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monoclonales contra la proteina de membrana
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RESUMEN. La proteina de membrana externa U (OmpU) de Vibrio cholerae es la mas
abundante en la superficie de los vibriones, y se piensa que debe jugar un importante
papel en la patogenia de este microorganismo, ya que su expresiéon es regulada por el
mismo sistema que regula la expresion de los dos principales factores de patogenia
del microorganismo: la toxina colérica y la pilina corregulada con la toxina. Con el
objetivo de poder estudiar la OmpU de Vibrio cholerae, se generaron anticuerpos
monoclonales (AcM) especificos contra ella. El antigeno utilizado para la obtencién
de elevados titulos de anticuerpos especificos en el suero de ratones BALB/c, fue la
OmpU purificada de Vibrio cholerae fusionada a 6 histidinas. En la generacién de los
hibridomas se emplearon procedimientos normalizados de fusién celular. Los anélisis
primarios y secundarios de los hibridos generados se realizaron mediante la técnica
de inmunoensayo de enzima ligada (ELISA), mientras que la caracterizacion de los
anticuerpos monoclonales obtenidos se hizo utilizando las técnicas de Western blot y
ELISA. También se obtuvo fluido ascitico en ratones BALB/c para producir los anti-
cuerpos monoclonales, los cuales se purificaron mediante Cromatografia de Afinidad.
Se obtuvieron y caracterizaron cuatro hibridomas productores de AcM. Los hibridomas
1F11 y 1B10 secretaron anticuerpos de la clase IgM mientras que el 3D8 y el 9H12
secretaron anticuerpos de la clase IgG1l. Todos los AcM reconocen una proteina de
42 kDA en Western blot correspondiente al producto del gen Ompu fusionado a una
cola de 6 histidinas. Adicionalmente, el AcM secretado por el hibridoma 3D8 parece
ser especifico para un epitope oculto en la OmpU, ya que no reconoce la proteina
intacta en la superficie de Vibrio cholerae. Este es el primer reporte de produccién de
anticuerpos monoclonales especificos contra la OmpU de Vibrio cholerae.

ABSTRACT. The most abundant surface protein of Vibrio cholerae is the outer mem-
brane protein U (OmpU) and is believed to play an important role in the pathogenesis
of the microorganism, due to its expression is regulated by the same system that
regulate the production of cholera toxin and the toxin-corregulated pilus, the main
virulence factors of Vibrio cholerae. With the aim to study the OmpU of Vibrio cholerae,
specific monoclonal antibodies (Mabs) to this protein were generated. BALB/c mice
were immunized with a purified OmpU of Vibrio cholerae fusing to six histidines,
giving high serum titles specific to OmpU in all mice. Standard cellular fusion proce-
dures were used to generate the hybridomas and the enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) was used to analyze all of them. Characterization of the obtained Mabs
was made by Western blot and ELISA. Mabs were produced in ascites fluid and puri-

Correspondencia:

fied using affinity chromatography. Four
hybridomas were obtained and character-
ized. Hybridomas 1F11 and 1B10 secreted
antibodies of the IgM class, while Mabs
from the hybridomas 3D8 and 9H12
belong to the IgG1 isotype. All Mabs
recognize a 42 KDa antigen in Western
blot corresponding to the product of the
OmpU gene fused to a six Histidine tail.
Additionally, MAbs produced by 3D8
selectively recognized a hidden epitope
in the OmpU, due to the Mab did not re-
cognize the intact protein in the surface
of Vibrio cholerae. This is the first report
for the production of specific Mabs to
Vibrio cholerae OmpU.

INTRODUCCION

La tecnologia de Anticuerpos
Monoclonales se ha desarrollado
ampliamente después de su des-
cubrimiento por Georges Kohler y
Cesar Milstein en 1975,! y constituye
una poderosa herramienta que ha
revolucionado el uso de las inmu-
noglobulinas en los campos de la
investigacion basica, el diagnoéstico,
la inmunoterapia y los procesos
industriales. Cada ano aumentan
significativamente los reportes de
nuevos AcM obtenidos en todo el
mundo contra una inmensa varie-
dad de antigenos, lo cual avala la
extraordinaria importancia de esta
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tecnologia y su infinita aplicacién
en el desarrollo actual de las ciencias
biomédicas y biotecnolégicas.?

