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RESUMEN

La proteina Opc es uno de los antigenos mayoritarios de la membrana externa de Neisseria meningitidis. Esta
proteina se encuentra presente en los preparados vacunales existentes contra esta bacteria y los anticuerpos especificos
generados después de la inmunizacién con los mismos han mostrado actividad bactericida y opsénica contra N.
meningitidis. Opc facilita la adhesion e invasién del meningococo a células epiteliales y endoteliales.El gen opc se
cloné y expresé en la bacteria Escherichia coli y en la levadura Pichia pastoris y la proteina recombinante obtenida
se purificé y se caracterizé bioquimica e inmunolégicamente. Opc obtenida en ambos sistemas hospederos resulté
ser antigénica e inmunogénica en ratones. Los anticuerpos murinos generados contra este antigeno reconocieron
la proteina natural presente en el meningococo y tuvieron actividad funcional (bactericida y opsénica). Adicionalmente,
se evalué la capacidad de Opc de acomplejar ADN plasmidico para potenciar la respuesta inmune en inmunizacién
con ADN. Se obtuvieron complejos ADN-proteina, los cuales fueron caracterizados bioquimicamente. Se demostré
expresién transciente del gen reportero (b-galactosidasa) en células COS-7. Después de la inmunizacién de ratones
por via intranasal, estos complejos generaron una respuesta humoral y celular contra la proteina expresada por
dicho gen. En otro estudio se prepararon complejos de Opc-ADN (plasmidos codificantes para hemaglutinina y la
nucleoproteina del virus de influenza). Estos fueron utilizados para la inmunizacién primaria de ratones por via
intranasal. Seguidamente los ratones recibieron una dosis de refuerzo con virus inactivado. En los ratones sensibilizados
con los complejos Opc-ADN se aprecié una potente respuesta celular contra los antigenos del virus de influenza.

Resultados y discusién

Purificaciéon y plegamiento in vitro
de la proteina Opc derivada de Escherichia coli
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LaproteinaOpc se purificd por métodos cromatogréficos Feb-18-1995
convencionalesapartir decélulasdeE. coli transforma-
das con € gen que expresaestaproteina[1].

Para la generacion de una respuesta funcional y te-
niendo en cuenta que la proteinarecombinante se obte-
niaformando cuerposdeinclusion enlacéulahospedera,
fuenecesariollevar acabo un proceso de renaturalizacion
in vitro. Este proceso se estudié incubando la proteina
en 88 soluciones que contenian detergentes, agentes e
caotrépicos, amino &cidos, entre otros compuestos; y L 30 kDa
monitoreando el grado de renaturalizacion, mediante  30kpa -
inmunoidentificacién con un anticuerpo monoclonal hu-
mano que reconoce un epitopo conformacional enla ~ 25kDa = o
proteina natural. En 2 de estas soluciones se detecto .
reconocimiento de la proteina por este anticuerpo des- 14 kDa = . °
pués de 120h de plegamiento in vitro [2]. v
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de la proteina Opc recombinante Figura 1. (A) SDS-PAGE al 10% de las muestras tomadas durante el proceso de semi-purificacién de la
Laproteina obtenida mediante las 2 variantes de ple- proteina recombinante Opc. 1. Proteinas totales de la cepa de E. coli W 3110 (control negativo), 2.

. - ‘ . Proteinas totales de la cepa W3110 expresando la proteina recombinante (PM-104), 3. Proteinas en la
gamiento seleccionadasresultd antigénica, yaquefue  fraccion insoluble después del proceso de ruptura celular, 4. Proteinas en la fraccion insoluble después
identificada por anticuerpos monoclonal es (que reco- del lavado con Urea 4 M/TE. Los patrones de peso molecular estan indicados. (B) Purificacién de la

nocen epitopos linealesy conformacionalesen lapro-

proteina recombinante Opc. Cromatograma tipo donde se muestra la elucién de la proteina de interés y
SDS-PAGE al 10%. 1. Proteina recombinante Opc después del procedimiento de lavado del precipitado

