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1. Resumen

Las cepas de H. pylori que contienen la isla de patogenicidad cag (cagPAl),

estan asociadas al desarrollo de enfermedades gastricas graves.

cagPAl tiene un tamafo aproximado de 40 kb y codifica para 32 proteinas;
entre las que se encuentran aquellas que constituyen un sistema de secrecion

tipo IV (T4SS) y la proteina asociada a la citotoxina (CagA).

El T4SS es utilizado por H. pylori para translocar a CagA hacia el interior de las
células blanco, en donde actia como intermediaria en diversas vias de
sefalizacion, resultando en la activacion de promotores de citocinas pro-
inflamatorias, procesos mitogénicos y antiapoptoticos, asi como la destruccion

de uniones intercelulares.

De las 32 proteinas codificadas en cagPAl, 14 son esenciales para la
translocacion de CagA y la induccion de IL-8 por la célula hospedera. 10 de
éstas han sido caracterizadas, y se sabe que son homologas a proteinas del
sistema VirB/D del T4SS de A. tumefasciens, las otras 4 (HP0537, HP0522,
HP0541 y HP0531) no se les ha asignado funcién. Un analisis bioinformatico
previo, realizado por nuestro grupo de investigacion, ha determinado que 3 de
éstas 4 proteinas (HP0537, HP0541 y HP0522) tienen homologia a proteinas
VirB5 de otras especies, incluyendo la reportada en H. pylori (HP0539).

La proteina HP0537 consta de 376 aminoacidos, y tiene un peso molecular de
44 Kda. Tras la clonacién del gen hp0537 en E. coli BL-21, se indujo la
expresion de la proteina HP0537 encontrada en la fraccion insoluble del lisado
celular, esta fraccion fue empleada para la obtencion de proteina recombinante

enriquecida.

La proteina HP0537 enriquecida fue empleada como inmundégeno para la
obtencion de anticuerpos anti-HP0537 en ratones BALB/C; Se obtuvieron 15
hibridomas capaces de generar anticuerpos monoclonales, que son sensibles
para la deteccion de la proteina HP0537. De estos 15 hibridomas, al menos 7
son capaces de generar anticuerpos monoclonales, que no dan reaccion

cruzada con ninguna otra proteina expresada en H. pylori, incluyendo a otras



proteinas homologas a VirB5 (HP0522, HP0541 y HP0539). Por lo que
podemos afirmar que estos 7 hibridomas producen anticuerpos monoclonales
especificos contra la proteina HP0537. Debido a que estos 7 hibridomas
generan anticuerpos monoclonales que son sensibles y especificos a la
proteina HP0537, establecemos que son candidatos para ser empleados en

ensayos de inmunolocalizacién.



2. Abstract

The strains of H. pylori containing the cag pathogenicity island (cagPAl) are

associated with development of severe gastric diseases.

cagPAl has a size of approximately 40 kb and encodes for 32 proteins; among
which are those that constitute a system of secretion type IV (T4SS) and

Cytotoxin Associated Protein (CagA).

T4SS is used by H. pylori to translocate CagA into target cells, where it acts as
an intermediary in many signaling pathways, resulting in the activation of pro-
inflammatory and cytokines promoters, mitogenic and antiapoptotic processes

and the destruction of intercelular junctions.

cagPAl encoded 32 proteins, 14 are essential for CagA translocation and
induction of IL-8 by the host cell. 10 from these have been characterized and
are known to be homologous to proteins system virB / D of A. tumefasciens
T4SS the other 4 (HP0537, HP0522, HP0541 and HP0531) are not assigned
function. A previous bioinformatic analysis, carried out by our team has
determined that 3 of these 4 proteins (HP0537, HP0541 and HP0522) have
VirB5 homology to proteins of other species including that reported in H. pylori
(HP0539).

The HP0537 protein consists of 376 amino acids, and has a molecular weight
of 44 kDa. After cloning the gene hp0537 in E. coli BL-21 was induced the
HPO0537 protein expression found in the insoluble fraction cell lysate, which

was used to obtain enriched recombinant protein.

The HP0537 protein was used as an immunogen for obtaining anti-HP0537
antibody in BALB /C. 15 Hybridomas were obtained, capable of generating
monoclonal antibodies, which are sensitive for the detection of HPO0537
protein. Of these 15 hybridomas, at least 7 are capable of generating
monoclonal antibodies, which do not give reaction crossed with any other
protein expressed in H. pylori, including VirB5 homologous to other proteins
(HP0522, HP0541 and HP0539). As we can say that these 7 hybridomas

producing monoclonal antibodies protein specific for HP0537. Because these 7



hybridomas generate monoclonal antibodies that are sensitive and specific
to HPO537 protein, we set that are candidates for use in immunolocalization

assays.



3. Introduccion.

A finales del siglo XIX y principios del XX, varios investigadores reportaron la
presencia de microorganismos en forma de espiral, que colonizaban el
estomago de animales. Mientras que varios patdlogos observaron la presencia
de organismos con las mismas caracteristicas en pacientes que desarrollaban
ulceras pépticas y cancer gastrico. * En 1979, los médicos australianos J.
Robin Warren y Barry J. Marshall, iniciaron experimentos con la finalidad de
aislar al microorganismo que colonizaba el estomago humano. Fue en 1982
cuando finalmente lograron aislar al microorganismo, ahora conocido como
Helicobacter pylori (H. pylori), tras la incubacion prolongada de medios de
cultivo provenientes de biopsias estomacales de pacientes que cursaban con

desordenes gastricos 2.

Para probar que H. pylori es capaz de infectar el estomago humano, el Dr.
Barry J. Marshall desarrollé6 una gastritis transitoria, tras la ingestién de un
cultivo de esta bacteria; la gastritis fue tratada con una terapia basada en
doxiciclina y sales de bismuto.*? Este experimento fue la primera evidencia de
gue la infeccion por H. pylori esta asociada con el desarrollo de desordenes
géstricos. Los experimentos realizados por los Drs. J. Robin Warren y Barry J.
Marshall los hicieron merecedores del premio Nobel de Medicina en el afo
2005.1

Hoy en dia, la infeccidn por H. pylori es considerada como la principal causa en
el desarrollo de gastritis aguda y cronica, y estd asociada al desarrollo de
enfermedades gastricas graves como Ulcera péptica (duodenal y gastrica),
linfoma asociado al tejido linfoide de la mucosa gastrica (MALT por sus siglas
en inglés) y adenocarcinoma gastrico.®* Debido a la asociaciéon de la infeccién
con el desarrollo de cancer gastrico, la Agencia Internacional de Investigacion
Sobre Cancer (IARC por sus siglas en inglés) ha clasificado a esta bacteria

como agente carcinogénico tipo 1.23



3.1 Aspectos microbioldgicos.

La clasificacion taxondmica de H. pylori, de acuerdo al Manual de Bergey de

clasificacion sistematica del 2004 es:
Dominio: Eubacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Epsilonproteobacteria

Orden: Campylobacterales

Familia: Helicobacteraceae

Género: Helicobacter

Especie: pylori

H. pylori es una bacteria Gram-negativa que mide de 2 a 4 um de largo por 0.5
a 1 um de ancho. Aunque usualmente tiene forma de espiral puede adoptar
una forma de “barra” o cocoide en un cultivo prolongado o después de un
tratamiento antimicrobiano; estas formas son incapaces de duplicarse, por lo
gue no puede propagarse una vez que ha adoptado esa forma. Tiene de 2 a 6

flagelos unipolares y carece de fimbrias de adhesion.*?

3.2 Epidemiologia de la infeccion

Se ha establecido que H. pylori ha co-evolucionado con el humano por mas de
100,000 afios, y no se le conoce otro reservorio importante.* Pese a las
condiciones adversas que tiene el estbmago, H. pylori es capaz de colonizarlo
y hacerse persistente, puesto que cuenta con mecanismos para ello. Por esta
razon, la bacteria es capaz de colonizar cualquier porciéon de este érgano y

establecer sus nichos en la superficie del epitelio gastrico.*

Actualmente mas del 50% de la poblacion mundial se encuentra infectada por
esta bacteria °. Sin embargo, la distribucién no es homogénea de un pais a

otro, especialmente cuando se considera el estatus socio-econdémico: en



paises desarrollados la prevalencia de la infecciobn es menor que en paises en
vias de desarrollo °. En México, la prevalencia de la infeccion es del 66% y se

ha sugerido que la infeccién es adquirida principalmente durante la infancia .2

La via de transmision de la infeccion es de persona a persona, y aunque no se
sabe de manera precisa cuales son los mecanismos, el aislamiento de la
bacteria en ciertas muestras bioldgicas de pacientes infectados y la presencia
de material genético de la bacteria en el agua y los alimentos, dan lugar a la
hipdtesis de que los mecanismos de transmision mas viables son las vias oral-

oral y fecal-oral’.

Una vez que se presenta la infeccion, la primera manifestacion es una gastritis;
gue es un proceso inflamatorio que ocurre en el epitelio gastrico. Cuando la
gastritis se encuentra en su etapa inicial, es considerada como aguda,
conforme pasa el tiempo y persiste el proceso inflamatorio, se cataloga como

gastritis cronica®.

Una vez que se ha desarrollado gastritis cronica en un individuo infectado,
puede haber una recuperacion espontanea o persistir con la gastritis por tiempo
indefinido y dar origen a enfermedades graves como Ulcera duodenal, Ulcera

gastrica, linfoma MALT y adenocarcinoma gastrico.*

El potencial patogénico de la bacteria no es el Unico factor que predispone al
desarrollo de las enfermedades mencionadas, otros factores como las
caracteristicas genéticas del hospedero, el uso de medicamentos paliativos o
antibioticos, habitos alimenticios, consumo de tabaco y condiciones socio-
econOmicas son importantes en el desenlace de la infeccién. Por esta razon, la
infeccion por H. pylori esta considerada como un factor necesario, pero no
suficiente para el desarrollo de enfermedades gastroduodenales graves en

individuos susceptibles. *°

Se ha observado mayor riesgo en desarrollar enfermedad grave cuando la
infeccion es adquirida en edades tempranas (durante la infancia), y continta de
manera prevalente hasta la edad adulta y edad avanzada. La evolucion de la
infeccion depende de muchos factores, pero se ha encontrado un

comportamiento muy particular que esta relacionado con los niveles de



secrecion de acido clorhidrico. Si durante el curso de la infecciébn se mantienen
los niveles de secrecion de acido normales, el individuo se mantiene
asintomatico. Sin embargo, cuando los niveles de secrecion de acido son altos,
las enfermedades que se desarrollan, con mayor frecuencia, son la Ulcera
duodenal y el linfoma MALT. Pero, cuando los niveles de secrecion de &cido
son bajos, las enfermedades mas frecuentes son la Ulcera gastrica o la
metaplasia gastrica; esta Ultima representa la antesala al desarrollo de

adenocarcinoma gastrico.’

3.3 Factores de virulencia y de patogenicidad de H. pylori.

Cualquier microorganismo, que tenga la capacidad de colonizar a un
determinado hospedero, debe estar dotado de mecanismos que le permitan la
supervivencia y la capacidad de llegar al sitio en donde se pueda establecer
para recibir nutrientes y para reproducirse. En busca de conseguir esos
objetivos, hay microorganismos (los llamados patégenos) que desarrollan la
capacidad de dafar a su hospedero, y con ello, el desarrollo de

enfermedades?'?.

H. pylori cuenta con una gran variedad de factores de virulencia que le
permiten colonizar, persistir y ocasionar dafio al epitelio gastrico. Para
colonizar, cuenta con la enzima ureasa, que le permite soportar las condiciones
adversas de pH que se presentan en la luz del estbmago. La ureasa genera
amonio a partir de la urea del hospedero, el cual es utilizado por la bacteria

para formar un microambiente que amortigua el pH &cido del estbmago.®

La luz del estbmago no tiene las condiciones ideales para el crecimiento de la
bacteria, por este motivo, debe migrar hacia donde encuentre mejores
condiciones; para ello cuenta con flagelos y con la proteina quimiotactica, que
le confieren la capacidad de orientar su migracion a la superficie del epitelio
gastrico (pH cercano al neutro). Aproximadamente el 20% del total de bacterias
gue colonizan el estbmago se encuentran unidas en la superficie del epitelio
gastrico mediante adhesinas que se unen a glicoproteinas de éste; entre las

adhesinas principales encontramos a SabA, BabA, AlpA, AlpB, HopZ y HopO.*?



El dafio al epitelio se presenta después de que la bacteria se ha establecido en
la superficie del epitelio mismo, mediante dos proteinas, que han sido el blanco
de multiples estudios, estas moléculas son la citotoxina VacA y la proteina

asociada a la citotoxina (CagA).***2

La citotoxina VacA es producida con un tamafio de 140 kDa, y para llegar a su
forma madura primeramente debe ser escindida a un tamafio de 88 kDa.
Posteriormente, la proteina es subdividida en 2 regiones: una region de 33 kDa
gue le confiere la capacidad de insertarse a la membrana de la célula
hospedera, y una regién de 55 kDa que se piensa que juega un papel

importante en el reconocimiento de la célula hospedera.****

El gen que codifica para la citotoxina VacA (vacA) esta conformado por tres
regiones principales: una region de secuencia sefial (s), una region intermedia
() y una regiéon media (m). Estas regiones estan sujetas a una gran diversidad
alélica entre cepas de H. pylori, que les confieren mayor o menor potencial de

virulencia *°

3.4 Caracteristicas de la isla de patogenicidad cag (cagPAl).

Mas del 60% de las cepas de H. pylori poseen una isla de patogenicidad cag
(cag-PAl), y su presencia esta relacionada con la produccion de citocinas
proinflamatoras IL-8, IL-1[3, IL-6 y TNFa por parte de la célula hospedera, que
activa células efectoras de la respuesta inmune, cuya accion puede llevar a la
acumulacién de sustancias reactivas de Oxigeno (ROS) ***° | por lo que se ha
observado que individuos infectados con cepas portadoras de la cagPAI tienen
mas probabilidad de desarrollar enfermedades gastroduodenales graves.'’