Las porinas son importantes cons-
tituyentes de la membrana externa
de las bacterias Gram negativas, y
ademas, constituyen hasta el 2% del
contenido total de proteinas de la célu-
la.? La OmpU es una porina de mem-
brana externa de Vibrio cholerae (V.
Cholerae),* el agente causal del cOlera,’
que figura como una banda de 38 KDa
en electroforesis en geles de poliacri-
lamida, cuya expresion esta regulada
positivamente por un regulador tran-
scripcional denominado ToxR.® El
hecho de que OmpU se exprese parale-
lamente con los factores de virulencia
mas importantes del microorganismo,
como la toxina colérica (CT) y el pelo
corregulado con la toxina (TCP), sugiere
un papel de esta proteina en la patogé-
nesis de la enfermedad.

Dentro de las funciones ya identi-
ficadas para OmpU estan la de porina
de difusién, que confiere resistencia a
la bacteria frente a detergentes ani6-
nicos como la bilis,” y 1a de potencial
adhesina involucrada en la coloni-
zacion de las células epiteliales.? Esto,
unido a la evidencia de que sueros de
voluntarios inmunizados con cepas
candidatos vacunales contra el célera
reconocen OmpU,? reafirma que
esta proteina se expresa in vivo, lo
que la convierte en muy interesante
para el estudio de la patogenia de
V. cholerae.

Las proteinas de membrana
externa también se han utilizado
en algunas aplicaciones précticas,
al fusionar diferentes productos
génicos a porinas de membrana
como: OmpC? PhoE' y LamB! de
diversos microorganismos.

Teniendo en cuentalaimportancia
del estudio de la OmpU de V. cholerae
para la mejor comprensién de la
patogenia de este microorganismo, el
presente trabajo tiene como objetivos:
obtener hibridomas productores de
AcM contra la OmpU de V. cholerae,
y realizar una caracterizacién
preliminar de los AcM obtenidos.

MATERIALES Y METODOS
Cepas de V. cholerae y condiciones
de cultivo

Se emplearon las cepas de V.
cholerae N16961 y C6706 (El Tor,
Inaba) y C7258 (El Tor, Ogawa).
Todas fueron cultivadas en medio
Luria-Bertani (LB) (triptona, 1 %,
extracto de levadura 0,5 %, cloruro
de sodio 1 %) a 37 °C durante toda
la noche. Opcionalmente se anadié
agar (1,5 %) al LB para preparar
medio sélido.

Inmunizacién de ratones BALB/c
Ratones hembras de cuatro sema-
nas de nacidos con aproximadamente
25 g de peso, procedentes del Centro
Nacional de Produccién de Animales
de Laboratorio (CENPALAB), fueron
inmunizados por via subcutanea con
20 ug de OmpU-r, emulsionados en
adyuvante de Freund (Sigma). Los
animales recibieron 4 inyecciones
administradas cada 14 d . Entre 7
y 10 d posteriores a la ultima inyec-
cién, se le extrajo sangre para la
evaluacién en suero de anticuerpos
especificos mediante ELISA.

ELISA para la deteccion de anti-
cuerpos anti OmpU-r

Para la deteccién de anticuerpos
especificos en los sueros o sobrena-
dantes de los cultivos de hibridos
se empled un sistema inmunoenzi-
matico tipo ELISA. Se recubrieron
placas High Binding (Costar) con
100 uL/pozo de una suspension de
células de V. cholerae (D.O. . =0,1)
y se incubaron toda la noche a 37 °C,
u OmpU-r a una concentracion
1 ug/mL incubandose toda la noche
4 °C. Para evitar reacciones inespeci-
ficas, se bloquearon los pozos con
una disolucién de leche descremada
(Oxoid) al 2 % en PBS durante 1 h a
37°C. Se anadieron a los pozos 100 uL
de los sueros de los animales inmu-
nizados (en diluciones entre 1/1000
-1/10000) o los sobrenadantes de cul-
tivo sin diluir para su evaluacion. Se
emplearon como controles negativos
sobrenadantes de hibridomas secre-
tores de AcM contra antigenos no
relacionados. Las muestras se incu-
baron 2 h a 37 °C. Después de varios
lavados con PBS-Tween 20 al 0,05 %
(PBS-T), se incub6 durante 1 h a 37
°C con anti IgG de ratén (molécula
completa) conjugado con peroxidasa
(Sigma) diluido apropiadamente en
PBST y 1 % de leche descremada.
Después de varios lavados, la reac-
cién se revelé con 100 uL/pozo de
orto-fenilendiamina al 0,04 % en
disolucién reguladora citrato (pH
= 5), que contenia 0,05 % (v/v) de
H,0, al 30 %. La reaccién de detuvo
con 50 uL/pozo de H,SO, 2,5 N. Para
medir la absorbancia se empleé un
lector de microELISA (Labsystems
Multiskan® Multisoft) a una longitud
de onda de 492 nm.