teina natural) tanto en Western blot como en ensayos celular y extraccion. 2. Fraccién principal de la elucion de la cromatografia. Los patrones de peso

enziméticos en fase solida (ELISA) [2]. molecular se indican en la figura.
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E Figura3. Inmunoidentificacién de colonias que muestra el
E reconocimiento de la proteina nativa presente en meningococos.
1. Antisuero generado por la proteina Opc conservada 2 meses
G a 4°C en PBS a 100 ug/mL, Il. Antisuero generado por Opc
plegada en Urea 1 M - PEG (400 ug/mL)-L-Arginina 0,2 M, Il
H Antisuero generado por Opc plegada en GuHCI 0,5 M - PEG

Figura 2. Identificaciéon en inmunodot de la proteina Opc
plegada en diferentes preparaciones, por el anticuerpo
monoclonal humano LuNmO3,. Pocillos A1-D8, muestras en
Urea 1 M, conteniendo: A1-Aé: L-Arginina (0, 0,1,0,2, 0,3,
0,4y 0,5 M), A7-A12: PEG (100 ug) y L-Arginina (0, 0,1, 0,2,
0,3,0,4y0,5 M), B1-B6: PEG (200 ug) y L-Arginina (0, 0,1,
0,2,0,3,0,4y0,5M), B7-B12: PEG (400 ug) y L-Arginina (0,
0,1,0,2,0,3,0,4y0,5M), C1-Cé: PEG (800 ug) y L-Arginina
(0,0,1,0,2,0,3,0,4y0,5 M), C7-C12: PEG (1600 ug) y L-
Arginina (0,0,1,0,2,0,3,0,4y0,5M),D1: Tween-20 1%,
D2: NP-40 1%, D3: Triton X-100 1%, D4: SDS 1%, D5: MES
1%, D6: HEPES 1%, D7: PIPES 1%, D8: Sarkosyl 1%, D12
Proteina recombinante Opc, dos meses a 4°C en PBS (a 100
ug/ml). Pocillos E1-H8, muestras en GuHCI 0,5M,
conteniendo: E1-E6: L-Arginina (0,0,1,0,2,0,3,0,4y0,5
M), E7-E12: PEG (100 pg) y L-Arginina (0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 y
0,5 M), F1-F6: PEG (200 ug) y L-Arginina (0, 0,1, 0,2, 0,3,
0,4y 0,5 M), F7-F12: PEG (400 ug) y L-Arginina (0, 0,1, 0,2,
0,3,0,4y0,5M), G1-Gé: PEG (800 ug) y L-Arginina (0, 0,1,
0,2,0,3,0,4y0,5M),G7-G12: PEG (1600 ug) y L- Arginina
(0,0,1,0,2,0,3,0,4y0,5M), H1: Tween-20 1%, H2: NP-40
1%, H3: Triton X-100 1%, H4: SDS 1%, H5: MES 1%, Hé:
HEPES 1%, H7: PIPES 1%, H8: Sarkosyl 1%, H12: 5 ug PME
de la cepa de N.meningitidis H44/76.

Se inmunizaron 2 grupos de ratones Balb/c con la
proteina plegadain vitro (por ambos procedimientos)
y los anti cuerpos generados fueron capaces de recono-
cer laproteinanatural por inmunoidentificacion de co-
lonias de meningococos, asi como por ELISA. Deigua
forma, en experimentos de inhibicion, los anticuerpos
generadostras|ainmunizacion con laproteinaplegada
in vitro fueron capaces de bloquear €l reconocimiento
de la proteina natural por anticuerpos monoclonales
murinos y humanos generados contra esta proteina y
viceversa. Serealizd lalocalizacidn de epitopos de cé-
lulas B presentesen Opc, reconocidos por losantisueros
generados tras la inmunizacion, mediante un sistema
ELISA con péptidos sintéticos sobrelapados que cu-
bren todala proteina (tecnologia de pines)[5].