Cag-PAl tiene un tamafo aproximado de 40 kb y se ha propuesto que fue
adquirida por transferencia horizontal al poseer un porcentaje de G-C diferente
a la del resto del genoma (39%, cromosoma; 35%, cagPAl)?* 2!, cag-PAl esta
formada por aproximadamente 32 genes, entre los que se encuentra el gen que
codifica a la proteina asociada a la citotoxina (CagA) y genes que codifican a
proteinas que conforman un sistema de secrecion tipo IV (T4SS).?

La funcion del T4SS en H. pylori es la translocacion de CagA hacia el interior

de células blanco, por lo que se le puede considerar como una micro-jeringa



que le sirve a la bacteria para depositar, de manera especifica, una molécula
efectora al interior de la célula diana. %

Una vez translocada CagA, actia como molécula intermediaria en diversas
vias de sefalizacién. CagA puede o no ser fosforilada en el interior de la célula
hospedera por cinasas de la familia Src. Cuando no es fosforilada, CagA
participa en vias de sefializacion interactuando con proteinas cinasas y con NF-
KB, que tienen como resultado la activacion de promotores de produccién de
citocinas pro-inflamatorias, procesos mitogénicos y antiapoptéticos, ademas de

gue también participa en la destruccion de uniones intercelulares (Figura 1)%2,

CagA es translocado a través del T4SS; En el interior de la
célula hospedera, actia en diversas vias de sefalizacion

Célula hospera: Epitelio gastrico

Tfanfcripcién de
R:earreglo de efectores de procesos
citoesqueleto mitogénicos,
®

Anti-apoptéticosy Pro-
inflamatorios

Disgregacién de uniones
intercelulares

Receptores a5p1

Tass ‘ Helicobacter pylori

Figura 1. Una vez que ha sido translocada, CagA por el T4SS de H. pylori, participa en vias de sefializacion
relacionadas con el rearreglo del citoesqueleto, procesos mitogénicos y anti-apoptéticos, produccion de citocinas pro-

inflamatorias y disociacién de las uniones intercelulares (AJ= Uniones Adherentes y TJ= Uniones Estrechas)®.

La proteina CagA es fosforilada en sitios con secuencias de Glu-Pro-lle-Tyr-Ala
(EPIYA) que son reconocidos por cinasas de la familia Src. Las proteinas
cinasas de la familia src estan compuestas por 6 dominios funcionales: un
dominio SH4 que contiene la sefal de localizacion en la membrana, un dominio

“Gnico” que le permite acoplarse a un receptor especifico, dominios SH1, SH2 y



SH3 que son los sitios cataliticos de la actividad tirosina cinasa y un sitio
regulatorio en el extremo carboxilo terminal. Es precisamente el dominio SH2
de la proteina src que reconoce los dominios EPIYA de CagA para fosforilarla.
CagA fosforilada participa en vias de sefalizacion relacionadas con el rearreglo
del citoesqueleto que daran lugar a cambios morfologicos en la célula
hospedera denominado “fenotipo de colibri"#242>

3.5 Caracteristicas del sistema de secrecion tipo IV (T4SS).

De acuerdo a su funcién, existen 3 tipos de T4SS diferentes, expresados en
diversas especies de bacterias Gram negativas: 1) los que median la
transferencia de plasmidos o transposones de DNA entre un amplio rango de
especies bacterianas y células eucariontes, 2) los que regulan la adquisicion de
DNA de alguna fuente extracelular y, 3) los que sirven de puente para
translocar moléculas efectoras a células eucariontes durante el curso de una
infeccion®®?’, ElI T4SS de H. pylori, que estad codificado en cagPAl, es

considerado dentro del tercer grupo descrito.

Muchas bacterias Gram-negativas, incluyendo a H. pylori, conservan un T4SS
similar al que presenta la bacteria patégena de plantas Agrobacterium
tumefaciens, el cual est4d constituido por 12 proteinas: 11 proteinas
denominadas VirB que van de VirB1-VirB11l y una proteina acopladora

denominada VirD4.%

En general, el T4ASS de A. tumefaciens es considerado como prototipo para
describir el ensamblaje, que consiste de un pillus extracelular conformado por
una subunidad mayor VirB2 y una subunidad menor VirB5; tres proteinas con
actividad NTPasa, que proporcionan la energia para el ensamble del T4SS y
para la translocacion de la molécula efectora: VirB4, VirB11 y VirD4. También
estd conformado por proteinas que se encuentran ancladas a la membrana
interna VirB10, VirB6 y VirB8, y proteinas que se encuentran ancladas en la
membrana externa VirB7 y VirB9. Las proteinas que se encuentran ancladas a
la membrana interna y externa interaccionan en el periplasma para conformar

el poro de translocacién o “ntcleo”. %"



La importancia de cada una de las proteinas que componen al T4SS en H.
pylori se ha estudiado a través de la eliminacion o mutacion de los genes que
constituyen la cagPAl, lo que ocasiona defectos en el ensamblaje de este T4SS
y se inhibe la translocacién de CagA a la célula hospedera y la produccién de
IL-8. El resultado de estos experimentos permitio identificar 14 a proteinas de la
cagPAl implicadas en la translocacion de CagA y la secrecion de IL-8: HP0522,
HP0524, HP0525, HP0527, HP0528, HP0529, HP0530, HP0531, HP0532,
HP0537, HP0539, HP0541, HP0544 y HP0546 (Figura 2).?°

Mutaciones en cag PAl que afectan la induccion de la secrecién de IL-8 y la
translocacion de CagA
agll agl
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Figura 2. Se han hecho estudios de los genes de la cagPAl, a través de su eliminacién o mutacién, para determinar su
relevancia en la patogénesis de H. pylori cepa 26695; son 14 los genes (enmarcados en rojo) que son esenciales para

la translocacion y fosforilaciéon de CagA, y la induccion de IL-8.2

En A. tumefaciens, las proteinas que interaccionan directamente con la célula
diana, son aquellas que conforman al pillus de translocacion del T4SS (VirB2 y
VirB5) *'. En H. pylori se ha observado, en ensayos in vitro, que la proteina
HP0539, descrita como ortéloga de VirB5, reconoce e interacciona con
receptores a5B1 de las células AGS proveniente de tejido con adenocarcinoma
gastrico humano. El reconocimiento se da debido a que la proteina HP0539
contiene dominios de Arginina-Glicina-Aspartato (RGD) que reconocen al

receptor a5B1 y desencadenan una cascada de sefializaciones que empieza



con la activaciéon de la Cinasa de Adhesion Focal (FAK, Focal Adhesion Kinase,
por sus siglas en inglés), quien a su vez fosforila a la proteina Cinasa src. La
src activada es capaz de reconocer a los sitios EPIYA de la toxina CagA vy

fosforilarla en el residuos de tirosina (Figura 3).%
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Figura 3. El T4SS de H pylori esta conformado por proteinas que estan codificadas en la cag-PAl. Todas ellas
tienen homologia a proteinas del sistema VirB/D de A. tumefasciens . La proteina HP0539 contiene regiones
RGD, que reconocen a los receptores a5p1. Esta interaccion activa FAK y a SRC, quien a su vez fosforila a CagA
para llevar a cabo la via de sefializacién que tiene como desenlace el re arreglo del citoesqueleto (ME=

Membrana Externa, P= Periplasma y M= Membrana Interna).*

En nuestro grupo de investigacién se han identificado, a través de un andlisis
bioinformético, 3 nuevas proteinas ademas de HP0539, que comparten
homologia con proteinas VirB5 de otras especies: HP0522, HP0537 y HP0541.
Estas tres proteinas estan codificadas en la cagPAl y son esenciales en la
translocacion de CagA y la induccion de la producciéon de IL-8, pero aun no se

ha caracterizado su funcion y su exacta localizacién en el T4SS de la bacteria.



3.6 Importancia de la generacién de Anticuerpos Monoclonales para la

caracterizacion de moléculas efectoras.

Los anticuerpos (también Illamados inmunoglobulinas) son proteinas
sintetizadas por linfocitos B, en respuesta a la presencia de moléculas foraneas
(Ilamados antigenos). Los antigenos, que son capaces de inducir la produccién

de anticuerpos, pueden ser carbohidratos, lipidos, acidos nucleicos o proteinas.
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La interaccion de un anticuerpo con un antigeno es la base de todas las
técnicas inmunoquimicas. * La regién de un antigeno que es reconocida por un
anticuerpo se denomina epitope; un antigeno proteico, puede tener epitopes
gue estén conformados por secuencias de aminoacidos continuas y no
continuas. El reconocimiento de los epitopes continuos, de un antigeno
proteico, no esta afectado por el grado de desnaturalizacion de dicha proteina,
mientras que, los epitopes no continuos dependen de que el antigeno proteico

mantenga integra su conformacion nativa.?**

Cuando se realiza una inmunizacién, con el objeto de producir anticuerpos
frente a un antigeno, se produce una gran variabilidad de inmunoglobulinas que
poseen funcion de anticuerpo frente a los diferentes epitopes del antigeno.
Esta produccion de inmunoglobulinas es de tipo policlonal, debido a que son
muchas y muy diversas clonas linfocitarias las que se activan y diferencian para
la produccion de anticuerpos. Sin embargo, los antisueros asi obtenidos,
aunque se han utilizado ampliamente y han sido de gran interés en el
conocimiento de la biologia y la bioquimica de las inmunoglobulinas
(inmunoprecipitaciones e inmunoblotting), ofrecen serias dificultades para su

uso, debido a la gran heterogeneidad estructural y funcional que poseen.*%

Los anticuerpos monoclonales son derivados de una sola linea de linfocitos B,
descendientes de una sola y Unica célula madre fusionada con una célula
tumoral. Un anticuerpo monoclonal es capaz de reconocer a un solo tipo de
epitope de un antigeno. Con respecto a los anticuerpos policlonales, los
anticuerpos monoclonales tienen ventaja en que presentan mayor

especificidad al reconocer al Antigeno que se investiga, presenta mayor
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homogeneidad en su comportamiento en los ensayos a los que estan

destinados, y su produccién se puede dar ilimitadamente.®

Los anticuerpos monoclonales son extensamente utilizados en la investigacion
biomédica, en el diagnostico de enfermedades y en el tratamiento de

enfermedades infecciosas y cancerosas.®®*

En diagndstico clinico, debido a que los anticuerpos monoclonales son muy
especificos, son empleados en la deteccién de hormonas, vitaminas, citocinas,
drogas, agentes infecciosos, alérgenos, marcadores tumorales y de infarto. Las
técnicas de laboratorio en que se emplean para el diagndstico clinico son en
ELISA (Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas, por sus siglas en

inglés), citometria, inmuhistoquimica, inmunofluorescencia, etc.*

Las aplicaciones terapéuticas de los anticuerpos monoclonales consisten en su
capacidad de erradicar ciertas infecciones y destruir células, incluidas las
tumorales, mediante distintos mecanismos. Por esta razon, son excelentes
sustancias para el tratamiento de enfermedades infecciosas, enfermedades
autoinmunes, procesos cancerigenos o en trasplantes para evitar el rechazo.
Existen varios anticuerpos monoclonales aprobados para su uso en

determinadas enfermedades. #

En la investigacion biomédica, que es lo que concierne a este proyecto, sirven
como herramienta molecular para la identificacion de genes, la activacion
de enzimas, conocimiento de la estructura molecular y morfogénesis, y en
general, la caracterizaciéon de proteinas***. Para el caso especifico de la
proteina HP0537 de H. pylori cepa 26695, el objetivo de la obtencion de
anticuerpos monoclonales Anti-HP0537 es para realizar ensayos de
inmunolocalizacion, que nos permita determinar su exacta localizacion en la

bacteria durante su interaccion con células hospederas.

De forma general, la secuencia de eventos para la produccion de anticuerpos
monoclonales incluye: la inmunizacion de un animal de experimentacion (la
mayoria de las veces son ratones de la cepa BAL/C), la fusion celular entre

linfocitos B (del animal inmunizado) con células de mieloma, la seleccion de
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células hibridas que fueron fusionadas exitosamente y el tamizaje de los
sobenadantes de los hibridomas que producen el anticuerpo deseado.®*

La inmunizacién es el paso inicial para la produccion de anticuerpos, las
técnicas de inmunizacion consisten en la aplicacion del antigeno a nivel
sistémico (inyecciones intraperitoneales), o directamente a nivel local con
inyecciones en noédulos linfaticos. Con la inmunizacion sistémica, se pueden
obtener anticuerpos policlonales producidos en el suero de los ratones
inmunizados, y también se pueden obtener anticuerpos monoclonales a partir

de linfocitos del bazo.3" 38 %°

La inmunizacion local tiene la desventaja, con respecto a la sistémica, de que
la produccion de anticuerpos a nivel sérico es muy baja, por lo que no es el
mejor método para producir anticuerpos policlonales. Sin embargo, el tiempo
necesario para tener listos los nddulos linfaticos para la produccion de
anticuerpos monoclonales (17 dias), es menor que el tiempo que se necesita

en la inmunizacién sistémica para tener listo al bazo (de 7 a 8 semanas).*

La fusién consiste en el uso de un agente quimico llamado polietilenglicol
(PEG) para fusionar las membranas plasmaticas de dos células; los linfocitos B
(obtenidos de los animales inmunizados) con células de mieloma. La fusion
tiene como objetivo la generacién de hibridomas, que pueden ser propagados

para producir cantidades ilimitadas de anticuerpos monoclonales.®%

Como resultado de la fusién se obtendran hibridomas entre linfocitos-linfocitos,
células de mieloma-células de mieloma vy linfocitos-células de mieloma. Para
seleccionar solamente aquellas fusiones entre linfocitos-células de mieloma, se
aprovecha que estos hibridomas son capaces de crecer en medio HAT (de
hipoxantina, aminopterina y timidina); debido a que la linea mielomatosa se ha
hecho resistente a la 8- azaguanina porque carece de la enzima HGPRT
(hipoxantin-guanidin-fosforibosil-transferasa), la sintesis de su DNA la tiene que
realizar a través de la via de novo. La aminopterina del medio HAT bloquea la
sintesis de novo de nucleoétidos, por lo que las células de mieloma sin hibridar
no sobreviven en presencia de este farmaco. Esta caracteristica permite

eliminar las células de mieloma sin hibridar o que no fusionaron con linfocitos



B, mientras que los hibridos seguirdn creciendo, porque poseen la enzima
HGPRT aportada por los linfocitos.**