Fusion celular, clonaje por dilucién
limitante y criopreservacion de los
clones de interés

Se seleccionaron los animales con
los mayores titulos de anticuerpos
especificos en suero, y se realizé una
ultima inyeccioén intravenosa 3 dias

antes de la fusién celular, con 10 ug
de OmpU-ren 100 uL.de PBS. Se em-
pled el bazo como fuente de linfocitos
y seutilizé la linea de mieloma SP,/O
para realizar las fusiones celulares
con polyethylene glycol 1300 (Sigma,
Hybri-Max), segtiin la descripcién de
Campbell.”? Las células hibridas con
capacidad para producir AcM espe-
cificos para el antigeno de interés
fueron seleccionadas mediante el
ensayo descrito con anterioridad.
Los hibridomas positivos fueron
clonados y reclonados por la
técnica de dilucién limitante, y
congelados en nitrégeno liquido
en presencia de 10 % de dimetil
sulféxido y suero fetal bovino.

Caracterizacion de los AcM ob-
tenidos

Determinacion de isotipo

La clase y subclase de los AcM
obtenidos se estableci6é mediante
un juego de reactivos para determi-
nacién de isotipo de AcM de ratén
(Sigma ImmunoType™ Mouse Mono-
clonal Antibody Isotyping Kit), segiin
las instrucciones del fabricante.

Analisis de especificidad medi-
ante Western blot

Se realizaron electroforesis en
geles de poliacrilamida al 12,5 % en
presencia de sodio dodecil sulfato!?
a lisados celulares (obtenidos por
tratamiento térmico de 10 min a 100
°C) de suspensiones de vibriones
(D.O. 4 m = 0,5) de las cepas de V.
cholerae en estudio y la OmpU-r.
Posteriormente, las proteinas fue-
ron transferidas a una membrana
de nitrocelulosa (Hybond-C,
Amershan) de 0,45 um segin Tow-
bin.! Después de bloquear con
leche descremada al 5 % durante 1
h a temperatura ambiente (TA), las
muestras (sobrenadantes de cultivo)
fueron anadidas y se incubaron toda
lanoche a4 °C. Se lavaron las mem-
branas con PBS-T y se incubaron
durante 1 h a TA con anti IgG de
ratén (molécula completa) conju-
gado con peroxidasa (Sigma) diluido
apropiadamente. La reaccién se
reveldé con diaminobencidina
(0,2 mg/mL) (Sigma) y 0,4 % de H,O,
en PBS, pH = 7,4.

Produccion de los AcM en fluido as-
citico y purificacion de los mismos

Varios grupos de ratones
BALBY/c, con las mismas caracteris-
ticas descritas anteriormente, fue-
ron pretratados con 0,5 mL de
Pristane (Sigma) para irritarles el
peritoneo, y 7 a 10 d después se
les inoculé intraperitonealmente
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Fig. 1. Reactividad de los clones seleccionados en ELISA. Se utilizé6 como recubrimiento la OmpU-r o diferentes cepas de V.
cholerae. (C+) Control positivo consistente en sobrenadante de linfocitos utilizados para la fusion celular. (C-) Control negativo

consistente en PBS.

Tabla 1. Caracteristicas de los AcM obtenidos en cuanto a especificidad e isotipo.

ELISA Western blot
con - Celas T ompyy O T ompy, O
1F11 + + + + IsM
3D8 - +++ ++ ++ IgG1
9H12 ++ +++ ++ ++ IgG1
1B10 ++ + ++ ++ IgM

* Tres cepas diferentes de V. cholerae (D.0.600 nm = 0,1) empleadas directamente
como recubrimiento en los ensayos de ELISA. ** Tres cepas diferentes de V.
cholerae (D.O. 600 nm = 0,5) tratadas 10 min a 100 °C y empleadas como fuentes de
antigenos en los ensayos de Western blot.
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Fig. 2. Analisis por Western blot de la especificidad de los 4 clones seleccionados frente
a: carril 1, OmpU-r; carril 2, C7258; carril 3, N16961; carril 4, C6706. Las muestras
se hirvieron en presencia de SDS. (C+) Control positivo consistente en sobrenadante
de linfocitos utilizados para la fusiéon celular. (C-) Control negativo consistente en
PBS. A la derecha se indica la zona de bandeo del patron de peso molecular empleado
(Promega,), los valores que se muestran estan en kilodalton (kDA).