Actividad funcional

Laactividad funcional delos anticuerpos generados
después de lainmunizacion con la proteina plegada
in vitro fue evaluada en el ensayo bactericiday de
opsonizacion contra N. meningtidis. Los anticuer-
pos especificos contra Opc generados por la pro-
teina plegadain vitro mostraron capacidad de mediar
la lisis de los meningococos, en presencia de una
fuente de complemento exégena (actividad bac-
tericida) [2].

Proteina Opc recombinante en liposomas

La proteina Opc recombinante fue plegadain vitro uti-
lizando vesiculas multilamelares (liposomas) con una
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(400 ug/mlL) -L-Arginina 0,4 M. IV. Antisuero generado por Opc
plegada en Urea 1 M, V. Antisuero generado por Opc plegada
en GuHCI 0,5 M. C(+) mAb LuNmO03, C(-) Suero preinmune
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Figura 4. Reconocimiento en inmunoblot de la proteina Opc
presente en PME de la cepa H44/76 de N. meningitidis (A) y
de la proteina recombinante Opc (B), por los anticuerpos
generados en ratones con las variantes de inmunizacién
ensayadas. . Antisuero generado por la proteina Opc
conservada, 2 meses a 4°C en PBS a 100 ug/mlL, Il. Antisuero
generado por Opc plegada en Urea 1M - PEG 400 ug/mL - L-
Arginina 0,2 M, Ill. Antisuero generado por Opc plegada en
GuHCI 0,5 M-PEG 400 pg/mL -L-Arginina 0,4 M. IV. Antisuero
generado por Opc plegada en Urea 1 M, V. Antisuero
generado por Opc plegada en GUHCI 0,5 M, C(+) mAb 279/
5C,C(-) Suero preinmune.

Tabla 1. Titulos bactericidas y opsénicos de los
antisueros en estudio, contra N. menigitidis H44/76.

Antisueros Titulos Titulos
bactericidas® opsonizantes®
[ 9 7
1l 10 8
1] 8 7
v <2 <3
v <2 <3
Preinmune <2 <3

a Los titulos bactericidas se expresan como el Log2 de la 0ltima dilucién
del suero capaz de matar el 50% del inéculo inicial de bacteria.

b Los titulos opsonizantes se expresan como el Log2 de la ¢ltima
dilucién del suero donde el porcentaje de PMN en el estallido
respiratorio es el doble con respecto a los controles utilizados en
el ensayo.

mezcla de dipalmitoil-fosfatidil colinay colesterol [3].
Lapreparaci on obtenidafue caracterizada bi oquimica-
menteteniendo en cuentalalocalizacion de Opc recom-
binante dentro del liposoma, restauraci dn delos epitopos
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funcionales en su conformacion nativa, purezadelapre-
paraciény determinacion delasensibilidad aproteasas.

Estas preparaciones liposomales se emplearon en
lainmunizacion de ratones Balb/c por viasubcutanea
e intranasal. Los anticuerpos especificos generados
contra Opc presentada en liposomas reconocieron la
proteina nativa en ensayos de inmunoidentificacion
de colonias de meningococo, ELISA (contralas pro-
teinas de lamembranaexternadel meningococoy pro-
teina Opc recombinante) y Western blot [4]. La
actividad funcional de estos anticuerpos fue evaluada
en un ensayo bactericiday de opsonizacion contraN.
meningitidis. L osanticuerpos generados mostraron ac-
tividad opsonizante contralos meningococos en pre-
sencia de complemento exdgeno, aungue no fueron
bactericidas[4].

Clonacién y expresién del gen opc

en la levadura Pichia pastoris

El gen opc que codifica paralaproteina Opc se cloné
enlalevaduraPichia pastoris[5]. Lacorrectaestra-
tegia de clonacion fue chequeada por digestion
enzimatica especificay secuenciacion de ADN del
fragmento correspondiente al gen opc y sus regio-
nes flanqueantes con el vector de integracion. La
integracion del “cassette” de expresion por recom-
binacion homélogaen lalevaduraP. pastorisfue es-
tudiada por Southern blot [5].