El tamizaje realizado a los hibridomas obtenidos representa el paso final de la
obtencion de anticuerpos monoclonales, y aqui se elegiran las clonas que
reconocen de forma especifica al antigeno que se investiga. El principal
objetivo de un procedimiento para el tamizaje de anticuerpos es descartar
aquéllas clonas no deseadas, que presentan baja o nula sensibilidad al

reconocer al antigeno en estudio. %

La sensibilidad estad conceptualizada como la capacidad de un ensayo para
clasificar correctamente una muestra positiva (Muestra verdadero positivo). La
sensibilidad que puede presentar un anticuerpo esta afectada directamente por
la afinidad y avidez que ésta presenta al reconocer al antigeno en estudio. La
afinidad esta conceptualizada como la fuerza de la unién de un anticuerpo a un
epitope en el antigeno en estudio; la afinidad puede estar afectada por factores
tales como la temperatura, el pH y el tipo de solvente en donde se lleva a cabo

la interaccion.®

La avidez estd conceptualizada como la estabilidad del complejo antigeno-
anticuerpo, y esta gobernada por 3 principales factores: La afinidad del
anticuerpo al antigeno, la carga que presentan tanto el anticuerpo como el
antigeno en la reaccion, y el arreglo espacial de la interaccién antigeno-

anticuerpo. %383

La especificidad esta conceptualizada como la capacidad de un ensayo para
clasificar correctamente una muestra negativa (Muestra verdadero negativo). Y
en el caso de la generacion de anticuerpos, implica certificar que aquellos
hibridomas que hemos seleccionado por su capacidad de reconocer al
antigeno bajo estudio, no reconozca a otra molécula diferente, o que presente

reaccion cruzada con otros componentes.*



4. Planteamiento del problema

Un nuevo modelo bioinformético para la busqueda de proteinas homologas
VirB/D en el genoma de H. pylori 26695 permitid la identificacion de tres nuevas
proteinas VirB5 dentro de la cagPAl. Estas proteinas (HP0522, HP0537,
HP0541), al igual que HP0539, son indispensables para translocacion de CagA
y la induccion de la secrecion de IL-8 en las células del epitelio. Dichas
proteinas comparten motivos conservados ademdas de poseer semejanzas
estructurales. Sin embargo, a la fecha se desconoce su funcion y su exacta
localizacion en el T4SS. Para determinar la localizacion de la proteina HP0537
mediante experimentos de inmunolocalizacién, es necesaria la generacion de

anticuerpos monoclonales.

5. Justificacion.

En los Ultimos afios, han sido investigados intensamente los mecanismos
moleculares y celulares utilizados por H. pylori para desestabilizar las funciones

de las células hospederas que desencadena neoplasias.

La cagPAIl de H. pylori es un excelente modelo para estudiar los sistemas de

cascadas de sefalizacion que inducen la transformacion celular.

Por lo que el estudio de moléculas indispensables para la funcién del T4SS,
como HP0537 es importante, ya que al establecer su funcién y su localizacion
en este sistema, aportara mayor conocimiento de los mecanismos de

patogenicidad de esta bacteria.
6. Hipétesis

Los anticuerpos obtenidos reconoceran a la proteina HP0537 como parte del
T4SS de H. pylori, ya que comparte motivos y semejanzas estructurales con las

proteinas VirB5 reportadas.



7. Objetivos

General.

* Obtener anticuerpos que reconozcan de manera especifica a la proteina

HPO0537.
Particulares

* Obtener proteina recombinante HP0537
» Obtener anticuerpos contra la proteina HP0537

» Determinar si los anticuerpos generados son sensibles y especificos a la

proteina HP0537.

8. Material y método.

Para cubrir los objetivos establecidos para este proyecto, se propuso la

estrategia metodoldgica de cinco pasos (esquematizados en la figura 3):

—_

Clonacion del gen hp0537 en un vector de expresion

2. Produccion y purificacién de la proteina recombinante HP0537

3. Inmunizacién de ratones BALB/C con la proteina obtenida.

4. Obtencion de anticuerpos monoclonales contra la proteina HP0537

5. Tamizaje de los anticuerpos monoclonales obtenidos para determinar

sensibilidad y especificidad.
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Figura 4. Esquema de 5 pasos para la obtencién de anticuerpos monoclonales Sensibles y Especificos a la proteina
HPO0537: 1)Clonacion del gen hp0537 en un vector de expresion, 2) Produccion y Purificacion de la proteina
recombinante con E. coli BL-21 y una columna comercial (GE His-trap), 3) Inmunizacién de ratones BALB/C con
proteina recombinante HP0537, 4)Obtencion de hibridomas productores de Anticuerpos Monoclonales contra HP0537

y 5) Tamizaje de los anticuerpos obtenidos a través de ELISA (sensibilidad) y Western Blot (Especificidad).

8.1 Clonacién del gen hp0537 en un vector de expresion.

Para la clonacién del gen hp0537, se utilizo el vector de expresion pET 24 a (+)
de Novagen (esquematizado en la figura 5). Este vector de expresion tiene los

siguientes componentes:
1) Un origen de replicacion especifico para E. coli.
2) Un casete que confiere resistencia al antibiético Kanamicina.

3) Una region denominada “Origen f1”, que confiere la capacidad de

propagacion del vector a través del bacteriéfago f1.

4) Un region denominada “poli-linker”, en donde se lleva a cabo la insercion
del gen de interés, mediante la acciéon de enzimas de restriccion; esta

region contiene mdultiples sitios reconocibles por diversas enzimas de



restriccion. La transcripcion del gen se lleva a cabo por la enzima

T7RNA polimerasa, por lo que el hospedero debe contener esta enzima
para expresar el gen de interés.

5) Una secuencia que etiqueta, en el extremo carboxilo terminal, a la
proteina de interés con una marca de 6 histidinas.

6) Una region que codifica a la proteina Lac I, que actia como represor del

promotor del gen de interés. La inclusion de ésta proteina representa un
punto de regulacion de la expresién del gen de interés.

Vector de expresion pET 24 a (H
Poli-His

Cterminal

Xho (158)
Not (166)
Eag (166)
Hind Il (173) (e
Sl (179)

Sacl  (190)

EcoRl (192

(192)
BamHl (198) <Gummm

(5310 pb)

(goL1-v10 1>

Modificadodel Manual de
uso del proveedor Novagen

Figura 5. Vector de Expresion pET 24 a (+) Novagen. Este vector de expresion estd compuesto por: 1) Origen de

replicacién en E. coli, 2) Casete de resistencia a Kanamicina, 3) Origen f1, 4) Regién Poli-linker (Las flechas en rojo

indican las enzimas de restriccion elegidas para la insercion del gen (hp0537), 5)Una regién que codifica a una etiqueta
de 6 histidinas y 6) Una regién que codifica a la proteina Lacl.

Se disefaron y sintetizaron un par de oligonucleédtidos (delantero y reverso)
para la amplificacion del gen hp0537 de H. pylori cepa 26695.



Oligonucledtido delantero: 5'...TT GGC GGA TCC CTT GCA AAA ATC GTT
TTT AGC...3

Oligonucledtido reverso: 5...CCC AAG CTT TTC AAA GGG ATT ATT CTT
GGC...3

En el disefio de los oligonucledtidos, se contemplaron los sitios reconocibles
para las enzimas de restriccion Hind Il y Bam HI, mismas que fueron
empleadas para la insercién del gen hp0537 al pET 24 a (+); se eligieron estas
enzimas de restriccibn porque no comprometen la integridad del gen

hp0537(secuencia ilustrada en la figura 6), es decir, nuestro gen de interés no

contiene sitios que reconozcan éstas enzimas.

1
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Gen hp0537 de H. pylori cepa 26695
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Figura 6. El gen hp0537 esta compuesto por 1131 pb y codifica a la proteina HP0537: no contiene sitios reconocibles

por las enzimas de restriccion Hind Il y BamHI.

De acuerdo al proveedor (Fermentas), la enzima de restriccion Hind Ill, con
namero de catalogo ER0501, tiene sitios de restriccion en la secuencia 5'...
AMAGCTT...3' y 3...TTCGA"A...5' (enmarcado en el oligonucleétido delantero

en color amarillo). Las condiciones en las que se obtiene una actividad 6ptima



de esta enzima son: a 37 °C de temperatura, en el buffer “Tango Yellow 1X”
durante 1 hora de incubacion. Mientras que, la enzima de restriccibn Bam HI,
con namero de catalogo ER0051, tiene sitios de restriccion en la secuencia 5'...
G"GATCC---3' y 3'...CCTAG"G...5’ (Enmarcado en el oligo reverso en color
azul). Las condiciones en las que se obtiene una actividad Optima de esta
enzima son: a 37 °C de temperatura, en el buffer “Tango Yellow 1X” durante 1

hora de incubacion.

Siendo que, ambas enzimas de restriccibn comparten las mismas
caracteristicas de uso, se expuso al vector de expresion pET 24 a (+) a 37 °C
en buffer “Tango Yellow 1X de Fermentas” en presencia de las enzimas de
restriccion Hind Ill'y BamHlI, la incubacion se realizé por un periodo de 1 hora.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se agrego el producto de la amplificacion
del gen hp0537 de H. pylori cepa 26695, para su ligacion al vector de
expresion. En este proceso, se obtuvo el vector de expresion pET537.

8.2 Produccién y purificacion de proteina recombinante HP0537
8.2.1 Expresion de la proteina HP0537 en E. coli BL-21

Como hospedero para la expresion y purificacion de la proteina HP0537, se
utilizé una cepa de E. coli BL-21 del kit comercial “BL-21-Al One Shot
Chemecally Competent E. coli. Las células de este kit contienen una insercion
cromosomal de un gen que codifica a la T7RNA polimerasa dentro del locus
araB de operdn araBAD, por lo que la expresion de la T7RNA polimerasa esta

regulada positivamente por la adicién de L-arabinosa.

El vector de expresion pET537 fue incorporado a E. coli BL-21 a través de la
metodologia de transformacién para células quimiocompetentes descrita en el

manual Molecular cloning®’:

Se utilizé un vial del kit comercial BL-21-Al One Shot Chemecally competent E.
coli; la presentacion de cada vial del proveedor viene aforada a un volumen de
100 pl. Se adicionaron 10 pL de pET537 en solucidén (con una concentracion

de 19.9 ng/ul) al vial con E. coli BL-21. Para permeabilizar a las células



empleadas, se aplicé un choque térmico de 42 °C por 90 segundos. La solucion
resultante de la transformacion se cultivdé en una placa de agar LB, con una
concentracion de 25 ug/mL de Kanamicina, y se incubé a 37 °C durante 17

horas.

Cabe sefalar que, a la par de que se realiz6 la transformacién de E. coli BL-21
con el pET537, se realizé otra transformacion en E. coli BL-21 con el pET 24 a
(+) sin insercién, con la finalidad de trabajar con una cepa que nos pudiera

servir como control negativo.

Al final del proceso de transformacion se obtuvo una placa en donde crecieron
varias colonias, de las cuales, se escogieron al azar 3 (denominadas
arbitrariamente como A,B y C), para evaluar su capacidad de expresar proteina
recombinante HP0537.

Para evaluar las condiciones de induccion de la expresion de la proteina
HPO0537 en E. coli BL-21, transformada con el vector de expresion pET537, se
realizaron cultivos en Medio LB liquido, a partir de las 3 colonias elegidas de la

placa resultante de la transformacion®:

El Medio LB liquido contenia Kanamicina a una concentracion de 25 ug/mL, y
se incubé a 37°C, hasta alcanzar una Densidad Optica (DO) de 0.4,
determinado a una longitud de onda de 600 nm; la muestra se trabajé en dos
alicuotas de igual volumen (3 ml cada una); la primer alicuota correspondio al
control negativo de induccion (Sl), y la otra fue inducida (I) a través de la
adicion de IPTG y L-Arabinosa hasta alcanzar las siguientes concentraciones:
IPTG 1mM y L-arabinosa 0.02%.

A partir de la adicion de IPTG y L-arabinosa, se incubaron las muestras por 1
hora, 2 horas y 3 horas, con la finalidad de determinar el tiempo 6ptimo de

induccion (el control negativo se incub6 durante 2 horas mas).

Transcurrido el tiempo de induccion correspondiente a cada muestra, se

centrifugaron a 4000 rpm durante 15 minutos.

Después de la centrifugacion, se decant6 el sobrenadante y se resuspendi6 la

pastilla con 100 pl de solucién PBS 1X SDS 1%. Esta suspension se calento a



96 °C durante un periodo de 10 minutos. El producto de este proceso
corresponde al lisado celular de fraccién total.

Un volumen de 12pl del lisado celular se mezclaron con 3 ul de buffer de carga
(laemli 3X) para cargar los pozos de un gel de poliacrilamida al 16%. Se mont6
un dispositivo para electroforesis de proteinas. Los geles de policrilamida se
realizaron por duplicado; con la finalidad de obtener la imagen de un gel tefiido
con azul de coomassie, y otro para realizar transferencia en membrana de

PVDF para realizar un Western Blot*.

El western Blot se realiz0 empleando un solo anticuerpo anti-his, el cual,
detectd la presencia de la proteina recombinante HP0537, puesto que se

expresa con una etiqueta de histidinas en el extremo carboxilo terminal®.

8.2.2 Localizacion de la proteina HP0537 en los lisados de E. coli BL-21;
Fraccion Soluble (FS) y Fraccién Insoluble (FI)

Para determinar en cual de las dos fracciones del lisado celular, Fraccion
soluble (FS) y Fraccién Insoluble (Fl), se localizé la proteina HP0537 tras su

expresion, se realizo el siguiente ensayo:

Se incubaron cultivos de LB con Kanamicina (25ug/ml) de E. coli trsnsformada
con pET537, hasta alcanzar una D.O de 0.4, determinado a una longitud de
onda de 600 nm. la muestra se trabajo en dos alicuotas de igual volumen (3 ml
cada una); la primer alicuota correspondio al control negativo de induccion (Sl),
y la otra fue inducida (l) a través de la adicién de IPTG y L-Arabinosa hasta

alcanzar las siguientes concentraciones: IPTG 1mM y L-arabinosa 0.02%.

