECDHI.8, f1. 9, feo.

B: M, ADNde fago FiX174 digerido con EGEXIÏ, l al 7, plás
midos de »1os 7 clones positivos de 1a figura anterior
digeridos con FundIIÏ. 8, pRITZl-f1 digerido con FHndIÏI. Q,
pRITZl-fso digerido con HindIII. lO, pRITZl digerido con
ECDÑI. Clones 1; ó y 7 son iguales y corresponden al orden:
SPA‘Q930—QQI(301). Clones 2; 3; 4 y 5 corresponden al orden:
SPQ-Agl-AQSO(130) (ver el esquema inferior).

A B

p 1 2 3z15 6 7 8 9 M ‘!2 3 4 5 6 7 8 9 K)M

-.!Qggüg u

aüiñiiïliüdb
na--n*q a o

H: Sitio HindIII. E: ECDRI

¡+6322pb-9HHHHHHH H(—1DÜOpb-¿HHHHHHH

S P A I f1 I {3° I- S P A | 1‘30 ! f1 ].-_

E E E E E E

C L Ü N 1 3 O C L Ü N 3 O 1
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F I G U R A 21 D

Análisis por SDS—PAGE10% de las fusiones 130 y 301 expresa
das en 5.aureus. A: 1, SPA. 2, SPA-A930. 3, SPA-991. 4,8PA
130. 5, SPA-301. Todas las calles fueron sembradas con 5 ug
de proteina. B: Estabilidad de las quimeras. 1, 10 ug de SPA
301. 2, 15 ug de SPA-13o.

kD 12341235
200

97.4

68

43

29
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positivos lo son para el 30 y viceversa, Ibañez y col 1988).

De esta forma se simplificaria el trabajo, en la produccion

de un reactivo de diagnostico especifico de la fase cronica,

ya que los anticuerpos anti-1 y anti-30 son los mas

representativos en este periodo de la enfermedad (Ibañez y

col 1988).

6.9.2 - FUSION DEL A91 y Ag30 CDN EL SAPA

Una vez lograda la doble fusión p130 y p301, se

eligió el SAPA(ng) para fusionarlo en el extremo 3'de ambas

quimeras, ya que el peptido correspondiente es estable en la

fusion con SPA. La estrategia de fusion se esquematiza en la

figura 22A (páginas 146 y 147). Se confirmo la reactividad de

varios clones, positivos para el SAPA,de cada grupo (esto es

a partir del 130 y del 301), frente a los antisueros anti-1,

anti-30 y tambien anti-SAPA demostrando que la reacción

antígeno-anticuerpo, para un determinado antígeno dentro de

la misma molecula, no es impedida por los restantes (figura

229, pag 148).

Un posterior análisis por Western blot mostro que sólo

uno fue medianamente estable (figura 220, pag 149) corres

pondiente al N° 10 el cual pertenece al grupo 130-f.H y fue

llamado 130-9.

La expresion de esta quimera fusionada a SPA, en S.aureus,

resulto en aproximadamente ó mg/l de cultivo. Esta

disminución en el nivel de expresion, pudo se debida a que la

triple fusion Agl-Ag30-SAPAsea demasiado grande para este
sistema.
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Estrategia empleada para fusionar el SAPASa las quimeras 301
y 130.

¿eggemQMQQLWíaumanme¿MMQS Esquema de las quimeras 301y 130en el PICSdel DRITZl.

E fic Kp 5m S P Sh E E E SC Kb 5m Eh Xb S P Sh

SauSQI SaJI f1 / fso o la inversa
¿ ¿

l) Digestión con KpnI/SaJI, l) Digestión con KpnI/SaJT.
separacion de los fragmentos
por electroforesis en gel de
agarosa lZ y electroelución

del {‘SH. \
2) Ligacion, transformacion en Epcoji HEOi y analisis de

los clones ya sea para el 301 o el 130 conf rmando la presen
cia del inserto {SH dando los Clones 301-fSH y iSÜHfSH:

.7¿
í

E E E SC Kb SaII P ShÍÜÍ Í F_;—E::::};4*;
fa. Í 1:30 // \<‘\—"_fst-¡—_—_>o la inversa \/ \

E’/ SC Kp \\
GQQ TTC GAB CTC GET QCC CEE GQT C ———f5H———

---- —— Salí
fase incorrecta para

i 1, e].