Purificacién y caracterizacién bioquimica

Después del estudio de expresion de la proteina
Opc en la levadura transformada genéticamente,
dictf@¥oteina recombinante fue purificada por
métodos cromatogréaficos convencionales y por
cromatografiade afinidad aheparina. Dos variantes
delaproteinarecombinante fueron purificadas, una
monomérica y otra agregada. Ambas fueron
caracterizadas bi oqui-micamente, teniendo en cuenta
su peso molecular segiin migracién aparente en geles
de poliacrilamida en diferentes condiciones y el

determinado por cromatografia de exclusion
molecular [5].

Inmunogenicidad de la proteina derivada
de la levadura Pichia pastoris

La antigenicidad de |la proteina obtenida en sus 2
conformaciones se estudié por ELI1SA y Western blot
siendo reconocida por anticuerpos monoclonales ge-
nerados contra la proteina natural. Estos anticuer-
pos reconocen epitopos linealesy conformacionales
[5].

Lainmunogenicidad del antigeno obtenido se es-
tudié mediante la inmunizacion de ratones Balb/c.
El suero de los ratones inmunizados con ambas va-
riantes de la proteina Opc, reconoci6 la proteina
natural presente en el meningococo, tanto por
inmunoidentificacion de col onias de meningococo,
ELISA (contralas proteinas de lamembranaexterna
del meningococo y proteina Opc recombinante) asi
como por Western blot. Deigual forma, serealizd la
localizacion de epitopos de células B presentes en
Opc, reconocidos por l0s antisueros generados tras
la inmunizacién, mediante un sistema ELISA con
péptidos sobrelapados que cubren toda la proteina
sintetizados en pines [5].

Actividad funcional
de los anticuerpos generados

La actividad funcional de estos anticuerpos se estu-
di6 en el ensayo bactericiday de opsonizacién contra
N. meningitidis. Los anticuerpos generados por lapro-
teina en sus 2 conformaciones mostraron actividad
bactericida y opsonizante en presencia de suero hu-
mano como fuente de complemento exdgeno [5].

Opc como vehiculo
para inmunizaciéon con ADN

Seredizaron 2 estudiosfundamentales, € primero uti-
lizando comomodelod plasmidopCMVb-gd, codificante
paralaenzimab-galactosidasay € segundo con plasmido
vacunaes (pl1.17 HA y pl1.18 NP), codificantes para
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Figura 5 A. Representaciéon del locus AOX1 en la cepa MP-36 (A) y en la cepa obtenida por recombinacién (B), B. Resultados de la
hibridacién por Southern-blot. Digestién EcoRl. Sonda opc. Lineas 1 ADN | -Hind lll, 2. ADN pAL-3, 3. ADN pDAO-22 (control
negativo, P. pastoris portando el gen codificante para el antigeno HBsAg), 4. ADN de la cepa P pastoris MP-36, 5-8. ADN de las 4

colonias analizadas. 9. Banda de RCP del gen opc.
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Figura 6. (A) Cromatografia de exclusién molecular, Sepharosa Cl-4B (B) Cromatografia de afinidad sobre Heparina-Sepharosa CL-4B de la fraccién de alto peso
molecular (I en el cromatograma A), y (C) de la fraccién de bajo peso molecular (Il en el cromatograma A).
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Figura 7. SDS-PAGE de las muestras después del proceso de
purificacién. 1. PME de N. meningitidis H44/76, 2. Opc-
“monomérica”, purificada a partir de la fraccién B (Figura 15),
3. Opc-"agregada”, purificada a partir de la fraccién A (Figura
15), 4. Muestra (2), aplicada con solucién de muestra sin b-
mercapto-etanol, sin calentar, 5. Muestra (3) aplicada con
solucién de muestra sin b-mercapto-etanol, sin calentar.