Para obtener fraccion soluble y fraccion insoluble de lisis celular, se emple6 un
sonicador, en donde se aplicaron 3 pulsos de 10 segundos cada uno, a una
frecuencia de 20 Khz y una potencia de 250 Wats. Después de la sonicacion,
se centrifugaron las muestras a 4000 rpm durante 15 minutos; el sobrenadante

de la centrifugacion corresponde a la fraccion soluble de la lisis celular.

La pastilla formada por la centrifugacion, correponde a la fraccion insoluble del

lisado celular; ésta pastilla se suspendié en 250 ul de solucion PBS 1X SDS



1%, ésta suspension se calenté a 96 °C durante 10 minutos. 12 ul de las
muestras de lisado celular (FS y FI) se mezclaron con 3 ul de buffer de carga
(laemli 3X) para cargar los pozos de un gel de poliacrilamida al 12%. Se monto6
un dispositivo para electroforesis de proteinas®. La electroforesis y el Western
Blot se realizaron de la misma forma en que se trabajaron las lisis celulares de

la fraccion total.

8.2.3 Purificacion de proteina recombinante HP0537.

La purificacion de la proteina recombinante se realizé utilizando la columna His-
Trap GE. Esta columna retiene aquellas proteinas que contienen la etiqueta de
6 Histidinas en el extremo carboxilo terminal. Dichas Histidinas interaccionan

con el Niquel del interior de la columna (Figura 7).

Purificacidén de proteinas que
contienen poli-his

B =oE.
Emrx == @&
|:||:|':]

l Lisis celular

Columna His-Trap —
GE m— Suspensién en Buffer de
=

unién. (BB)

=
=
—

Lavados con buffer de == Lavados con Buffer
unién (BB) de Elucién (BE)
D
o Proteina recombinante
Proteinas sin etiqueta con etiqueta de poli-
de histidinas histidinas

Figura 7. Purificaciéon de proteina recombinante marcada con poli-his en el extremo carboxilo terminal, con el uso de
columna His-Trap GE; El proceso de purificacién inicia con la lisis celular de la muestra en una suspension con Buffer
de Union (BB), ésta suspension se hace pasar a través de la columna His-Trap GE, y se realizan lavados con el mismo
BB para arrastrar a todas aquellas proteinas que no contienen etiqueta de poli-his, finalmente, la columna se lava con

Buffe de Elucién para arrastrar a la proteina recombinante con la etiqueta de poli-his®>%3,



Para el uso de esta columna, se emplearon dos soluciones: el buffer de union
(BB) que contiene baja concentracion de Imidazol (30 mM), y el Buffer de

Elucién que contiene alta concentracion de Imidazol (500 mM)®°>2,

La purificacion de la proteina recombinante se realizé siguiendo los siguientes

pasos:

1) Se utilizo la colonia A de la placa resultante de la transformacion de E.
coli BL-21 con pET537 para obtener un cultivo, en LB liquido con
Kanamicina 25 pg/ml, que se incubd a 37 °C hasta alcanzar una D.O de

0.4 determinado a 600 nm.

2) Se induj6 con IPTG 1mM y L-arabinosa 0.02% la expresion de la
proteina HP0537 y se incubd la mezcla a 37 °C durante 3 horas.

3) Transcurridas las 3 horas de incubacion, se centrifug6 el cultivo a 4000

rpm durante 15 minutos. El sobrenadante resultante se decanto.

4) La pastilla se resuspendié en 15 ml de Buffer de union. Para la lisis
celular, se utilizé un sonicador aplicando 6 pulsos de 30 segundos cada

uno, a una frecuencia de 20 Khz y una potencia de 250 Wats.

5) Después de la sonicacion, se centrifugo la muestra a 4000 rpm durante
15 minutos; el sobrenadante de la centrifugacion, correspondiente a la

fraccion soluble de la lisis celular, se decant6.

6) La pastilla se resuspendié en Buffer de Unién con Tween 20 al 2% (BB
+); ésta suspension representa a la fraccion insoluble del lisado celular,

en donde se encuentra la proteina HP053752%3,

7) La Fraccion Insoluble del lisado celular se hizo pasar a través de la

columna de Niquel (His-Trap GE) ***2,

8) Se realizaron lavados a la columna con 40 ml de BB+; esto, con la
finalidad de arrastrar y eliminar a todas aquellas proteinas que no
contienen la etiqueta de Histidinas.

9) Se realizaron lavados a la columna con 15 ml de Buffer de Elucion con

Tween 20 al 2% (BE+); El Buffer de elucion tiene alta concentracion de



imidazol, y se utiliz6 con la finalidad de desplazar la interaccion

Histidinas-Niquel de la columna, para captar una solucién con proteina
recombinante HP0537.

10)Los lavados resultantes del proceso de purificacion se evaluaron a

través de electroforesis de proteinas y Western Blot, realizados de la

misma forma que en los ensayos de “Expresion de la proteina HP0537".

8.3 Inmunizacion de ratones BALB/C.

Para la generacion de anticuerpos monoclonales, se utiliz6 la metodologia

descrita por Niebhur et al*, en donde se inmunizaron dos ratones BALB/C

hembras, de 7 semanas de edad con 30 pg de poteina recombinante, dividida

en 6 dosis. La administracion del antigeno fue via subcutanea en las dos patas

traseras de cada ratdn. La inmunizacion, para cada uno de los ratones

empleados, se realizo bajo el siguiente esquema:

Esquema de Inmunizacion en ratones BALB/C para la obtencion de

Anticuerpos Monoclonales contra HP0537

Numero de dias NUumero Contenido de Observaciones
previas a la fusion Inmunizacion inmunizacion
17 dias 1ra Inmunizacion Antigeno + Obtencién de suero
Adyuvante de Freund antes de la
Completo inmunizacién
(Control negativo)
14 dias 2da Inmunizacién Antigeno +
Adyuvante de Freund .
Animales sanos
Incompleto
10 dias 3ra Inmunizacion Antigeno en PBS 1X. Animales sanos
7 dias 4ta Inmunizacion Antigeno en PBS 1X Animales sanos
3 dias 5ta Inmunizacién Antigeno en PBS 1X | Obtencién de suero
(1er control positivo)
1 dias 6ta Inmunizacion Abtigeno en PBS 1X Animales sanos
Dia 0 Fusion Obtencién de suero

(2do control positivo)




Como se observa en el esquema, la inmunizacion se aplico a los dias 17, 14,
10, 7, 3 y 1 dias previos a la fusion. Previo al inicio de éste esquema, se tomo
una muestra de sangre de cada uno de los ratones; éstas representaron el

control negativo en los ensayos de tamizaje de los anticuerpos obtenidos.

Una de las principales caracteristicas de la inmunizacion local es que, a
diferencia de la inmunizacién sistémica, los niveles de anticuerpos contra el
antigeno de interés en el suero son muy bajos. De cualquier forma, se tomaron
muestras después de la 5ta inmunizacion (a los 3 dias previos a la fusién) y

otra mas previo al sacrificio de los animales (el dia de la fusion).

8.4 Obtencidn de anticuerpos monoclonales

Material:

Etanol al 70%

» PBS estéril y pre-calentado
 DMEM pre-calentado conteniendo 25 mM de HEPES sin suplementos.
» Polietilenglicol (PEG) al 50%.

e Cultivo celular con 2.7 x 10"8 células de Mieloma P3-X63-Ag8 (ATCC
CRL 1580) para fusionar linfocitos obtenidos de 4 nédulos linfaticos. De
acuerdo al proveedor, esa linea celular corresponde a linfoblastos de

ratones que cursan con mieloma.

1. Los dos ratones fueron sacrificados para la obtencion de 4 ndédulos
linfaticos que fueron disgregados. Los linfocitos, obtenidos a partir de la
disgregacion de los nddulos linfaticos, fueron mezclados con las células
de mieloma y se resuspendieron en medio DMEM-HEPES en un tubo de
50 ml.



2. Se centrifugaron los linfocitos y las células de mieloma durante 5 min a
200 g.

3. Las pastilla resultante del centrifugado se dispers6 cuidadosamente, y
se agregd 1 ml de PEG a 37 °C en un periodo de 1 min (gota a gota)
mientras se agitaba cuidadosamente. Pasado este periodo, se Continu6

agitando por un minuto mas.

4. Se diluy6 el PEG cuidadosamente con la adicion de DMEM-HEPES a
37°C, agregado gota a gota (1 mL en 30 s), y se incrementé la velocidad
de adicion (3 mL en 30 s) y finalmente, se llené a un volumen final de 20

mL.

5. Se centrifugaron las células, y después se suspendieron en DMEM-
HEPES con HA, y se colocaron en placas. Estas placas se incubaron a
37 °C con una atmosfera de CO2 al 5%. Después de 4 dias, el exceso
de células de mieloma murieron, y 8 dias después, las colonias de la

fusion de hibridomas estuvieron listas para el tamizaje.

8.5 Tamizaje de anticuerpos monoclonales

8.5.1 Ensayos de Inmunoabsorcion ligado a Enzimas (ELISA): para determinar

si los anticuerpos generados son sensibles.

La sensibilidad de los anticuerpos monoclonares obtenidos fue evaluada a
través de Ensayos por Inmunoabsorcion ligado a Enzimas (ELISA, por sus
siglas en inglés) directo, en donde, se utiliz6 como “tapizado” a la proteina
recombinante HP0537. Como anticuerpo primario se utilizd6 cada uno de los
sobrenadantes de los hibridomas que se obtuvieron de los ratones
inmunizados, y como anticuerpo secundario un anti-mouse comercial (anti-
mouse HRP Sigm Aldrich) que viene marcado con la enzima peroxidasa, que
cataliza una reaccidbn cromogena en presencia de la solucién reveladora
Tetrametilbenzidina (TMB Invitrogen), para detectar la interaccion Antigeno-

Anticuerpo.



Material.

* Placas de 96 pozos para ELISA

* Tubos Eppendorf

* Micropipeta multicanal

» Camara humeda

* Placa para cargar micropipeta multicanal.
« TMB

» Lector de placas de ELISA

» Buffer de carbonatos: 3.03 g de Na2CO3 y 6.0 g de NaHCO3; para 1 Lt

de solucion, ajustado a pH de 9.5.

» Para bloquear lo pozos de las placas de ELISA, se prepard una solucién
de 1% de Albumina de Suero Bovino (BSA, por sus siglas en inglés) en
PBS1x.

* Paralos lavados, se utilizd una solucion de Tween al 0.05%.en PBS 1x

1. Se diluy6 el antigeno (Proteina recombinante HP0537) en el buffer de
fosfatos, hasta llegar a una concentracion final de 10 pg/mL en el buffer
de Carbonatos. Agregar 50 pL a cada pozo de la placa para ELISA con

la pipeta multicanal.

2. Se cubrieron las placas apilando una sobre otra. Se incubaron a

temperatura ambiente durante 2 horas.

3. Transcurrido el tiempo de incubacién, se decanté el sobrenadante de
los pozos de la placa. Se realizaron 3 lavados de los pozos utilizando
PBS con Tween 20 al 0.05%; Cada uno de los lavados se realizaron con

5 minutos de agitacion.



Después de los lavados, se agregaron 200 pl de solucion para bloquear
(BSA 1% en PBS) por cada pozo.

. Se cubrieron las placas apilando una sobre otra. Se incubaron a

temperatura ambiente durante 2 horas.

. Transcurrido el tiempo de incubacion, se decanto el sobrenadante de los
pozos de la placa. Se realizaron 3 lavados de los pozos utilizando PBS
con Tween 20 al 0.05%; Cada uno de los lavados consta de 5 minutos

de agitacion

. Se agregaron 100 pl de anticuerpo primario; se utilizO como anticuerpo
primario el sobrenadante que se obtuvo a partir de los cultivos de los

hibridomas.

. Se Cubrieron las placas apilando una sobre otra. Se incubaron a

temperatura ambiente durante 2 horas.

. Transcurrido el tiempo de incubacion, se decanto el sobrenadante de los
pozos de la placa. Se realizaron 3 lavados a los pozos utilizando PBS
con Tween 20 al 0.05%; Cada uno de los lavados se realiz6 con 5

minutos de agitacion

10.Se agregaron 100 pl de anticuerpo secundario (anti-ratén IgG) a la

concentracion recomendada por el fabricante (Sigma Aldrich, conjugado

con peroxidasa, a una concentracion 1:30000).

11.Se cubrieron las placas apilando una caja sobre otra. Se incubaron a

temperatura ambiente durante 2 horas.

12. Transcurrido el tiempo de incubacién, se decant6 el sobrenadante de los

pozos de la placa. Se realizaron 3 lavados a los pozos, utilizando PBS
con Tween 20 al 0.05%; Cada uno de los lavados se realiz6 con 5

minutos de agitacion

13.Se agregaron 100 pL de solucion con sustrato (TMB) por cada pozo. Se

incubaron las placas por 30 minutos a temperatura ambiente.



14.Transcurridos los 30 minutos, se agregaronn 100 pL de HCI 1 N para

detener la reaccion.
15. Se leyeron las placas a 450 nm en el lector de ELISA.

8.5.1 Ensayos de Western Blot; para determinar si los anticuerpos generados
son especificos a la proteina HP0537

Para evaluar la especificidad de los anticuerpos generados por los hibridomas
obtenidos, se realizaron Western Blot (siguiendo la metodologia descrita en la
“produccion y purificacion de proteina HP0537”), a partir de la proteina
recombinante HP0537, de lisados celulares de E. coli BL-21 transformada con
el pET537 y de lisados celulares en H. pylori:

a) Western Blot a partir de proteina recombinante HP0537

Un total de 7.9 ug de proteina HP0537 se mezcld con buffer de carga (Laemli
3x) para montar un gel de poliacrilamida al 12%, del cual, se realizé una
transferencia a una membrana de PVDF. La membrana transferida fue cortada
en varias tiras (un total de 17 tiras), correspondiendo cada una de ellas a

muestras que se indican a continuacion:

1. Una de las tiras fue utilizada como control negativo: ésta tira fue
expuesta en una solucibn del suero pre-inmune de los ratones
empleados en la obtencién de los anticuerpos monoclonales, por lo que

en la muestra no debe haber presencia de anticuerpos contra HP0537.

