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Resumen

En este trabajo describimos manipulaciones genéticas a la subunidad B de la toxina del célera (CTB) como un medio para obtener
antigenos recombinantes para el desarrollo de vacunas. Se presenta tanto una revision breve de informacién publicada como resultados
preeliminares sobre hibridos obtenidos recientemente. Las proteinas de fusién derivadas de CTB incluyen una que porta un epitopo de la
proteina VP4 de rotavirus y otra con un epitopo de la proteina Omp C de S. typhi. También se presentan datos preliminares sobre la
manipulaciéon genética de dos toxinas relacionadas estructuralmente; la toxina termoestable de E. coli enterotoxigénica STI y de la
neurotoxina, conotoxina GI, de Conus geographus. Las manipulaciones genéticas de estas toxinas comprenden la clonacién de la
conetoxina GI usando un péptido leader y un promotor heterslogo.

Palabras clave: Toxina del célera-Subunidad B-Enterotoxina termoestable-Conotoxina-Antigenos recombinantes

Summary

In this report we describe gene manipulations to cholera toxin B-subunit (CTB) as a means to obtain novel antigens for vaccine
development. Both, a review of published information on CTB-derived fusion proleins and preeliminary data on recently obtained hybrids,
are presenied. New fusion proteins here described comprise one containing a rotavirus VP4 protein epitope and another with an S. typhi
OmpC protein epitope. Both epitopes have been successfully cloned at the CTB amino end to give bona fide hybrid proteins. We here also
present preliminary data on gene manipulations of two structurally related toxins; the STI heat-stable toxin of enterotoxigenic E. colt and
the Conus geographus neurotoxin, conotoxin GI. Gene manipulations to these last toxin include cloning of conotoxin GI using heterologous
leader peptides and promoter signals.
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Mecanismo de accién y estructura molecular de la de cAMP al intestino semeja el efecto de la toxina, lo
toxina del célera. En el colera, la colonizacién del cual apoya la hipétesis de que es el cAMP el mediador
intestino delgado por Vibrio cholerae resulta en la del efecto de CT. ‘

liberacién de la toxina del cdlera (CT) por este
microorganismo. La toxina tiene un efecto inmediato e
irreversible sobre la célula intestinal, causando la
pérdida de Na+ y Cl- acompaiiada de agua. El
estudio in vitro del efecto de CT sobre una gran
variedad de células en cultivo, incluidas las de origen
intestinal, ha demostrado que el primer suceso
medible en las células es el aumento de la
concentraciéon de cAMP. Este aumento puede ser
hasta de 100 veces mayor que la concentracién basal.

La toxina CT esta formada de dos subunidades, una
copia de la subunidad A (CTA) y cinco copias de la
subunidad B (CTB)! (Fig. 1). La subunidad B de 103
aminoécidos forma es esgonténeamente un pentamero
cen un poro en su centro” (Fig. 1) en el cual se aloja la
subunidad A. La subunidad A interactiia con el
pentdamero por medio de enlaces no covalentes y a
través de su region A2 (ver més adelante).

El efecto de CT se debe a la activacion de la adenilato La subuni'dad A de 240 aminodcidos estd formada
ciclasa y no a una inhibicién de la degradacion del ~ por dos regiones llamadas Al'y A2 que son, de hecho,
cAMP por fosfodiesterasas. Por otra parte, la adicién separadas por un corte proteolitico (éste puede ser

efectuado por la proteasa misma producida por los
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proteina CTB. La adicion de oligonucledtidos
sintéticos a CTB se esquematiza en la Fig. 3.
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Fig. 3. Insercién de oligonucie6tidos sintéticos al gen CTB. En la
figura se esquematiza la adicién de oligonucledtidos en la frontera
entre el péptido lider y la secuencia madura del gen (marcado
CTB). La adicién de los oligonucleétidos sintéticos resulta en la
incorporacién de epitopos fordncos de 10 o mds aminoacidos al
extremo amino de (epitopo fusionado).