1.27 p< 0.001°*
—E p< 0.001°

-
5X p=0.027°¢
p< 0.001°

=

MP-36

PME 44/76 rOpc-mon rOpc-agreg

Figura 9. Reconocimiento de Opc, determinado por ELISA,
contra PME N. meningitidis H 44/76. Anticuerpos generados
después de la inmunizacién de ratones con: (1) PME de N.
meningitidis H 44/76, (2) proteina Opc-“monomérica”, (3)
proteina Opc-“agregada” y (4) Ppastoris MP-36. Dilucién de
los anticuerpos 1:1000. Se inmunizaron 10 ratones Balb/c por
grupo. La significacién estadistica entre los valores se
determiné segun el ensayo t de rangos maltiples de
Bonferroni. Para p>0,05 (diferencias no significativas).

a. diferencias entre PME 44/76 y Opc-"monomérica”,

b. diferencias entre PME 44/76 y Opc-"agregada”,

c. diferencias entre PME 44/76 y MP-36, d. diferencias entre
Opc-“monomérica” y Opc-"agregada”, e.
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Figura 8. Reconocimiento en inmunoblot de la proteina Opc purificada, utilizando un suero de vacunado
(A) y el mAb 279/5C (B). 1. PME de N. meningitidis H44/76, 2. Células totales de P. pastoris MP36, 3.

Opc - “monomérica” purificada, 4. Opc —"agregada” purificada.

hemaglutinina H; y la nucleoproteina N, ddl virusdein-
fluenza, delacepaA/Sichuan/12/87 (HsNy).

Formacién y caracterizacién
de los complejos proteina-ADN

La interaccion de Opc con pCMVb-gal y la forma-
cion de los complejos se estudio por cromatografia
en gelesde agarosaal 1%, visualizandolos por tincién
con bromuro de etidio y azul de Comassie [6].

Deigual formalos complejos se caracterizaron por
microscopiaelectrénicade transmision, y se observé
laformacién de estructuras homogéneas empagueta-
das con un tamafio que oscil 6 entre 0.3-0.4 um [6].

L os compl gj os obtenidos fueron eval uados en ex-
perimentos de transfeccidnin vitro. Las células COS-
7 fueron transfectadas con estos complejos,
detectandose posteriormente actividad de b-
galactosidasaen 15-20 % delas célulastransfectadas
con los complejos [6].

Inmunogenicidad de los complejos
proteina-ADN

Después de la caracterizacion de los complejos, los
mismos se emplearon en lainmunizacion de ratones

Biotecnologia Aplicada 2003; Vol.20, No.4
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Tabla 2. Titulos bactericidas y opsénicos de los
antisueros en estudio, contra N. menigitidis H44/76.

] Titulos Titulos
Antisueros bactericidas® opsonizantes®
1 10 9
2 7 6
3 10 8
4 <2 <3
Preinmune <2 <3
mAb 154, D-11 8 >9
mAb 144,H-3 <2 <3
mAb 189,C-4 10 >9

¢ Los titulos bactericidas se expresan como el Log2 de la ultima
dilucién del suero capaz de matar el 50% del inéculo inicial de
bacteria.

b Los titulos opsonizantes se expresan como el Log2 de la
Ultima dilucién del suero donde el porciento de PMN en el
estallido respiratorio es el doble con respecto a los controles
utilizados en el ensayo. 1. Antisuero generado por PME de la
cepa H44/76 de N. meningitidis, 2. Antisuero generado por
Opc- “monomérica”, 3. Antisuero generado por Opc-
“agregada”. 4. Antisuero generado contra el extracto de
proteinas de la cepa MP-36. Como controles del experimento
se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales: mAb
154, D-11 contra Opc, mAb 144, H-3 contra una proteina
ribosomal (control negativo), mAb 189, C-4 contra PorA (P1.16
como control positivo.