2. Otra de las tiras fue empleada como control positivo: Esta fue expuesta
en una solucién con anti-histidina (Sigma Aldrich, concentracién 1:5000);
debido a que la proteina recombinante HP0537 esta etiquetada con 6
histidinas en el extremo carboxilo terminal, ésta tira representara la sefal
gue se busca en el resto de los sobrenadantes provenientes de los

hibridomas.

3. Las otras 15 tiras, fueron expuestas en cada uno de los sobrenadantes
provenientes de las clonas denominadas 1,2,3,5,6, 1E8,1F1, 1H2, 2A6,
3E1, 4C5, 7A2 y 7J8.



Cada una de estas muestras representaron el anticuerpo primario; con
excepcion del control positivo que solamente fue expuesto a la solucién con
anti-histidina. Las tiras se incubaron con su anticuerpo primario a 4 °C durante

17 horas.

Como anticuerpo secundario se utilizé el anti-raton (Sigma Aldrich conjugado
con peroxidasa, a una concentracion 1:30,000 en PBS 1x). La incubacion de
las tiras en el anticuerpo secundario fue a 4 °C durante 2 horas.

b) Western Blot a partir de lisados celulares de fraccion total de E. coli
BL-21transformada con pET537.

Un cultivo de E. coli transformada con pET537, se llevo a una D.O de 0.4
determinado a 600 nm, se agregé IPTG y L-arabinosa para inducir la expresion
de la proteina HP0537. Se obtuvo el lisado celular de fraccion total de ésta
muestra y se realizaron electroforesis y transferencia a membrana de PVDF

empleando el método ya descrito.

La membrana obtenida de la transferencia fue cortada en varias tiras (un total
de 9 tiras), correspondiendo cada una de ellas a muestras que se indican a

continuacion:

1. Una de las tiras fue utilizada como control negativo: ésta tira fue
expuesta en una solucién del suero pre-inmune de los ratones
empleados en la obtencion de los anticuerpos monoclonales, por lo
gue en la muestra no debe haber presencia de anticuerpos contra
HPO0537.

2. Otra de las tiras fue empleada como control positivo: Esta fue
expuesta en una solucion con anti-histidina (Sigma Aldrich,
concentracion 1:5000); debido a que la proteina recombinante
HPO0537 estd etiguetada con 6 histidinas en el extremo carboxilo
terminal, ésta tira representard la sefial que se busca en el resto de

los sobrenadantes provenientes de los hibridomas.



3. Las otras 7 tiras, fueron expuestas en cada uno de los
sobrenadantes provenientes de las clonas denominadas 1,2,3, 2A6,
4C5, 7TA2 'y 7J8.

Cada una de estas muestras, representan el anticuerpo primario, con
excepcion del control positivo, que solamente fue expuesto a la soluciéon con
anti-histidina, pues éstos anticuerpos ya vienen conjugados con peroxidasa.

Las tiras se incubaron con su anticuerpo primario a 4 °C durante 17 horas.

El  anticuerpo secundario empleado fue el Anti-Mouse (Sigma Aldrich
conjugado con peroxidasa, a una concentracion 1:30,000 en PBS 1x). La

incubacion de las tiras en el anticuerpo secundario fue a 4 °C durante 2 horas.

c) Western Blot a partir de lisados celulares de diversas cepas de H. pylori

Las cepas que se utlizaron en estos ensayos tienen las siguientes

caracteristicas:

* H. pylori cepa 26695, con numero de proveedor ATCC 700392,
proveniente de un aislamiento clinico de un paciente que cursaba con
gastritis. Su genoma se encuentra completo en el banco de genes (Gene
Bank) con el registro AE000511. Esta cepa mantiene integra la Isla de
Patogenicidad cag (cag-PAl (+)), por lo que es capaz de expresar todos
los genes que ahi vienen codificados.®

* H. pylori cepa 26695 mutante del gen hp0537, fue obtenida en nuestro
laboratorio. Esta cepa fue certificada y se determin6 que la expresion del
gen hp0537 se encuentra interrumpida, y que no presentd efectos
polares en genes “corriente abajo” (Datos no mostrados).

* H. pylori cepa 8822, con numero de proveedor ATCC 51932, proviene
de un aislamiento clinico. Su genoma completo aln no se encuentra
reportado en el banco de genes (Gene BanK), sin embargo, esta
reportado que ésta cepa carece de la Isla de Patogenicidad cag (cag-
PAI ().



Las cepas de H. pylori empleadas fueron cultivadas de acuerdo a las
condiciones éptimas reportadas; Una atmosfera de CO; al 10%, temperatura de
crecimiento de 37 °Cy pH de 7.0*?

Para la obtencion de colonias, se hicieron cultivos en cajas Petri con agar soya
tripticaseina y sangre de carnero. El tiempo de incubacion fue de 22 horas.
Para obtener lisados celulares, se propagaron las colonias obtenidas a medio
de cultivo de brucela liquido con ciclodextrina al 0.5%. La incubacién del medio
de cultivo para la lisis se realiz6 hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.6 a
una longitud de onda de 630 nm. Una vez alcanzada la Densidad Optica
deseada, se centrifugé el cultivo a 4000 rpm durante 15 minutos. Después de
la centrifugacion, se decanto el sobrenadante, y se resuspendi6 la pastilla con
100 pl de solucion PBS 1X SDS 1%. Esta suspensiéon se calentd a 96 °C
durante un periodo de 10 minutos. La suspension resultante correspondi6 al
lisado celular de fraccion total, mismo que fue empleado para la electroforesis y

transferencia a membrana de PVDF, siguiendo el protocolo ya descrito.

La membrana obtenida fue cortada en varias tiras (un total de 21 tiras),

correspondiendo cada una de ellas a muestras que se indican a continuacion:

1. Siete tiras, que contenian la transferencia del lisado celular de H.
pylori cepa 8822, sirvieron para descartar que, los Anticuerpos
Monoclonales generados, reconocieran de manera inespecifica

proteinas codificadas fuera de cag-PAl.

2. Siete tiras, que contenian el lisado celular de H, pylori cepa 26695
mutante del gen hp0537, sirvieron para descartar que, los
Anticuerpos Monoclonales generados, reconocieran de manera
inespecifica proteinas homologas a VirB5 (HP0539, HP0522 y
HP0541).

3. Siete tiras, que contenian la transferencia del lisado celular de H.
pylori 26695, correspondieron a las muestras para verificar la sefal

correspondiente a la proteina HP0537.



Cada una de estas tiras fueron expuestas a los sobrenadantes de las clonas 1,
2, 3, 2A6, 4C5, 7TA2 y 7J8. Y representaron al anticuerpo primario. Las tiras se

incubaron con su anticuerpo primario a 4 °C durante 17 horas.
El anticuerpo secundario empleado fue el Anti-Mouse (Sigma Aldrich conjugado
con peroxidasa, a una concentracion 1:30,000 en PBS 1x). La incubacion de

las tiras en el anticuerpo secundario fue a 4 °C durante 2 horas.

12. Resultados

Clonacioén del gen hp0537 en el plasmido pET 24 a (+)

Con el fin de certificar la integridad del plasmido pET 24 a (+) con la insercion
del gen hp0537 (pET537), se realiz6 una PCR con los oligonucleétidos
empleados para la amplificacion del gen hp0537 en H. pylori cepa 26695. Los
resultados obtenidos demostraron que el gen hp0537 esta integro y en fase de

lectura en el vector de expresion.
El resultado de esa secuenciacion es el siguiente:

A)

PCRpET 24 a +HP0537

1 2 3 4 5 hp0537 = 1131 bp

bp

Marcador

PET 24 a (Control -)
PET 24 a + HP0537
PET 24 a + HP0537
PET 24 a + HP0537

2000

arwneE

1500
1000
700

500

250




B)

5’ ATGGGTCGCGGATCCCTTGCAAAAATCGTTTTTAGCTCATTGGTTGCGTTTGGAGTTTTGTCGGCTAATGTGGAGCAGTTTGGTTC
ATTTTTCAACGAGATAAAAAAAGAACAAGAAGAAGTGGCTGCAAAAGAAGACGCTCTTAAGGCTCGCAAGAAGCTCTTAAACAATACG
CATGATTTCTTAGAAGACTTGATTTTTAGAAAACAAAAAATCAAAGAGCTTATGGATCATAGAGCTAAAGTTCTTTCAGACTTAGAAA
ACAAATACAAAAAAGAAAAAGAGGCTCTAGAGAAAGAGACAAGAGGTAAAATCCTTACTGCTAAGTCAAAGGCTTATGGGGATTTGGA
GCAAGCCTTAAAAGATAACCCTCTCTATAGGAAACTTCTTCCTAACCCTTATGCCTATGTTTTAAACCAAGAAACATTCACCAAAGAA
GATAGGGAGCGTTTGAGTTATTACTACCCCCAGGTGAAAACGAGCAGTATTTTTAAAAAAACCACCGCTACCACTAAAGATAAGGCTC
AGGCTTTGCTTCAAATGGGTGTGTTTTCTTTAGATGAAGAACAAAACAAAAAAGCGAGCCGATTAGCTTTATCTTACAAGCAAGCGAT
TGAAGAATATTCCAATAACGTTTCTAATTTATTGAGCAGAAAAGAATTGGATAATATAGATTATTACTTACAGCTTGAAAGAAACAAG
TTTGACTCCAAAGCAAAAGATATTGCTCAAAAGGCTACTAACACGCTTATTTTTAATTCGGAACGCTTGGCGTTTAGCATGGCGATTG
ATAAGATCAATGAGAAATACTTAAGGGGCTATGAGGCTTTTTCTAACTTGTTGAAAAATGTCAAAGATGATGTGGAATTGAATACTCT
GACTAAAAATTTTACCAATCAAAAATTGAGTTTCGCACAAAAACAAAAATTGTGTTTGTTGGTTTTAGACAGCTTCAATTTTGATACC
CAATCCAAAAAA 3’

Score = 1779 bits (963), Expect = 0.0
Identities = 963/963 [[00%), Gaps = 0/963 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 16  CTTGCAAAAATCGTTTTTAGCTCATTGGTTGCGTTTGGAGTTTTGTCGGCTAATGTGGAG 75

CEEEEEEEE T e e et
Sbjct 4  CTTGCAAAAATCGTTTTTAGCTCATTGGTTGCGTTTGGAGTTTTGTCGGCTAATGTGGAG 63

Query 76  CAGTTTGGTTCATTTTTCAACGAGATaaaaaaaGAACAAGAAGAAGTGGCTGCAAAAGAA 135

CEECEREE e e e e e e e e e L
Sbjct 64  CAGTTTGGTTCATTTTTCAACGAGATAAAAAAAGAACAAGAAGAAGTGGCTGCAAAAGAA 123

Query 136 GACGCTCTTAAGGCTCGCAAGAAGCTCTTAAACAATACGCATGATTTCTTAGAAGACTTG 195

|IIIIIIIII||||||||||IIIIII|||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 124 GACGCTCTTAAGGCTCGCAAGAAGCTCTTAAACAATACGCATGATTTCTTAGAAGACTTG 183

Query 196 ATTTTTAGAAAACAAAAAATCAAAGAGCTTATGGATCATAGAGCTAAAGTTCTTTCAGAC 255

[ELCEEEEE L e e e e L e et
Sbjct 184 ATTTTTAGAAAACAAAAAATCAAAGAGCTTATGGATCATAGAGCTAAAGTTCTTTCAGAC 243

Query 256 TTagaaaacaaatacaaaaaagaaaaagaggctctagagaaagagacaagaggtaaaaTC 315

CEECEEEELEE DL e e L L E e L L
Sbjct 244 TTAGAAAACAAATACAAAAAAGAAAAAGAGGCTCTAGAGAAAGAGACAAGAGGTAAAATC 303

Query 316 CTTACTGCTAAGTCAAAGGCTTATGGGGATTTGGAGCAAGCCTTAAAAGATAACCCTCTC 375

CLLLLEEEE LR L LT TP E LT
Sbjct 304 CTTACTGCTAAGTCAAAGGCTTATGGGGATTTGGAGCAAGCCTTAAAAGATAACCCTCTC 363

Query 376 TATAGGAAACTTCTTCCTAACCCTTATGCCTATGTTTTAAACCAAGAAACATTCACCAAA 435

CEDCLEEEEEEE LT e e e e er e
Sbjct 364 TATAGGAAACTTCTTCCTAACCCTTATGCCTATGTTTTAAACCAAGAAACATTCACCAAA 423

Query 436 GAAGATAGGGAGCGTTTGAGTTATTACTACCCCCAGGTGAAAACGAGCAGTATTTTTaaa 495

CEPCEREELEEE L e e e e e e b ey
Sbjct 424 GAAGATAGGGAGCGTTTGAGTTATTACTACCCCCAGGTGAAAACGAGCAGTATTTTTAAA 483

Query 496 2aaaCCACCGCTACCACTAAAGATAAGGCTCAGGCTTTGCTTCAAATGGGTGTGTTTTCT 555

FELLLLELEEEEE L EEEE L L EE LTl
Sbjct 484 AAAACCACCGCTACCACTAAAGATAAGGCTCAGGCTTTGCTTCAAATGGGTGTGTTTTCT 543

Query 556 TTAGATGAAGAACAAAACAAAAAAGCGAGCCGATTAGCTTTATCTTACAAGCAAGCGATT 615

CEECEEEEEEEE R e L e e e e eenn
Sbjct 544 TTAGATGAAGAACAAAACAAAAAAGCGAGCCGATTAGCTTTATCTTACAAGCAAGCGATT 603

Query 616 GAAGAATATTCCAATAACGTTTCTAATTTATTGAGCAGAAAAGAATTGGATAATATAGAT 675

CEPECETEE T e e e e e e L e et
Sbjct 604 GAAGAATATTCCAATAACGTTTCTAATTTATTGAGCAGAAAAGAATTGGATAATATAGAT 663

Query 676 TATTACTTACAGCTTGAAAGAAACAAGTTTGACTCCAAAGCAAAAGATATTGCTCAAAAG 735

CELLLELEEEE LT LT LT
Sbjct 664 TATTACTTACAGCTTGAAAGAAACAAGTTTGACTCCAAAGCAAAAGATATTGCTCAAAAG 723

Query 736 GCTACTAACACGCTTATTTTTAATTCGGAACGCTTGGCGTTTAGCATGGCGATTGATAAG 795

CLCLEEEE Tt e e e e e e et
Sbjct 724 GCTACTAACACGCTTATTTTTAATTCGGAACGCTTGGCGTTTAGCATGGCGATTGATAAG 783

Query 796 ATCAATGAGAAATACTTAAGGGGCTATGAGGCTTTTTCTAACTTGTTGAAAAATGTCAAA 855

[LECEEEELEE T e e e et
Sbjct 784 ATCAATGAGAAATACTTAAGGGGCTATGAGGCTTTTTCTAACTTGTTGAAAAATGTCAAA 843

Query 856 GATGATGTGGAATTGAATACTCTGACTAAAAATTTTACCAATCAAAAATTGAGTTTCGCA 915

|IIIIIIIII||||||||||IIIIII|||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 844 GATGTGGAATTGAATACTCTGACTAAAAATTTTACCAATCAAAAATTGAGTTTCGCA 903

Query 916 CAAAAACAAAAATTGTGTTTGTTGGTTTTAGACAGCTTCAATTTTGATACCCAATCCAAA 975

CEEEEEEEEEEE e e e e e e e e e e
Sbjct 904 CAAAAACAAAAATTGTGTTTGTTGGTTTTAGACAGCTTCAATTTTGATACCCAATCCAAA 963

Query 976 AAA 978

[T
Sbjct 964 AAA 966



Figura 8. A) PCR del pET537 en donde se amplific el gen hp0537; esto demostré que el gen esta integro tras su
insercion en el vector de expresion. B) Secuenciacion del producto de PCR el pET537. C) Resultado de alineacién por
analisis en Blast de la secuenciacién del producto de PCR del pET537 con el gen hp0537: la alineaciéon tuvo como

resultado la identidad de las dos secuencias del 100%.