3) Digestión con KpnI y tratamiento con Exonucleasa BAL_
31 a distintos tiempos (minutos), M: QDNde fago lamhda
digerido con HindIIH

301*f5H l30-fSH

ÉFI

varww MdfïdwwM

E: EcoRI; SC: SaCI; Kb: KpnI; 5m: SmaI; Eh: BamHI; Xb: XbaI;
S: SaJI; P: PstI; Sh: SphI.
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continuación de 1a figura 22 A

4) "Rellenado" de los extremos con enzima de Klenow en
presencia de los cuatro NTPgdel ADNde las muestras
tratadas con BAL-31 gorgggg_¿;.____

5) Ligacion, "recircularizando" los plásmidos, transformación
en E.coli HBlOle identificacion de los clones por rastreo
inmunológico usando As específico de conejo anti-SAPA

0.. '. '
. .0 o. . . o. .2 . z‘

a z... o . 0‘ g .. 2.
UU C‘s. o . ¡' . 'Jo .x .

.. o... o .' O - O o
" z O o 2. .' .00. .P.
' O . . _ . ....

‘f. ’l
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F I G U R A 22 B

Analisis por Dot blot de 16 clones positivos del grupo 130
sz (del 1 a1 16) y 20 clones positivos del grupo 301-f9H
(del 17 al 36).
Cada casillero fue sembrado con 50 ng de proteina a partir de
extractos de E.coli transformada.
A: pRIT21. B, pRIT21-f1 (SPA-991). C, pRITZl-f;o(SPA-Ag30).
D, pRIT21-ng (SPA-SAPAS). E, 130. F, 301. G, 130-f8H. H,

u
Revelado con As anti-1

A B C D E F G H

4 o
1 2 3 4 5 6 7 8 9 l

'_ o o. o o e o
1o 11 12 13 14 15 16 17 1a :"- \\\_ ,50 o c Oo
19 20 21 22 23 24 25 26 27 ¡{o o . e ¿t en ,14
282930313233343536 0 000600

Revelado con As anti-30 Revelado con As anti-SARA

30 . . Ó o 0 \ v} — °__——
o °' ° 9' o o o o o

. 0 O O o O O O i O o o C) o

o o o o n o o l o o o o o o o

o o o o o o o o o o o o o c
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F I G U R A 22 C

Análisis por Western blot de los extractos analizados por Dot
blot en 1a figura 223, revelado con IgG-H. Cada calle fue
sembrada con 2 ug de proteina total. Las dos últimas calles
correspenden a extractos de los Clones 301 y 130.

13O-fSH con el SAPApuesto en fase

x

q V9 ’Q

1«"1;

SOI-FSH con el SAPApuesto en fase

lllll! llull

¿than
l

3...! Hlül «U
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El plasmido recombinante, fue analizado por restricción,

determinando que la exonucleasa BAL31solamente dejo unos 260

pb del f.H inicial (600 pb) sin afectar el fao ya que el

sitio EcoRI no fue eliminado (figura 22D) Por lo tanto han

quedado 7 de las 15 repeticiones originales del SAPA. En

teoria este número de repeticiones deberia ser suficiente

para detectar los mismos sueros positivos para el SAPA

original ya que se trata de la misma zona inmunodominante

(Buschiazzo y col, 1991).

Por lo tanto el peso molecular calculado para esta

quimera fusionada a SPA fue de 113 KDa (31 KDa + 52 KDa + 20

KDa + 10 KDa; para la SPA, A91, A930, SAPA respectivamente),

mientras que el peso molecular aparente fue de 135 KDa (ver

figura 22E, pag 152).
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Analisis por electroforesis en gel de agarosa
1,5% del plasmido correspondiente al clon 10,
ahora llamado 130-8 (señalado en la figura
anterior) por restricción: 1, 130 digerido
con ECDHI. 2, 130-8 digerido con ECOR.
3, 130-8 digerido con EcoHl/Sall (notese la
aparicion de la banda de 260 pb, señalada con
la flecha).4, pRlTZloigerido con ECDRI.
M, marcador de peso molecular l Kb ladder
(BR', USA).

Esquema detallando el estado de la quimera 130-8 (clon 10)en
el pRITZl, el cual conserva sus sitios ECORI.(ver figura 229,
paso 2)

ECORI ECORI ECDRI SaJI Pstl SphI

SPA I f1 I 163° i fSH} ' f '
9-1 . 344pb———>e-ósopb——>é250pb+
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E...... ....fi ..............Z_2_E_

SOS-PAGE BZ de las proteinas quiméricas
expresadas en S.aureus, en el vector

1a rutina. 1, lO ug de fusión
3, ó ug de fusión SPA

(130-8).