Balb/c, por viaintranasal. Se detectaron anticuerpos
séricos especificos contra b-galactosidasa, de clase
1gG, asi como anticuerpos de clase IgA en los lava-
dos pulmonares delos ratonesinmunizados. Deigual
forma, se detect6 respuesta linfoproliferativa espe-
cifica contra la b-gal actosidasa en los esplenocitos
de los ratones inmunizados con estos complejos de
Opc-ADN [6].

Caracterizacién de los complejos
Opc-ADN(p1.17 HAy p1.18 NP)

Lainteraccion de Opc con el ADN delos plasmidios
pl.17 HA y p1.18 NPy la formacién de los com-
plejos se estudié por cromatografia en geles de
agarosaal 1%. En estos estudios se definié la canti-
dad 6ptima de ambos componentes para la forma-
cion de dichos compl gjos.

A
1 2 3 4 5 6 7
R
23130 bp
9416 bp — :
6557 bp - ——
4361 bp
2322 bp
2027 bp

Evaluacién de la respuesta inmune

La generacion de la respuesta inmune se estudid
tras lainmunizacion de ratones Balb/c con 3 dosis
de complejos Opc-ADN (pl.17 HA y pl1.18 NP),
por viaintranasal. Posteriormente, se suministro a
los ratones una dosis de refuerzo con virus
inactivado, con preparados vacunal es que contenian
en un caso la misma secuencia aminoacidica
codificante paralanucleoproteinaN, y en otro caso
para hemaglutinina H,. Se detect6 una potente
respuesta celular en los ratones sensibilizados con
los complejos Opc-ADN, que recibieron una dosis
derefuerzo con virusinactivado, no siendo asi para
los ratones inoculados solamente con la dosis de
refuerzo de virus.

Unade las proteinas mayoritarias de la membra-
na externa de la bacteria Neisseria meningitidis, es
Opc. Ademas, ésta forma parte de los antigenos
presentes en |as preparaciones vacunales contra la
meningitis meningocdccica. Después de lavacuna-
cién de individuos sanos con estos preparados se
ha observado un aumento en los niveles de anticuer-
pos especificos contra Opc. Estos anticuerpos ge-
nerados tras la inmunizacion fueron bactericidas
contra meningococos que expresaban altos niveles
de esta proteina. Esto permitié establecer una co-
rrelacion lineal entre los titulos bactericidas y las
unidades de 1gG contra Opc, determinadas en los
sueros estudiados. De igual forma, los anticuerpos
contra esta proteina fueron detectados en indivi-
duos portadores de la bacteria 'y en pacientes con
enfermedad meningocdccicasistémica. Al suminis-
trar estos preparados por viaintranasal, se observo
gue los individuos inmunizados desarrollaron tam-
bién anticuerpos contra Opc, detectandose un au-
mento de lostitul os bactericidas de | os anticuerpos,
de forma persistente, contralacepahomologa utili-
zada parala produccion de la vacuna.

El gen opc, codificante para esta proteina, esta
ampliamente distribuido entre las cepas endémicas
y epidémicas de la especie, aunque algunas cepas de

Figura 10. Gel de agarosa al 0,8% mostrando la formacién de los complejos ADN-proteina, (A) visualizados con bromuro de etidio
y (B) con azul de Comassie. Lineas: 1. Marcador | -ADN-Hind Ill, 2. ADN del plasmido pCMVb-gal, 3-5. Complejos ADN pCMVb-
gal —proteina Opc en las relaciones 1:1, 1:2 y 1:10 (a pH 2,6), 6-8. Complejos ADN pCMVb-gal —proteina Opc en las relaciones

1:1,1:2y1:10 (a pH 10,6).
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ciertos clones epi démicos (complejo enzimético ET- 1 2 3 4 5 6 7
37, “cluster” A4)y algunos aislamientos endémicos
no poseen el gen.