Por estos procedimientos bemos logrado afiadir a
CTB analogos estructurales de la toxina termoestable
STa de E. coli enterotoxigénica y demostirado que CTB
puede portar los aminodcidos agregados sin
menoscabo aparente de sus propiedades bioquimicas
o inmunol(’)gicas7’8. Los hibridos generados son
inmunogénicos y dan lugar a la formaciéon de
anticuerpos, aunque en bajas concentraciones, contra
el hapteno fusionado’.

Recientemente se logrd la fusion de un epitopo de
una proteina de capside externa de rotavirus humano
(proteina VP4) al extremo amino de CTB. El péptido
fusionado se muestra en la Fig. 4. Este epitopo, una
vez unido a CTB y expresado en E. coli 0 V. cholerae,
es reconocido como anticuerpo monocional especifico
contra él. A su vez, CTB retienc sus caracteristicas
nativas reconociendo a su receptor y reaccionando
también contra monoclonales especificos. La proteina
hibrida rota-CTB posee propiedades que la convierten
en un candidato potencial para el desarrollo de una
vacuna oral contra rotavirus en humanos. Por otra
parte se cred una proteina derivada de CTB que lleva
un péptido, parte de la proteina de membrana externa
OmpC de Saimonella typhi. La secuencia de ese
epitopo también se muestra en la Fig. 4. Estos tltimos
experimentos son los primeros en una serie dirigida al
diseiio genético de una vacuna contra la fiebre
tifoidea. El epitopo OmpC fusionado se selecciond
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Fig. 4. Epitopos fusionados al extremo amino de CI'B. El epitopo
superior forma parte de la proteina de superficie VP4 de rotavirus
humano. El epitopo inferior forma parte de la proteina OmpC de
Salmonella typhi y no se encuentra en OmpC de E. coll. Las
fusiones genéticas se llevaron a cabo emplegndo como vector de
cionacién al pldsmido-recombinante pJS752-3°,

mediante métodos computacionales de prediccion de
epitopos para linfocitos B. El epitopo forma parte de
OmpC en S. typhi pero no de OmpC en E. coli.

Construcciéon de nuevos vectores de clomacion para
fusiones genéticas a CTB.

a. Vectores mejorados para fusiones al extremo
amino de CTB. Para facilitar fusiones al extremo NH2
de CTB, construimos en el laboratorio el plismido
recombinante mejorado pJS752-4. Este plasmido tiene
el gen CTB intacto y posec los mismos sitios de
restriccion que su precursor el plasmido pJS752-3
(Fig. 5). Sin embargo, en el nuevo plasmido causamos
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Fig. 5. Construccién del pldsmido pJS752-4 para fusiones
genéticas al extremo amino de CTB. El pldsmido original
pl§752-3 determina un fenotipo CTB+. Al insertar los
oligonucleétidos sintéticos indicados se obtiene el pldsmido
p3S752-4. Este pldsmido determina un fenotipo . La
msercién de oligonucledtidos, para lograr la fusidén al extremo
amino de CTB de los epitopes de interés, resulta en pldsmidos, en
los cuales se restituye de nueva cuenta el fenotipo CIB+
(pIS752-x).
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la terminacion prematura de la traduccion del gen
CTB. Esto determina un fenotipo CTB. Al insertar
oligonucledtidos sintéticos que codifican para los
epitopos fordneos se restituye el fenotipo CTB +. Tal
estrategia permite el monitoreo de proteinas de fusién
mediante la deteccion de CTB y no necesariamente
mediante la deteccién del epitopo agregado. De esta
forma se puede hacer un ‘tamizaje de colonias
recombinantes, las cuales deben dar reaccién positiva
para CTB. La deteccion de CTB se hace
rutinariamente por ELISA, técnica muy simple y
accesible. Estamos elaborando también una técnica
que permitird diferenciar directamente en las cajas de
agar a aquellas colonias con la proteina hibrida de un
fondo de colonias que llevan el pldsmido sin insercion.