Análisis por
fusionadas a SPA,
pRITZl, y purificadas según
SPA-A930. 2, 10 ug de fusión SPA-A91.
991-9930 (130). 4, 3 ug de fusión SPA—Agl—AgSO-SAPA

1 2 3 4
KDa

200"

914

68

43



153

7 - C Ü N C L U S I D N_g_g

Se ha estudiado un sistema de expresion de cuatro

antígenos de Trypanosomacruzi y su rápida purificación, el

cual involucrb la formación de proteinas de fusion de cada

uno de estos con la proteína A de Staphylococcus aureus

(SPA). De este trabajo se han podido obtener las siguientes
conclusiones.

A) La produccion de la fusion en S.aureu5, probo ser mucho

mas ventajosa respecto a E.co]i por la rapidez y simplicidad

en el procedimiento de extraccion y purificación por

cromatografía de afinidad, al eliminarse la etapa de ruptura
celular.

Además, la degradación resulto menor que en E.c01i y por

lo tanto, no se ha requerido ningún tipo de inhibidor de

proteasas en todo el procedimiento.

B) Tanto el Ag 1 como el Ag 30 , fusionados a SPA, se han

expresado en niveles que pueden llevarse a escala industrial

(14 mg/l de cultivo y 9 mg/l de cultivo) en S.aureus.

C) La proteolisis especifica con enteropeptidasa separo la

fusion en sus dos mitades (salvo el A913) las que fueron

perfectamente separables por un segundo pasaje por

cromatografía de afinidad (IgG-Sepharosa) dando un

rendimiento final de 7 mg/l de cultivo, para el Agl y de 2,16

mg/l de cultivo para el Ag30. La recuperación final no

coincidió con la esperada siendo de 80% y 772

respectivamente.
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D) El antígeno 13 y el SAPA presentaron dos problemas

distintos:
Si bien la estabilidad del antígeno 13 fusionado a SPA

fue muybuena, esta presentó dos dificultades. La primera fue

la baja productividad en la correspondiente proteina fusión

(6,5 mg/l de cultivo) en S.aureus. La segunda fue la

proteólisis poco eficiente, cuando se _empleóel factor de

coagulación Xa, y la imposibilidad de usar preparaciones de

enteropeptidasa contaminadas con otras enzimas proteoliticas.

La proteina SAPA fusionada a SPA presentó el caso

contrario al anterior. Si bien la degradación observada

durante la expresión con la proteina intacta fue muyalta, el

posterior tratamiento con enterpeptidasa no pareció afectarla
aun mas.

Un posterior estudio demostró que eliminando zonas

hidrofóbicas presentes en esta molécula, la fusion fue

altamente estable aún en tiempos de cultivos tan largos como

16 hs. Los niveles de expresión de esta última fusión fue

equivalente al caso del antígeno 30.

F) De este última observación y de otras, puede decirse que

toda proteina que presente zonas hidrofóbicas, posiblemente

tenga alguna dificultad con la degradación cuando este

sistema de expresión es empleado. En el caso particular de

expresar proteinas antigenicas, para el diagnóstico o la

obtención de anticuerpos, el problema se reduciría a realizar

construcciones genéticas en la que dichas zonas podrian
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obviarse, ya que en principio los determinantes antígenicos

se encontraran con mayor probabilidad en regiones

hidrofilicas. La proteína SAPAmostro un ejemplo de que no es

necesario expresar la molécula entera.

G) Si bien 1a fusion entre antígenos distintos fue hecha en

forma incompleta, los ensayos realizados mostraron que es

posible obtener en una sola proteina quimerica todos los

antígenos que fueron clonados en forma independiente, de

forma tal de producir y purificar todo el repertorio

antigénico en un solo procedimiento.

Los ensayos por Dot blot, demostraron que la reaccion Ag

Ac para un antígeno en la molécula 130-5, no es interferida

(aparentemente) por los restantes. Por lo tanto, esta quimera

podria ser sometida a una prueba de campo.
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8 - P E R S P E C T I V A S

Si bien se han establecido las bases de una forma de

produccion a escala industrial de estas proteinas para el

diagnostico y el desarrollo de una vacuna, queda por estudiar

la optimizacion en las condiciones de producción en grandes

volúmenes en un fermentador (como ser 50 l).

Queda por establecer si es posible un clivado quimico,

sobre todo para la fusion SPA-A913,y de serlo, verificar si

es mas efectivo que el enzimática en terminos de rendimiento

final y costos.

Faltaria demostrar si la proteina 130-8 puede reaccionar

con sueros de pacientes tan bien como lo hace cada uno de los

antígenos por separado. Se requerirá de un ensayo con un

número significativo de sueros de pacientes chagásicos,

previamente chequeados con laS' proteinas individuales para

hacer valido el diagóstico con esta quimera.