Existen hechos queindican que Opc facilitalaad- “ r——
hesién e invasion de N. meningitidis a células
epitelialesy endoteliales através del reconocimiento
de receptores celulares especificos en el huésped,

estas son: [1] lainternalizaci6n de meningococos que 23130DP o
A i pili i 1 9416 bp  —

no poseen capsulani p|||_y exhi k_)en un LPS dg bajo P -

peso molecular, en cultivos primarios de células 6557 bp -

nasofaringeas ha sido correlacionada con la expre- 4367 bp
sion de Opc. [2] Lasinteracciones de meningococos
no encapsulados con células endotelial es de venadel
cordén umbilical (Huvecs) polarizadas se produce a 2322 bp
través de laformacion de complejos de compuestos 2027 bp
séricos-Opc, los cuales reconocen a un receptor en
estas células. Este pertenece alafamiliadeintegrinas
alfaV beta. Las células Huvecs no polarizadas pare-
cen exponer receptores especificos que unen directa-
mente 10S meningococos que expresan Opc. [3] El
receptor de este antigeno en células epiteliales se

correspondecon el proteoglicano sulfato deheparano. ) o ) )

De ahi gue este antigeno se comporte como una pro- Figura 11. Tratamiento enzimdtico del plamido p CMVb-gal y los complejos ADN pCMVb-gal-Opc con

tefna dg nion a hg arina. Lospmen' n OCOCOSp e desoxirribonucleasa-l. Lineas: 1. Marcador| -ADN-Hind lll, 2. ADN plasmidico pCMVb-gal, 3. Complejo
! uni epari Ing qu pCMVb-gal-Opc, 4. ADN pCMVb-gal después de tratamiento con desoxirribonucleasa-1, 5. Complejo

expresan Opc, explotan estos proteoglicanos en la  pCMVb-gal-Opc después de tratamiento con deoxyribonucleasa I, 6. ADN plasmidico pCMVb-gal
superficiedelas células, paraganar el acceso al inte- después de tratamiento con desoxirribonucleasa-1 y aplicado con 0,2 N NaOH en la solucién de
muestra, 7. Complejo pCMVb-gal -Opc después del tratamiento con deoxyribonucleasa | y aplicado con
0,2 N NaOH en la solucién de muestra.

rior delascélulas epiteliales.

EnlaDivisién de Vacunasdel CIGB seaisl6 pre-
viamente el gen opc que codificaparalaproteinade
membrana externa Opc a partir de ADN gendmico
de un aislamiento de Neisseria meningitidis, convis-
tas al empleo dela proteinarecombinante como po-
sible candidato vacunal contra la meningitis
meningocaccica.

Los altos niveles de expresion de la proteina re-
combinante Opc al canzados en Escherichia coli, su
proceso de purificacion y laobtencién de unamolé-
cula“funcional”, después de su plegamiento in vitro,
son |os primeros resultados obtenidos anivel inter-
nacional que demuestran lafuncionabilidad de este
antigeno recombinante.

De igual forma es de alto nivel cientifico, en el
mundo, la obtencién de anticuerpos funcionales Foura 12, Img dom  electrémica d
después de Ia inmunizacion de retones con na 6 1, e e ieens e d oo
proteina transmembranica de organismos Gram- g’ ApN plasmidico pCMVb-gal.
negativos expresada en lalevaduraPichia pastoris,
con posibles fines vacunales.

Por otro lado, teniendo también en cuenta que en
laactualidad existe una creciente demanda de protei-
nas portadoras que puedan ser empleadas en vacu-
nas conjugadas o de otro tipo, y las funciones de este
antigeno como mediador de la adhesion a células
epiteliales y endoteliales, es novedoso el empleo de
esta proteina en la potenciacion de la respuesta in-
mune, generada por la inmunizacién intranasal con
ADN delos plasmidos.
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Figura 13. Deteccién de actividad 2-galactosidasa en las
células COS-7 transfectadas con: A. ADN plasmidico pCMV2-
gal con - DEAE-Dextrana/DMSO, B. ADN plasmidico pCMV2-
gal sin DEAE-Dextrana/DMSO, C. Complejos ADN plasmidico
pCMV2-gal- proteina Opc sin DEAE-Dextrana/DMSO.
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