Creemos que el plasmido pJS752-4 serd de utilidad
sobre todo en el caso de que se fusionen epitopos que
requieren de deteccibn con antisueros que
representan riesgos para el investigador, como es el
caso de la deteccion de proteinas hibridas con
péptidos derivados del virus del SIDA. Aqui, a
menudo, parece que la (nica alternativa para la
caracterizacién inicial de las recombinantes es por
reaccidbn inmunoldgica con suero de pacientes
HIV-positivos. Con el plasmido pJS752-4 se evita este
paso, pucs basta con determinar el fenotipo CTB +
para seleccionar las recombinantes que expresan a las
proteinas hibridas. Una vez identificadas aquellas
clonas de interés se puede proceder a corrobar la
presencia del epitopo deseado usando los sueros de
pacientes, ahora bajo las condiciones de seguridad
bioldgica necesarias.
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Fig. 6. Representacién esquemdtica del gen CTB en los vectores
de clonacion para fusiones al extremo carboxilo de CTB. El gen
fue modificado mediante la sustitucién de la secuencia
nucleotidica que codifica para los dltimos 27 aminodcidos de la
cadena por oligonucledtidos sintéticos ad hoc.” Se sefialan el gen
, su extremo carboxilo (COOH), los sitios de restriccidn
relevantes, el gen nativo y la regidn sustituida por DNA sintético.

b. Vectores mejorados para fusiones al extremo
carboxilo de CTB. Después de nuestros primeros
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estudios sobre fusién de andlogos a la toxina STa al
extremo amino de CTB, encontramos evidencia que
sugeria que para ciertas construcciones genéticas era
necesario dejar libre el extremo carboxilo de CTB.
Para estc fin, al extremo carboxilo del gen se
anadieron oligonucledticos sintéticos para reemplazar
los codones para los fltimos 27 amino4cidos por
codones alternos que no modificasen la secuencia
primaria de la proteina, pero que permitiesen crear
sitios de restriccion Gnicos (Sacl y Xmal) para
inserciones en el extremo carboxilo de CTB (Fig. 6).

NSSNYCCELCCNPACTGCYPGN
0
NSSNYCCELCCNPACTGCY
o
CAELCCNPACPGN

Fig. '6 Secuencias de aminodcidos unidos al extremo carboxilo de
CIB’. Se representan las secuencias agregadas a la molécula
como pequefias esferas sobre el extremo carboxilo de (C) cada
una de las subunidades. Se indica también la posici6n del extremo
amino (N) de cada subunidad. Se muestran las secuencias
individuales por medio de los simbolos de una sola letra para cada
aminodcido. Todas las secuencias mostradas estan relacionadas a
la enterotoxina termoestable STI de E. coli enterotoxigénica.

Una vez creado el vector para clonaciéon en el
extremo carboxilo de CTB se fusionaron al gen
oligonucledtidos sintéticos de doble cadena con
extremos complementarios a los sitios de restriccién
Sacl y Xmal. Las secuencias fusionadas
correspondicron a péptidos relacionados a la
enterotoxina termoestable de E. coli enterotoxigénica
STa. En la Fig. 7 se muestran tres secuencias unidas al
extremo COCH de CTB usando el vector de clonacién
mencionado. La secuencia més corta (de 10 aa) es un
péptido analogo que no es toxico pero es reconocido
por anticuerpos monoclonales dirigidos contra la
toxina STI. Las secuencias mas largas contienen la
secuencia completa de la toxina STI.

El péptido mas largo tiene en su extremo carboxilo la
secuencia PGN. Esta extensién de tres aminoacidos
impedia el reconocimiento del péptido por un
monoclonal especifico (Mab 27:3). El péptido cuya
secuencia termina en Tirosina (Y), que corresponde a



la secuencia de STI nativa si fue, sin embargo,
reconocido por dicho anticucrpog. Estos hallazgos
confirmaron nuestra hipotesis de que, por lo menos
para los péptidos aqui fusionados, para logra
exposicién adecuada de ciertas regiones antigénicas,
es indispensable dejar su extremo COOH libre. Las
modificaciones al gen CTB aqui descritas ofrecen
ahora la alternativa de crear proteinas hibridas con
epitopos cuyo extremo COOH esté libre. Estos
resultados llaman la atencién al hecho de que cuando
se disefien proteinas de fusién para inmunizaciones se
debe mantener siempre en mente que tal vez sea
necesario, para el reconocimiento inmunoldgico
adecuado de esos epitopos, colocarles en el extremo
carboxilo de la proteina, de tal suerte que ellos
mantengan su propio extremo COOH libre.
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Fig. 8. HomoloF:a entre las secuencias de aminodcidos de la
enterotoxina conotoxina GI. Se muestran las secuencias de
la enterotoxina en la parte superior (STI) y de la conotoxina
GI (GI) en la parte inferior. Las secuencias se presentan usando
la simbologia de una sola letra para cada aminodcido. En el
recuadro se encuentran los seis residuos idénticos en las dos
moléculas.