Los oligonucledtidos disefiados para la amplificaciéon del gen hp0537 fueron

capaces de reconocer y amplificar en la construccion del pET537 (figura 8A).

El producto de PCR obtenido a partir del pET537 se secuenci6é (Figura 8B), y
se realiz6 un analisis, a través del software ORF Finding NCBI, en busca de los
posibles marcos de lectura fuera de fase; al no encontrarlos, se determiné que
el gen hp0537 se encuentra en fase dentro de la construccion peT537 (Datos

no mostrados).

El producto de PCR obtenido a partir del pET537 se aline6 con el gen hp0537
(secuencia reportada en el banco de genes GenBank), a través del software
Blast NCBI (Figura 8C); el analisis arrojé una identidad del 100%.

Expresion de la proteina HP0537 en E. coli BL-21

La construccion peT537 fue utilizada para transformar la cepa BL-21 de E. coli
bajo la premisa de que este plasmido contiene un casete que confiere
resistencia a kanamicina, se utiliz6 como medio de cultivo agar de Luria-Bertani
(LB) con este antibiético para seleccionar aquéllas clonas que fueron

transformadas exitosamente.

Para verificar la expresion de la proteina HP0537 en la cepa BL-21
transformada, se seleccionaron al azar 3 colonias de la placa de LB con
kanamicina (denominadas arbitrariamente como Colonia A, Colonia B y Colonia
C) para realizar lisados celulares de fraccién total. Dichos lisados fueron
empleados para montar una electroforesis en gel de poliacrilamida al 16% para
verificar el patron de bandas de proteinas expresadas tras la induccion con
IPTG 1mM y L-arabinosa 0.02% a diferentes tiempos; 1 hora, 2 horas y 3
horas. (Figura 9)



Induccion de la proteina HP0537; Lisado celular
de fraccién completa.

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 Marcador dual color Bio Rad
2 pETA/ SI (Control negativo)

3 pETA/I (Control negativo)

4 pET537A/ SI

5 pET537A | 1h

6 pET537A | 2h

7 pET537A | 3h

8 pETB/ SI

9pET B/ |

10 pET537B/ Sl

1 Marcador dual color Bio Rad
2pET537B I1h

3 pET537B 12h

4 pET537B 13h

51 pETC/ SI

6 pETC/I

7 pET537C/ SI

8 pET537C | 1h

9 pET537C | 2h

10 pET537C | 3h

Figura 9. Geles de poliacrilamida 16% tefiidos con azul deCoomasie. Electroforesis de lisado celular de fraccion
completa para buscar la expresion de la proteina HP0537: Las flechas en rojo indican la distancia a la que se debe
encontrar la proteina HP0537 (44 KDa)

La tincion de gel con azul de Coomassie, a una concentracion de poliacrilamida
al 16%, no fue suficiente para apreciar la expresion de la proteina HP0537 (44
kDa) en cepas que han sido transformadas con el pET537, sin embargo, es Uutil
para tener un fondo de comparacion entre el patron de bandas entre los

controles negativos y la expresion de HP0537.

Para verificar la presencia de la proteina recombinante HP0537 en las cepas
transformadas, se realizo la transferencia de las proteinas del gel de
poliacrilamida a una membrana de PVDF, para realizar ensayos de Western
blot. Para ello se utiliz6 como Unico anticuerpo un anti-histidina IgG de caballo,
este anticuerpo esta acoplado con peroxidasa, el cual es capaz de reconocer,
de manera especifica, a la proteina recombinante HP0537 por su etiqueta de

histidinas (ver Figura 10).



Induccién de la proteina HP0537; lisado celular
de fraccioén completa (Transferencia Western

Blot).
kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

- 1 Marcador dual color Bio Rad
) - 2pETA/ SI (Control negativo)
St 3 pETA/ | (Control negativo9
37 4 pET537A 11h

5pET537A |1 2h
2 6 pET537A 13h
2 7 pETB/ Sl (Control negativo)

8 pETB/ I (Control negativo)
9 pET537B/ Sl
10 pET537A/ SI

75 —
1 Marcador dual color Bio Rad

50 2 pET537B I1h
s 3pET537B |2h
4pET537B 13h
5 pETC (Control negativo)
20 6 pET537C/ Sl

7 pET537C | 1h

8 pET537C |2h

9 pET537C 13h

25

Figura 10. Western blot de la fraccion completa de los lisados celulares; se revel6 la presencia de la proteina HP0537

con la soluciéon cromégena TMB Invitrogen.

Como se puede apreciar en la figura 10, los carriles cargados con los controles
negativos, representados por cepas de E. coli BL-21 transformadas con el pET
24 a (+) sin insercién de gen (Carriles 2,3,7 y 8 de la membrana superior y
carril 5 de la membrana inferior de la figura 10), no presentaron sefial de
reconocimiento por parte del anticuerpo anti-his. Tampoco presentaron esa
seflal de reconocimiento todos aquellos lisados celulares provenientes de
cepas de E. coli BL-21 transformadas con el pET537 que no fueron inducidas
con IPTG y L-Arabinosa (carriles 9 y 10 de la membrana superior y carril 6 de la

membrana inferior de la figura 10).

Caso contrario al de los dos anteriores, fue el de las muestras correspondientes
a los lisados celulares provenientes de cepas de E. coli BL-21 transformadas
con el pET537 Inducidas con IPTG 1mM y L-Arabinosa 0.02%, en donde hubo
presencia de sefial de reconocimiento a la proteina recombinante HP0537 por

parte del anticuerpo anti-his.



Para verificar en cuél de las fracciones del lisado celular se encuentra
localizada la proteina recombinante en la cepa utlizada, se realiz6 una
electroforesis de proteinas, en donde se disminuyd la concentracion de
poliacrilamida, del 16% al 12%, para mejorar la resolucién del patron de

bandas.

Localizacién de la proteina en las fracciones del lisado celular
en E. coli BL-21: Fraccion soluble (FS) y Fraccion insoluble (FI)
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1 Marcador DualColor
2 pET537ASIFS

1 Marcador DualColor

. PET537 Al-4h/FS
3pET537ASI/ FI . pET537 AI-4h/FI

4 pET537B SIFS . pET537 B I-4h/FS

2
3
4

5pET537 B SIFI 5. pET537 B I-4h/FI

6 pET537 Al-3h/FS 6. pET537 A1-17 hr/FS
7
8
9

7 pETS37 Al-3h/FI . PET537 A I-17 hr/FI

8 pET537B I-3h/FS . pET537 B I-17 hr/FS
9 pET537 B I-3h/Fl . pET537 B I-17 hr/FI

Figura 11. Electroforesis tefiida con azul de Commasie en donde se muestran las fracciones soluble e insoluble del
lisado celular. Gel de poliacrilamida al 12%: Las flechas en rojo indican la distancia a la que se debe encontrar la
proteina HP0537 (44 KDa)

Al disminuir la concentracion de poliacrilamida al 12%, se observo una mejor
resolucién del patron de bandas en las tinciones con azul de Coomassie. En el
experimento realizado con las fracciones totales de los lisados celulares en E.
coli BL-21, se demostr6 que los puntos de regulacion con IPTG y L-Arabinosa
son eficientes (Figuras 9 y 10), por lo que el uso de alicuotas sin inducir (SI)
representaron nuestros controles negativos (carriles 2,3,4 y 5 del gel izquierdo
de la figura 11). Ni en la fraccion soluble ni en la fraccion insoluble de los
controles negativos, se aprecia la presencia de alguna banda con las

caracteristicas de HP0537 (44 KDa).



En cambio, las muestras inducidas con IPTG y L-Arabinosa presentan, tanto
los lisados celulares de fraccién soluble (carriles 6 y 8 del gel izquierdo y
carriles 2 y 4 del gel derecho de la figura 11) como de fraccién insoluble
(carriles 7 y 9 del gel izquierdo y carriles 3 y 5 del gel derecho de la figura 11),
una banda con las caracteristicas de la proteina HP0537 (44 KDa). Esta banda
se puede apreciar en la tincion de coomassie solo en las muestras inducidas
por 3 y 4 horas; cuando la induccion llega a las 17 horas, parece que hay

degradacion.

Para determinar si las bandas apreciables corresponden a la proteina
recombinante HP0537 se realizd un Western blot, siguiendo los mismos pasos

del lisado celular de fraccion completa (Figura 12).

Localizacion de la proteina en las fracciones: soluble e
insoluble

& 1 Marcador DualColor
75 i 2 pET537 ASIIFS
o 3 3pET537ASI/ FI
50 - ; 4 pET537 AI-3h/FS
i b —— Ve ! 5pET537 AI-3h/FI
a— 6 pET537 B I-3h/FS
7 pET537 B I-3h/FI
8 pET537 A l-4h/FI
25 | . 9 pET537 AI-17 hr/FI
T

20

37

Figura 12. Wester blot de los lisados celulares para buscar la localizacion final de la proteina recombinante; Fraccién

soluble e Insoluble.

En la Figura 12 se observan varias bandas como producto de la reaccion
cromédgena del TMB con la peroxidasa de los anticuerpos Anti-his; en todos los
casos (tras la induccién por 3 horas, 4 horas y 17 horas), se pudo observar la
expresion de la proteina en la fraccién insoluble (carriles 4, 6, 8 y 9); mientras
que en la fraccion soluble no hubo sefial de reconocimiento del anticuerpo anti-

his. Este ensayo nos permite concluir que, tras su expresion, la localizacion



final de la proteina recombinante HP0537 en E. coli BL-21 fue la fraccion
insoluble del lisado celular. Y fue precisamente esta fraccion la que se empled

para su purificacion.

Purificacién de la proteina recombinante HP0537

Para el uso de la columna de histidina (His-Trap GE) se realizaron lavados con
Buffer de Union (BB) y Buffer de Eluciéon (BE) para recuperar proteina
recombinate HP0537 enriquecida. Para determinar en cual de esos lavados se
recuperé a dicha proteina, se realizaron electroforesis y Western Blot. y se
determind que en el segundo volumen de elucion (cada volumen es de 5 mL)

se recupera en mayor proporcion la proteina recombinante (Figura 13).
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Purificacion de proteina recombinante
HP0537 (Western Blot)
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. Marcador DualColor Lavado
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Figura 13. Electroforesis y transferencia (Western Blot)de las soluciones de lavados y elucién obtenidos del proceso de

purificacién de proteina a través del uso de columna de Niquel



Para certificar que la proteina que se ha purificado esta enriquecida, se realizd
una electroforesis en gel de poliacrilamida al 7% y tefida con plata.

Tincion de plata

1. Marcador

2. Proteinarecombinante HP0537
purificada con columna His-Trap
GE

Figura 14. Electroforesis de proteinas con tincion de plata para certificar que, tras la purificacién, la proteina
recombinante HP0537 esta enriquecida

En el carril 2 de la figura 13, se muestra las soluciones que contiene a la
proteina enriquecida, no fue una fraccion pura, al contener pequefias
cantidades de proteinas que expresa constitutivamente E. coli BL-21, sin
embargo, esta fraccion fue empleada en la inmunizacién de ratones para la
obtencion de linfocitos productores de anticuerpos y en los ensayos para el

tamizaje de los anticuerpos (ELISA y Western Blot).

Obtencién y tamizaje de anticuerpos monoclonales.

Para seleccionar hibridomas que fueron el resultado de la fusion entre células
de mieloma y linfocitos, se empleé el medio HAT. La aminopterina,
proporcionada por el medio mencionado, nos permitié eliminar a todos aquellos

hibridomas que fueron el resultado de fusiones inespecificas.

Un total de 1364 pozos fueron cultivados tras la fusién. De éstos, 258
sobrenadantes, provenientes de los cultivos, dieron sefial de reconocimiento a
la proteina HP0537 en ELISA (Clonas reactivas). Solo 15 de las 258 clonas



reactivas sobrevivieron al efecto del medio HAT. A estas 15 clonas de
hibridomas se les volvieron a practicar ELISAS, y volvieron a dar sefial de
reconocimiento a la proteina HP0537 en dicho ensayo, por lo que se establecio
gue estas 15 clonas de hibridomas son sensibles a la proteina HP0537
(Resultados en el Anexo 1 de la tesis).

Para determinar la especificidad de los anticuerpos generados por nuestras
clonas de hibridomas, se realizaron ensayos de Western Blot con la proteina
recombinante HP0537, empleando como anticuerpo primario cada uno de los
sobrenadantes de los medios de cultivo de los hibridomas generados y como

anticuerpo secundario un anti-mouse con peroxidasa acoplada.