RESULTADOS Y DISCUSION
Generacion de hibridomas pro-
ductores de AcM especificos para
OmpU-r.

1 mL de suspensiones celulares
(1a2-10%mL) de cada uno de los
hibridomas obtenidos. El fluido
ascitico fue extraido del peritoneo,
centrifugado y almacenado a

-20 °C hasta su uso. La purificaciéon
de los AcM se realizé mediante cro-
matografia de afinidad en matriz
de Proteina A sepharose fast flow
(Amershan Pharmacia).!®

Los sobrenadantes de los hibri-
dos con crecimiento en cultivo, se
tamizaron para detectar la produc-
cién de anticuerpos contra OmpU-r
mediante un ELISA directo, utili-

zando como recubrimiento la pro-
teina purificada. De los 924 pozos
sembrados con las suspensiones ce-
lulares resultantes de la fusion, 601
tuvieron crecimiento, para un 65 %
de eficiencia de fusién. Mientras que
de los 601 pozos crecidos, 497 fueron
tamizados por ELISA y 34 resultaron
tener anticuerpos especificos para la
OmpU-r en el sobrenadante. Lo an-
terior rindi6 una eficiencia de fusién
del 6,84 %, lo cual esta entre los
parametros establecidos para este
procedimiento.!? Es de destacar la
alta positividad lograda en la fusion,
lo que avala el adecuado esquema de
inmunizacién aplicado a los ratones
y la buena calidad del antigeno em-
pleado. De los hibridos positivos ob-
tenidos se seleccionaron 4 segiin su
reactividad en Western blot contra la
Ompu-r purificada y sus caracteristi-
cas de crecimiento en cultivo. Estos
hibridos se clonaron por dilucién
limitante, se estabilizaron en cultivo
y se criopreservaron en nitrégeno
liquido. El sobrenadante de cultivo
de los mismos se cosechd y se utilizé
para la posterior caracterizacion de
los AcM escogidos.

Los 4 clones seleccionados pro-
ducen AcM que reconocen la OmpU-r
purificada en ELISA (Fig. 1), no
ocurriendo lo mismo en el ELISA de
células completas de los vibriones,
en los que el AcM 3D8 es incapaz de
reaccionar (Fig. 1). Se hizo necesario
entonces realizar un analisis de la
especificidad de estos AcM mediante
la técnica de Western blot (Fig. 2),
donde se pudo observar que los
4 AcM seleccionados reconocen tanto
la OmpU-r purificada como una ban-
da de proteina de 38 kDa (correspon-
diente a la OmpU no recombinante)
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en tres cepas diferentes de V. cholerae,
incluyendo la cepa N16961 de donde
se clono el gen ompU. De estos resul-
tados podemos concluir que 3 de los
4 AcM generados reconocen la OmpU
de cepas de V. cholerae, tanto en su
forma nativa como desnaturalizada.
El AcM 3D8 al parecer es especifico
para un epitope oculto en la proteina,
ya que es incapaz de reaccionar contra
la proteina expresada en la superficie
de las células intactas de V. cholerae
en ELISA (Fig. 1), pero reconoce tanto
la proteina recombinante como la
OmpU procedente de tres cepas de V.
cholerae en los experimentos Western
blot (Fig. 2), que son las mismas cepas
empleadas en los ensayos de ELISA
con células completas. Lo anterior
indica que el epitope reconocido
por el 3D8 esta en las dos OmpU,
la recombinante y la natural, por lo
que no es un epitope exclusivo de la
proteina recombinante.

En este trabajo se realizé un
andlisis preliminar general de los
AcMs obtenidos, que permitié cono-
cer sus principales caracteristicas
(Tabla 1). Sin embargo, para la
completa caracterizaciéon de estos
AcMs, se tendra que profundizar
en el estudio de la especifiicidad de
epitopes y la determinacién de la
constante de afinidadad de cada uno
de ellos, para lo cual sera necesario
disenar nuevos experimentos.

CONCLUSIONES

Se generaron por primera vez hi-
bridomas productores de AcM contra
la proteina de membrana externa
U (OmpU) de V. cholerae.

Dada la especificidad de los AcM
generados, estos seran de gran utili-
dad para estudiar las funciones de la
OmpU en la patogenia del célera.
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