Estudios sobre la relacién estructura-funcién de la
enterotoxina STI y toxinas homologas. Ademis del
proyecto arriba descrito, que se considera la linea
principal del laboratorio, llevamos a cabo
investigaciones orientadas a esclarecer la relacién
estructura-funcién de la enterotoxina termoestable de
E. coli STI. Aqui realizamos en primer lugar la
clonacibn de una toxina con gran homologia
estructural a STI. Esta toxina denominada conotoxina
GI es elaborada por un caracol marino de la especie
Conus geographusw.

Como puede verse en la Fig. 8, una secuencia de seis
amino4cidos es idéntica en ambas toxinas. Es de notar
que a pesar de esta gran relacidon estructural, las
toxinas tienen funciones muy distintas, pues mientras
la toxina STI causa diarrea en el ser humano (y en
animales experimentales) la conotoxina es una
neurotoxina que causa pardlisis flicida en peces y en
ratones. Esta disparidad de funciones con un grado
tan significativo de homologia estructural nos llamé
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poderosamente la atencién y nos llevo a tratar de crear
mutantes para buscar una explicacién sobre la
aparente coincidencia en la secuencia aminoacidica.
Planeamos reemplazar amino4cidos, en ambas toxinas
por separado, fuera de la zona de homologfa, de
manera que a la conotoxina GI le colocaremos
residuos que forman parte de la enterotoxina STI y a
STI le colocaremos residuos presentes en conotoxina
GI. Mediante este ejercicio pretendemos determinar si
existen aminoAcidos clave que determinen la funcién
de neurotoxina en un caso y de enterotoxina en el otro.
Nuestra hipdtesis de partida es que existen al menos
dos dominios estructurales. La zona homéloga serfa
uno de esos dominios, mientras las zonas no
homologas (a ambos lados de la zona homologa)
formarfan el otro dominio. La zona homdloga puede
determinar el reconocimiento de su receptor o,
alternativamente, puede ser indispensable para la
acci6n de la toxina sobre su blanco especifico. En este
Gltimo caso serian los amino4dcidos no homélogos los
responsables del reconocimiento del blanco especifico.

A la fecha hemos clonado ya un gen sintético que
codifica para conotoxina GI y lo hemos expresado en
E. coli. No hemos logrado todavia la recuperacion de
conotoxina GI activa de E. coli, posiblemente debido a
que la conotoxina fue unida a un péptido lider corto.
Creemos que este péptido lider corto impide ya sea el
doblaje correcto de la conotoxina GI o dificulta su
transporte al periplasma de la célula; o bien, que
pudiera tener ambos efectos.

Las manipulaciones genéticas programadas para
lograr la expresibn adecuada de conotoxina GI
incluyen colocarle el péptido lider de STI. Esto dard
informacién sobre si se comparten los mecanismos
biolégicos de doblaje y secrecién por las dos toxinas.
Hay evidencia de otros sistemas que indican que éste
pudiera ser el caso. Lograr la expresién de GI activa
en E. coli ser4d un paso significativo, que permitird
proceder a crear mutantes en los aminoédcidos no
homélogos para obtener informaci6n sobre el papel de
esas zonas en la funcién biologica de ambas toxinas.
Nuestra meta es llegar a definir el dominio de accién
de la enterotoxina STI para profundizar en el estudio
del mecanismo fino de su accién en el intestino, Esto
podria dar como producto final el disefio de efectores
biolégicos (anélogos) o farmacolégicos para evitar el
efecto de esta toxina en el ser humano.
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