Tamizaje por Western Blot de anticuerpos
obtenidos de clonas de hibridomas; transferencia
de proteina recombinante HP0537
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Figura 15. Tamizaje por Western Blot de 13 de las 15 clonas productoras de anticuerpos monoclonales; el control
negativo consistio en el uso, como anticuerpo primario, del suero pre-inmune del mismo ratén del que se obtuvieron los
linfocitos.

Se evaluaron 13 de las 15 clonas productoras de anticuerpos monoclonales
contra la proteina HP0537 (las que mayor intensidad de sefial mostraron en los
ELISA) a través de Western Blot. Las 13 clonas evaluadas dieron sefial de
reconocimiento a la proteina recombinante HP0537, y no se detectd diferente
sefal a los 44 kDa.



Con el fin de descartar que los anticuerpos generados en las clonas evaluadas
no tuvieran reaccion cruzada con alguna de las impurezas encontradas en la
proteina recombinante HPO0537 (evidenciadas por la tincion de plata), se
eligieron 7 de los 13 sobrenadantes probados, para realizar ensayos Western
Blot con lisados celulares de fraccion total de E. coli BL-21transformada con el
PET537 e inducida con IPTG y L-Arabinosa.



Lisado celular de E. coli BL-21
transformada con pET537

kDa 1 2 3 4 5

e 1. Marcadorde peso
-%: — 2. pET537SI
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Tamizaje de Anticuerpos Monoclonales a partir de
lisados celulares de E. coli BL-21 transformada con
el pET537; induccion con IPTG y L-arabinosa
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Figura 16. a) Gel de poliacrilamida 12% tefiido con azul de Coomassie; Los carriles 2 y 3 fueron cargados con lisados
celulares de fraccion total de E. coli BL-21 transformada con pET537 sin inducir con IPTG y L-Arabinosa, mientras que
los carriles 4 y 5 fueron cargados con lisados celulares de fraccion total de E. coli BL-21 transformada con pET537
inducidos con IPTG 1mM y L-arabinosa 0.02% durante 3 horas. b) Western blot para determinar cualquier reaccion
cruzada por parte de los anticuerpos monoclonales obtenidos; el control positivo consistié del lisado celular Inducido
con IPTG 1mM y L- arabinosa 0.02% durante 3 horas; el control negativo consisti6 del lisado celular sin inducir con
IPTG y L-arabinosa. Ambos controles fueron expuestos a un solo anticuerpo Anti-his marcado con fosfatasa. Las
muestras (sobrenadantes provenientes de los hibridomas) fueron evaluadas con lisados celulares de E. coli BL-21
inducidos con IPTG y L- arabinosa; en todos los casos, las muestras fueron empleados como anticuerpos primarios;

como anticuerpo secundario se empled Anti-ratén con fosfatasa acoplada.

De acuerdo al andlisis bioinformatico realizado por nuestro grupo de
investigacion, H. pylori cepa 26695 es capaz de expresar 4 proteinas
homologas a VirB5 (HP0539, HP0537, HP0522 y HP0541) codificadas en cag-
PAIl. Debido a que éstas proteinas comparten dominios y semejanzas
estructurales, existe la posibilidad de que los anticuerpos monoclonales
obtenidos, contra HP0537, tengan reaccion cruzada con las otras tres proteinas
homologas a VirB5. Para descartar los eventos mencionados, se realizaron
ensayos de Western Blot a partir de lisados celulares de las cepas de H. pylori
cepa 26695 (cag-PAlI(+)), H. pylori cepa 8822 (cag-PAIl(-)) y H. pylori cepa
26695 mutante del gen hp0537 (Figuras 16 y 17).

Lisado celular, fraccién total: H. pylori

KDa

Marcador DualColor.

H. pylori cepa 26695

H. pylori cepa 8822

H. pylori cepa 26695
Mutante del gen hp0537

75

AwbhpP

50
37

Figura 16. Gel de poliacrilamida al 12% de los lisados celulares de la fraccién total de 3 cepas de
H. pylori; la cepa 26695 contiene la cag-PAl completa (carril 2), la cepa 8822 carece de cag-PAl
(carril 3), y una cepa 26695 interrumpida en el gen hp0537 (carril 4).



Tamizaje de Anticuerpos Monoclonales contra
HPO0537: Western Blot a partir de lisados celulares de
fraccion total en diversas cepas de H. pylori

H. Pylori cepa 26695 mutante del

H. Pylori cepa 26695 cag-PAl (+) gen hp0537 (Interrumpido)
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Figura 17. Western Blot de 7 de las 13 clonas que dieron seflal contra la proteina HP0537; fueron retadas

con lisados celulares de fraccién total de de las cepas H. pylori: 26696, 8822 y 26695 mutada del gen
hp0537 (Interrumpido).



Las membranas con lisados celulares de H. pylori cepa 8822, no mostraron
sefal de reconocimiento por parte de los anticuerpos monoclonales obtenidos.
Debido a que ésta cepa de H. pylori carece de cag-PAl, se deduce que los
anticuerpos generados no reconocen proteinas de H. pylori codificadas fuera

de cag-PAl.

Las membranas con lisados celulares de H. pylori cepa 26695 mutante del gen
hp0537 (interrumpido), no mostraron sefial de reconocimiento por parte de los
anticuerpos monoclonales obtenidos. La cepa empleada en este ensayo, tiene
la capacidad de expresar todos los genes de cag-PAl, con excepcién de
hp0537, por lo que representa un buen control para verificar que no se
presente reaccion cruzada, por parte de los anticuerpos obtenidos, con alguna
de las proteinas VirB5 (HP0539, HP0522 y HP0541) codificadas en cag-PAl.
En la figura 17 se observa que no existe sefial de reconocimiento por parte de
los anticuerpos obtenidos, por lo que nuestros anticuerpos no son capaces de

establecer reacciones cruzadas.

Las membranas con lisados celulares de H. pylori cepa 26695, presentaron
sefal reconocimiento por parte de los anticuerpos monoclonales obtenidos. Por
lo que se establece que los anticuerpos generados solo reaccionan y

reconocen en presencia de la proteina HP0537.



12 Discusion

La isla de patogenicidad cag (cag-PAl) de H. pylori ha sido el blanco de
multiples estudios, ya que datos epidemiolégicos han arrojado evidencias de
gue aquellas cepas que contienen esa regién son mas virulentas®*°. cag-PAl

se ha estudiado en busca de dos objetivos principales:

El primero, con la finalidad de estudiar los genes codificados en esa region que
son esenciales para inducir dafio al hospedero: el estudio realizado por Fisher
y col, fue determinante para demostrar que no todos los genes codificados en
cag-PAl son esenciales para la induccién del dafio al epitelio gastrico (tomando
como parametros la translocacion de CagA y su fosforilacion, ademas de la
induccion de IL-8); tan solo son 14 los genes esenciales para que se
desencadenen las cascadas de sefalizacion implicadas en dafio a epitelio
gastrico: hp0522, hp0523,hp0525, hp0527, hp0528, hp0529, hp0530, hp0531,
hp0532, hp0537, hp0539, hp0541, hp0544 y hp0546 2%

El segundo objetivo es el de disefiar un esquema que explique, de manera
integral, como se ensambla el Sistema de secrecion tipo IV en H. pylori, y como
funciona este aparato; en base a la caracterizacion de moléculas codificadas
en cag-PAl se estan formulando hipodtesis que expliquen el funcionamiento
exacto del T4SS codificado en cag-PAIl (cag-T4SS)>.

A la fecha, se han podido caracterizar en su totalidad a las 12 proteinas que
tienen homologia al sistema VirB/D de A. tumefasciens; VirB1-HP0523, VirB2-
HPO0546, VirB3-HP0544, VirB4-HP0544, VirB5-HP0539, VirB6-HP0529, VirB7-
HP0532, VirB8-HP0530, VirB9-HP0528, VirB10-HP0527, VirB11-HP0525 vy
VirD4-HP0524. Si se comparan estos datos con los de Fisher y col, se
establece que de las doce proteinas homologas al sistema VirB/D, dos de ellas
no son esenciales en la induccion de dafio al epitelio gastrico por parte de H.
pylori: VirB3-HP0544y VirD4-HP0524. 5758

Todo lo mencionado anteriormente, da lugar a una hipétesis que es apoyada

por varios investigadores, en donde se establecen que, de las 14 proteinas



esenciales en la patogénesis de H. pylori mediada por cag-PAl, 10 de ellas

corresponden a proteinas que conforman al T4SS, mientras que las 4 restantes

son proteinas “accesorias” o chaperonas®.

En cuanto a la conformacién del cag-T4SS, se han generado 2 hipétesis, en

base a las proteinas caracterizadas, y a los hallazgos realizados en diferentes

tiempos:

1

2)

El cag-T4SS esta conformado de forma idéntica a como se presenta en
A. tumefasciens: proteinas que se encuentran localizadas en el
citoplasma con actividad NTPasa, y que aportan la energia para el
funcionamiento del aparato VirB4-HP0544, VirB11-HP0525 y VirD4-
HPHPO0524; proteinas que interaccionan y estan ancladas en la
membrana interna VirB6-059, VirB8-0530 y VirB10-HP0527; y proteinas
gue interaccionan en la membrana externa VirB7-HP0532 y VirB9-
HP0528, todas éstas proteinas interaccionan en el periplasma para
formar el “nucleo” del T4SS; por ultimo, proteinas que conforman el pilus
de translocacion VirB2-HP0546 y VirB5-HP0539, %3132

En el otro modelo propuesto para cag-T4SS, se piensa que las
interacciones que suceden en el “ndcleo” tienen un mayor grado de
complejidad, y que participan mayor nimero de proteinas, incluyendo
algunas que no guardan homologia al sistema VirB/D de A.
tumefasciens; en este modelo, se propone que la funcién de las
proteinas HP0522 y HP0537 es darle estabilidad al T4SS al
interaccionar con las proteinas VirB10-HP0527, VirB9-HP0528, VrB7-
HP0532 y VirB2-HP0546.°°°* Y la caracteristica que hace mas
interesante este modelo es el reporte de Rohde y col, en donde, a través
de ensayos de inmunolocalizacion, determinaron que la proteina VirB10-
HP0527 no solamente se encuentra anclada en el “nucleo” del cag-

T4SS, sino que también conforma al pilus de translocacion®.



Hasta el momento, el segundo modelo ha sido el mas aceptado, ya que las
evidencias indican que VirB2-HP0546, VirB5-HP0539 y VirB10-HP0527
conforman el pilus de translocacion en cag-T4SS, aunque solo en VirB5-
HP0539 y VirB10-HP0527 se ha podido corroborar esto a través de ensayos de
inmunolocalizacién, pues no se han realizado éstos ensayos para VirB2-

HPO0546, o no han sido exitosos. 30!

En nuestro grupo de investigacion, proponemos un tercer modelo, basado en
los resultados de un analisis bioinformético, en donde se encontré que las
proteinas HP0522, HP0537 y HP0541, al igual que la reportada HP0539,
guardan homologia con proteinas VirB5 (Datos no mostrados). La presencia de
4 proteinas homologas a VirB5, hace al cag-T4SS redundante en cuanto a la
expresion de proteinas que conforman al pilus de translocacion. Esa
redundancia le permitiria a H. pylori, no solamente interaccionar con receptores
integrinas a5B1 (receptor reconocible por VirB5-HP0539), también podria

establecer interaccion a través de otros receptores de superficie celular.

De poder demostrar que el modelo que proponemos es factible, tendriamos la
oportunidad de corregir en la funcibn que se pensaba tenian las proteinas
HP0537 y HP0522 en el cag-T4SS, y se avanzaria significativamente en el

conocimiento de la patogénesis de H. pylori.

La propuesta de nuestro grupo de investigacion para apoyar el andlisis
bioinformético, empieza con el montaje de ensayos de inmunolocalizacion, en
donde se espera que la proteina HP0537 sea parte constitutiva del pilus de
translocacion. Para realizar éstos ensayos, es necesaria la produccion de
anticuerpos que sean sensibles y especificos para la deteccion de la proteina
HPO0537 en un modelo de infeccion en células AGS. Y es por ello que nace este

proyecto, de la necesidad de obtener esos anticuerpos.

Como se ha mencionado en la seccion de la metodologia, establecimos 5
pasos para la obtencion de los anticuerpos monoclonales, que nos permite

establecer los siguientes logros en este proyecto:

* El disefio y construccion del plasmido pET537, combinado con las

caracteristicas de la cepa empleada (E. coli BL-21), resultaron en un



sistema eficiente para la expresion y obtencion de la proteina
recombinante enriquecida. De acuerdo al grado de enriquecimiento que
se tenga en la proteina purificada, se pueden aplicar para diversas
metodologias, tales como una cristalografia para determinar su
conformacion tridimensional, o puede ser empleada como inmundgeno,
para la generacion de anticuerpos capaces de detectar su presencia en
cualquier tipo de muestra. Un dato sobresaliente, que se obtuvo de los
ensayos de induccién, fue que la proteina recombinante HP0537 se
localiza en la fraccion insoluble del lisado celular en E. coli BL-21,
situacién que demuestra que ésta proteina se encuentra embebida en la
membrana celular, como sucede en H. pylori ***°; y se hace énfasis en el
dato porque en H. pylori se atribuye la localizacién de la proteina a una
secuencia sefal, que pareciera también es reconocida en el nuevo
hospedero, E. coli BL-21.

Si bien, la proteina que se obtuvo no esta lo suficientemente
enriquecida, como se muestra en la tincion de plata, si la pudimos
emplear como antigeno en la inmunizacién de ratones BALB/C, para la
obtencion de anticuerpos monoclonales. Esto se debe en gran parte a
que la proteina HP0537 tiene potencial inmunogénico considerable.* El
potencial inmunogénico de HP0537, no fue el Unico factor favorable para
la obtencidn de nuestros anticuerpos monoclonales, pues el método de
inmunizacién también ayudoé en la eficiencia de la produccién: Neihbur y
col. mencionan en la publicacion de su método, que es eficiente aun con
el uso de antigenos con poco potencial inmunogénico, debido a que éste
se deposita muy cerca del nodulo linfatico en la inmunizacion. Y el
resultado de la combinacion de ambos factores (potencial inmunigénico
de HPO0537 y técnica de inmunizacién), es la gran eficiencia de la
produccion de clonas de hibridomas productoras de anticuerpos
monoclonales: de un total de 1,354 pozos cultivados, sobrevivieron 15
clonas cuyos sobrenadantes dan sefial de reconocimiento en presencia
de la proteina HP0537, esto significa una eficiencia de 1.12% de clonas
de hibridomas, con la capacidad de generar anticuerpos sensibles a la
proteina HP0537.