Queda abierta la posibilidad de obtener proteínas

quimericas con mayor cantidad de antígenos que la 130-8, si

el comportamiento de esta, frente a sueros de pacientes, es

el esperado. De esta forma se aumentaria aún mas la

probabilidad de reaccion.

Respecto a la fusion 130-8, el problema se presentó en

los niveles de expresion, quizá por el tamaño de esta. Si

todos los antígenos de esta coleccion, estan constituidos por

motivos de secuencia repetida, podría construirse una quimera
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que conste de unas pocas unidades de cada uno. Así, esta

nueva proteína tendría un peso molecular no tan elevado y

representaría todo el repertorio de antígenos disponibles.
Por ejemplo, una fusion consistente en dos unidades de cada

uno de ellos tentría aproximadamente un peso molecular de

24,5 KDa (15. KDa + 1,1 KDa + 3,1 KDa + 5,3 KDa, para los Ag;

1; 13; 30 y SAPArespectivamente). Este tamaño, hipotética

mente hablando, no presentaría los problemas en los niveles

de expresion, observados en la 130-8 puesto que cada fusión

por separado no los tuvo. Ademas la estandarización del

clivado específico (ya sea enzimático o químico) se haría

sobre una sola fusion lo que simplificaría aún mas toda la

línea de produccion.

La proteína 130-8 fusionada a SPA, podría aportar a

estudios de proteccion ya que los tres antígenos (1; 30 y

SAPA)son exhibidos por el parásito en la etapa temprana de

la infeccion (Leguizamón y col 1990). Ademas la SPA actúa

como adjuvante (Lówenadler y col, 1986 y 1987; Valerie y col,

1987) y por lo tanto no solo su eliminacion no sería

requerida sino que su presencia podría ser importante.

Sería interesante estudiar otras formas de expresión

tales ¡como las fusiones a glutation-S-transferasa que
proporciona la serie de vectores pGEX(ver sección 3.2.1). Si

bien este sistema es expresable solo en E.c01i, presenta la

ventaja de que la GST no se une a los componentes del suero

humano. Por lo tanto la eliminación de ésta por proteólisis

no sería importante si estos antígenos, ya sean individuales
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9 - A B R E V I A T U R A S

Ag

AH

As

beta-ga]

EITB

E.coli

Ep

fx

GST

IgG

IgG-H

IPTG

Kb

HCS

NET

pb

PBS

PHSF

Pn

5.aureu5

SAPA

Anticuerpo.

Antígeno.

Apéndice de afinidad (por ejemplo SPA).

Antisuero.

Bases.

Beta-galactosidasa.

Represor cI termosensible.
Escherichia coli.

Enteropeptidasa (Enteroquinasa).

Fraccion cristalizable de las inmunoglobulinas.

Fragmento de ADNque codifica para el antígeno X.

Glutation-Srtransferasa de Schistosoma japonicum

Inmunoglobulina G.

Inmunoglobulina G humana.

Isopropiltio-beta-galactosido (inductor del operón
lac).
Kilobases.

Operon lactosa.

Sitio múltiple de clonado.
Buffer Tris-ClH/Cloruro de sodio.

Pares de bases.

Büffer fosfato salino.
Fenilmetilsulfonilfluoruro.

Promotor derecho del fago lambda.

Staphylococcus aureus.

"Shed Acute Phase Antigen”.



SAPAP

SAPAH

SAPA;

SBS-PAGE

SHH

SHHP

SPA

SPA-Ag,

T.cruzí

TBS

TE

TP

TTBS

X-gal

Proteina SAPAcodificada por el fragmento de ADN
original.
Proteína
desde el

SAPAcodificada por el fragmento de ADN
sitio 5’ EcoRI hasta el 3' HaeII.

Proteina
desde el

SAPAcodificada por el fragmento de ADN
sitio 5' SauJflI hasta el 3'HaeII.

Electroforesis en gel de poliacrilamida desnatura
lizante / SDS.

Buffer Sacarosa/Cloruro de Magnesio/ácido Maleico.

SMN/Caldo"Pennassay"IDifco 2x.

Proteina A de Staphylococcus aureus.

Fusion de la proteina A con el antígeno X.

Trypanosoma cruzi.

Büffer Tris-ClH/Cloruro de sodio.

Büffer Tris-ClH/EDTA.

Proteina de interes que es fusionada a la AH.

Buffer Tris-ClH/Cloruro de sodio/Tueen 20

5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galactosido
(cromogenopara beta-galactosidasa).
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