Para descartar que alguna de las 15 clonas obtenidas pudieran dar
sefiales inespecificas (reacciones cruzadas con algin componente
diferente de la proteina HP0537), se realizaron ensayos de Western
Blot, los cuales, tienen gran especificidad (capacidad de detectar
verdaderos negativos). En la figura 14, se observa que ninguno de los
sobrenadantes de las 15 clonas dieron alguna sefal de reconocimiento
diferente de la que corresponde a la proteina HP0537 (44 kDa).

Para aportar mayor validez de la especificidad de los anticuerpos
generados, se realizaron Western Blot utilizando lisados celulares de E.
coli BL-21 transformada con el vector de expresion pET537. Y como se
puede apreciar en la imagen 15, no se detecto sefial de reconocimiento
diferente de la correspondiente a HP0537. Con esto se descarta que los
anticuerpos generados tengan reaccion cruzada con alguno de los
componentes de E. coli BL-21, que fue el hospedero utilizado para la

obtencion de proteina recombinante.

Debido a que H. pylori cuenta con 4 proteinas homologas a VirB5:
HP0522, HP0537, HP0541 vy la ya reportada y caracterizada HP0539,
era necesario evaluar que los anticuerpos obtenidos no dieran reaccion
cruzada entre proteinas homologas. Para el ensayo, se emplearon 2
cepas como control negativo, de las que se obtuvieron lisados celulares
de fracciones completas, que se expusieron, en ensayos de Western
Blot, a los sobrenadantes de las 7 clonas evaluadas; El primer control
negativo fue H. pylori cepa 8822, la cual, tiene la principal caracteristica
de carecer completamente de cag-PAl, el segundo control negativo fue
H. pylori cepa 26695 mutado en el gen HP0537 (interrumpido), esta
cepa fue obtenida y certificada en nuestro grupo de investigacion (es
decir, no presenta efecto polar, situacion que pudiera representar sesgos

en el estudio). Ninguno de estos controles negativos dio sefial de



reconocimiento apreciable tras la exposicibn a los anticuerpos
generados. En cambio, cuando estos mismos anticuerpos fueron
expuestos a lisados celulares con H. pylori cepa 26695, se encontré la

sefal de reconocimiento correspondiente a la proteina HP0537 (44 kDa).

Los resultados de estos ensayos permitieron establecer las siguientes

caracteristicas de nuestros anticuerpos obtenidos:

1)

Dado que no hubo sefial de ninguno de los anticuerpos frente a los
lisados de H. pylori cepa 8822, entonces, nuestros anticuerpos no dan

reaccion en presencia de proteinas codificadas fuera de cag-PAl.

Dado que no hubo sefial de ninguno de los anticuerpos frente a los
lisados de H. pylori cepa 26695 mutada del gen hp0537 (interrumpido)
entonces, nuestros anticuerpos no dan reaccidon cruzada con otras
proteinas homoélogas a VirB5 (HP0522, HP0541 y HP0539), y reconocen
solo a la proteina HP0537.



13 Conclusiones

La construccion del vector de expresion pET537, en combinacion con la
cepa E. coli BL-21, son efectivos para la obtencion de proteina
recombinante HP0537

La localizacion de la proteina HP0537 en E. coli BL-21 es en la
membrana, de la misma forma en que se presenta en H. pylori, por lo
gue se establece que E. coli BL-21 es capaz de reconocer la secuencia

sefial de la proteina HP0537.

Se obtuvieron 15 hibridomas capaces de generar anticuerpos
monoclonales, que son sensibles para la deteccion de la proteina
HPO0537.

De estos 15 hibridomas, al menos 7 son capaces de generar anticuerpos
monoclonales, que no dan reaccién cruzada con ninguna otra proteina
expresada en H. pylori, incluyendo a otras proteinas homologas a VirB5
(HP0522, HP0541 y HP0539). Por lo que podemos afirmar que estos 7
hibridomas producen anticuerpos monoclonales especificos contra la
proteina HP0537.

Debido a que estos 7 hibridomas generan anticuerpos monoclonales que
son sensibles y especificos a la proteina HP0537, establecemos que los
sobrenadantes, de estos hibridomas, representan anticuerpos

candidatos para ser empleados en ensayos de inmunolocalizacion.
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13. Anexo: Tamizaje de anticuerpos

Resultados de ELISA
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0,27
0,36

0,07
0,08

0,1
0,11
0,07
0,06
0,06
0,07

Placa 7

0,07 0,07
0,08 0,07
0,11 0,13

0,1 0,13
0,07 0,09
0,07 0,07
0,07 0,09
0,11 0,1

Placa 8
0,22 013
0,16 0,09
0,22 0,18
0,33 0,22
0,37 0,42
0,39 0,39
0,35 0,38
0,54 0,44
Placa 9

0,07 0,07
0,07 0,1
0,12 0,14
0,09 0,13
0,08 0,09
0,07 0,07
0,06 0,06
0,07 0,07

0,07
0,07
0,15
0,15

0,1
0,07
0,08
0,08

0,08
0,07
0,06
0,11
0,25
0,18
0,18
0,17

0,07
0,08
0,15
0,15
0,09
0,07
0,07
0,07

0,07
0,07
0,13
0,12

0,1
0,07
0,07
0,07

0,08
0,07
0,07
0,07
0,07
0,07
0,07
0,07

0,07
0,07
0,16
0,16
0,08
0,07
0,06
0,07

0,07
0,07

0,1
0,12
0,08
0,07
0,07
0,07

Promedio

0,08
0,07
0,06
0,08
0,06
0,06
0,06
0,06
Promedio

0,07
0,08
0,12
0,17
0,09
0,07
0,06
0,06
Promedio

0,08
0,07
0,08
0,11
0,12
0,12
0,07
0,08

0,09
0,07
0,06
0,07
0,07
0,06
0,07
0,07

0,07
0,07
0,09
0,13

0,1
0,07
0,06
0,07

0,07
0,07
0,08

0,1
0,09
0,07
0,11
0,07
0,07

0,09
0,07
0,07
0,07
0,07
0,07
0,08
0,11
0,12

0,07
0,07
0,08
0,11
0,12
0,06
0,06
0,09

0,1

007 007 0,08
007 007 0,07
008 009 0,09

0,1 01 013
008 008 017
008 007 0,13
007 007 0,06
0,07 ICIOENNGIOS
0,09 01 0,13
007 008 0,11
008 016 0,27
008 016 0,12
015 0,16 0,11

01 017 0,12
013 022 0,12
0.1« IS
007 007 0,08
007 007 0,07
007 008 0,11
0,09 01 0,22
009 007 0,15
007 0,06 0,09
0,06 006 0,09
0,11 IGO0



0,08
0,07
0,09
0,12
0,22
0,12
0,14

0,2

0,09
0,19
0,08
0,08
0,09
0,09
0,08

0,1

0,27
0,11
0,09
0,09
0,1
0,1
0,1
0,16

0,08

0,1
0,09
0,08
0,08
0,07
0,08
0,19

0,08
0,08
0,08
0,07
0,12
0,07
0,09
0,08

0,91

0,5
0,48
0,44
0,27
0,25
0,22
0,33

Placa 10

0,17 0,5
0,14 0,17
0,11 0,27
0,12 0,17
0,19 0,14
0,16 0,09
0,16 0,08
0,64 0,13
Placa 11
0,08 0,07
0,07 0,07
0,07 0,07
0,07 0,07
0,07 0,07
0,07 0,17
0,07 0,07
0,09 0,08
Placa 12
0,35 0,08
0,26 0,07
0,25 0,08
0,22 0,07
0,19 0,07
0,3 0,1
0,34 0,13
0,65 0,28

0,33
0,12
0,11
0,07
0,07
0,07
0,07
0,08

0,07
0,07
0,07
0,07
0,07
0,07
0,07
0,08

0,07
0,07
0,07
0,07
0,07
0,07
0,08
0,09

0,09
0,07
0,07
0,07
0,07
0,07
0,07
0,08

0,07
0,07
0,06
0,06
0,07
0,07
0,07
0,08

0,07
0,07
0,07
0,07
0,07
0,07
0,07
0,09

0,14 0,06
0,06 0,06
0,07 0,06
0,06 0,06
0,06 0,07
0,06 0,08
0,08 0,12
0,13 0,13
Promedio
0,07 0,07
0,07 0,07
0,09 0,17
0,07 017
0,07 0,07
0,07 0,08
0,07 0,07
0,09 0,09
Promedio
0,07 0,07
0,07 0,07
0,07 0,07
0,07 0,07
0,07 0,07
0,07 0,08
0,08 0,08
0,09 0,1

Promedio

0,08
0,06
0,07
0,08
0,08
0,08
0,09
0,12
0,12

0,07
0,07
0,07
0,07
0,07
0,07
0,07

0,1
0,09

0,08
0,07
0,07
0,08
0,08
0,08
0,09

0,1

0,07 0,11 0,16
0,08 0,09 0,12
0,09 0,08 0,09
0,08 0,08 0,1
0,08 0,08 0,1
0,09 0,07 0,08
0,09 0,08 0,09
0,11 I
0,07 0,08 0,09
0,07 0,07 0,08
0,17 0,07 0,09
0,07 0,07 0,11
0,16 0,07 0,08
0,07 0,07 0,07
0,07 0,08 0,08
0,06 ISR
0,09
0,31 0,25 0,09
0,22 0,09 0,07
0,19 0,11 0,07
0,23 0,17 0,07
0,2 0,14 0,08
0,15 0,18 0,08
0,13 0,21 0,1
0,14 0,33 0,17
0,12



0,15
0,09
0,09
0,09
0,09

0,1
0,08
0,12

0,1
0,08
0,08
0,09
0,18
0,28
0,26
0,33

0,08

0,07

0,07

0,1

0,13

0,58
None
None
None

0,1
0,08
0,08
0,07
0,1
0,1
0,1
0,14

0,08
0,08
0,1
0,13
0,12
0,12
0,11
0,18

0,07
0,08
0,15
0,13
0,31
0,49
None
None
None

0,1
0,08
0,08

0,1
0,13
0,11
0,09
0,13

0,08
0,09
0,08
0,11
0,13
0,15
0,15
0,09

0,15
0,13
0,21
0,4
0,19
0,28
None
None
None

Placa 13

0,11
0,1
0,1
0,1

0,28

0,08

0,08

0,13

Placa 14

0,08
0,09
0,15
0,16
0,18

0,1
0,09
0,08

Placa 15

0,1
0,29
0,13
0,09
0,06
0,62

None
None
None

0,1
0,08
0,08
0,07
0,08
0,07
0,08

0,1

0,09

0.1
0,11

0,1
0,14
0,07
0,08
0,08

Promedio

0,31
0,09
0,07
0,06
0,06
0,25
None
None
None

0,08
0,07
0,08
0,09
0,07
0,07
0,08

0,1

0,08
0,09
0,08
0,08
0,08
0,07
0,07
0,08

0,14
0,07
0,06
0,06
0,09
0,11
None
None
None

01 012 021
009 011 017
009 011 0,12
0,09 0,09 0,1
008 011 0,11

01 013 0,1

01 011 012

0,13 O

0,08 01 0,09
007 0,08 0,09
0,07 0,08 0,09
0,07 0,08 0,1

0.0cMNDINNOE o008 008

Promedio

0,09 0,08 0,1
0,08 0,07 0,09
0,08 0,07 0,1
0,08 0,07 0,09
0,08 0,08 0,09
0,08 0,08 0,09
0,09 0,1 0,1
0,13 0,09 0,12
Promedio 0,12
0,07 0,07 0,07
0,07 0,07 0,07
0,07 0,07 0,08
0,07 0,07 0,07
0,09
0,07 0,07 0,08
0,08 0,08 0,07
0,17 0,13 0,12
0,09
0,07 0,07 0,08
0,07 0,06 0,06
0,06 0,06 0,06
0,07 0,08 0,07
0,08 | EGHNNONS
0,68 0,41 0,25
None None None
None None None
None None None

0,08 0,09 0,08
0,08 0,08 0,07
0,1 0,1 0,08

007 007 0,08
0,08 0,06 0,1
0,09 006 0,11
007 009 0,19
01 012 015
0,09 None None

None None None
None None None
None None None

0,11



0,21

0,32
None
None
None
None
None
None

0,33

None
None
None
None
None
None

0,3

15 Clonas evaluadas

0,37

0,25
None
None
None
None
None
None

Control negativo
Control positivo
Clonas sobrevivientes y evaluadas por segunda vez por ELISA

0,37

0,19
None
None
None
None
None
None

Promedio

Suero de raton pre-inmune

0,4 0,22 0,26 0,28
0,15 [DNENONS one
None None None None
None None None None
None None None None
None None None None
None None None None
None None None None
0,17

0,24
None
None
None
None
None
None
None

Suero de ratén después de las 6 inmunizaciones.

0,24
None
None
None
None
None
None
None

0,23
None
None
None
None
None
None
None

0,17
None
None
None
None
None
None
None

Dado que la inmunizacion en ratones BALB/C fue local, no se espera la presencia de una cantidad significativa
de anticuerpos a nivel sistemico; eso explica la baja intensidad de la sefial detectada en los controles positivos.

Las muestras positivas fueron aguellas que mostraron valores de sefial mas intensa que el promedio de las

sefiales que dieron los controles negativos.

Las 15 clonas obtenidas fueron nombradas, de manera arbitraria, de la siguiente forma: Clona 1, Clona 2
Clona 3, Clona 5, Clona 6, Clona 1H2, Clona 1EB8, Clona 1F1, Clona 2A8, Clona 3E1, Clona 4C5, Clona 7A2,
Clona 7J8, Clona 12B6 y Clona 14A2



