MESA REDONDA: VACUNACIONES

Técnicas de recombinacion genética en la preparacion de vacunas”

INTRODUCCION

Se ha iniciado una era tecnoldgica re-
volucionaria en el desarrollo y produccién
de firmacos y en particular de vacunas.
Dichas innovaciones van a permitir no so-
lo mejorar las vacunas existentes, hacién-
dolas mis eficaces, seguras, estables y ba-
ratas, sino también preparar vacunas nue-
vas para la prevencién de enfermedades
que no conseguimos controlar: el candida-
to mis evidente para este tipo de vacuna,
el siDA, esta en la mente de todos. El mo-
tor més importante que origind dicha
transformacién lo constituyen los adelan-
tos importantes de la biotecnologia, las
técnicas de fusién celular y de recombina-
cién del DNA.

CLONAJE

Dado que el tema de la presente co-
municacién se refiere a la recombinacién
genética, patece conveniente definir de
entrada lo que llamamos clonaje. El pro-
cedimiento no es nuevo: El microbi6logo
clinico estd haciendo de experto en clona-
je, cuando aisla un patégeno a partir de
una muestra de heces que contiene nume-
rosas cepas bacterianas. También lo hace
el microbiblogo biasico, al extraer entre
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una poblacién mixta bactetiana el mutante
que posee o deja de poseer una propiedad
determinada. Igualmente cualquier estu-
diante en medicina se dedica a clonar, cuan-
do sobre una placa de agar que contiene mu-
chas colonias separa una de ellas y obtiene su
multiplicacién en otro medio de cultivo.

De lo expuesto se deducen las dos ca-
ractetisticas fundamentales del clonaje:

a) La separacidn de una unidad bio-
l6gica individual a partir de una poblacién
compuesta por unidades similares aunque
diferentes.

b) La propagacion o multiplicacién
ulterior de la unidad bisica aislada.

Los ejemplos anteriores se refetfan al
clonaje de células. En adelante, para la
produccidon de antigenos o vacunas, las
unidades a clonar consistitin en pequefias
piezas del genoma (DNA) que vamos a in-
troducir en células huéspedes en donde
darin paso a la sintesis de la cadena poli-
peptidica correspondiente (antigeno).

RECOMBINACION GENETICA Y PRODUCCION
DE VACUNAS

Cuatro elementos son imprescindibles
para llevar a cabo la produccién de antige-
nos por recombinacidn genética:
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1.° El DNA portador de la secuencia
que codifica la cadena de 4cidos aminicos
propia del antigeno, que deseamos conse-
guir,

2.° Las endonucleasas que se dedican
unas a cortar y otras a unir fragmentos de
DNA en sitios caracterizados por una se-
cuencia corta bien determinada de nucled-
tidos.

3. Los vectores (plasmidos, fagos,
cosmidos) o unidades de DNA capaces de
penetrar en varios medios celulares y de
replicarse de manera autdnoma al interior
de dichos huéspedes.

Ademis, se procura transformarlos en
vectores de expresion, al injertarles unas
secuencias de DNA extrafio, que son las se-
flales necesatias para que la célula huésped
inicie y lleve a cabo la transcripcién del
gen clonado y su traduccién en cadena po-
lipeptidica.

4.° Las células huéspedes (bactetias,
levaduras, células de mamiferos), que per-
miten la replicacién de los vectores asi co-
mo la sintesis de los polipéptidos (antige-
nos).

El guién de la produccion de antige-
nos por recombinacién genética incluye las
etapas siguientes:

1) Partimos del DNA que contiene el
gen a explorar, extraido de un gran niime-
o de células idénticas (por ejemplo, el
DNA del VHB con el gen del HBsAg).

2) Mediante una enzima de restric-
cién obtenemos in vitto numetosos frag-
mentos del DNA.

3) Algunos de estos fragmentos son
portadores del gen deseado.

4) Por otro lado, sometemos a la
misma enzima los vectores elegidos.

5) Ahora mezclamos fragmentos de
vectores, fragmentos del genoma y una
enzima DNA ligasa, con lo que se forman

vectores hibridos: unos pocos han incotpo-
rado al gen deseado y la mayoria, otras se-
cuencias del genoma bacteriano inintere-
santes.

6) Dado que los vectotes hibridos se
multiplican solamente en el medio intra-
celular, los ponemos en contacto con un
cultivo de bacterias (E. coli).

7) Las bacterias infectadas se traspa-
san a placas de cultivo, de suerte que cada
bacteria con sus vectores extrafios dé lugar
a una colonia.

8) Entre todas las colonias, ¢dénde
pescar la colonia cuyas bacterias albergan
el gen buscado?

Para ello, respetando las colocaciones
respectivas en la placa, se transfiere una
muestra de cada colonia a un disco de pa-
pel de filtro y se rompen las células de tal
manera que €l DNA queda expuesto.

9) Se afiade el material de deteccion,
una sonda radioactiva, hecha de una se-
cuencia de nucledtidos complementaria
del DNA a identificar: sdlo el DNA buscado
se hibrida con la sonda radioactiva.

10) Se elimina el material sonda no
apareado.

11) Al cubrir el papel filtro con una
emulsién, la muestra radioactiva produce
una mancha en ésta: ya estd identificada
la colonia que contiene el clon a utilizar.

12) A continuacibn, a partit de la co-
lonia seleccionada y mediante un cultivo
adecuado, conseguiremos multiplicar
nuestra reserva de vectores portadores del
gen deseado.

13) De nuevo, por medio de enzimas
de restriccién y ligasas, transferimos el gen
desde los vectores iniciales a otros vectores
de expresién, provistos de todas las sefiales
necesarias para la sintesis de proteinas.

14) Finalmente, se infecta un cultivo
de células huéspedes (bacterias, levadu-
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ras...) con los vectores de expresion porta-
dores del gen clonado. Gracias a la ma-
quinaria celular, se llevan a cabo la expre-
sion y sintesis del material polipeptidico.

15) Si la célula huésped excreta el
antigeno, su extraccién y purificacién se
hari a partir del medio exterior; en el caso
contratio, tendremos que romper las célu-
las y realizar la purificacién del antigeno a
partir del medio celular (operacién mis
complicada).

DE NUEVO, EL VIRUS DE LA VACCINIA

El sistema descrito hasta ahora se refie-
re a la produccion de polipéptidos/antige-
nos en células huéspedes lo bastante tole-
fantes Como pata permitit que, en su pro-
pio entorno y fuera de su propio genoma,
un intruso, el vector de expresidon, porta-
dor de un gen clonado, dirija la sintesis
de proteinas extrafias.

Otro sistema de produccidn utiliza al-
gunos microotrganismos huéspedes (virus
de la vaccinia), en los que la clonacién de
material genético extrafio se realiza por re-
combinacién dentro de su propio genoma.
La operacién empieza, preparando los vec-
tores de expresion (por ejemplo, plasmi-
dos) constituidos de:

o Ia secuencia de nucledtidos del
propio vector.

¢ El gen clonado, del que se espera
la respuesta y expresion.

¢ Unas secuencias de nucledtidos con
las sefiales de transcripcién y tra-
duccidn especificas del microorga-
nismo seleccionado.

o Unas secuencias de nucledtidos
procedentes del virus de la vaccinia
que permiten la hibridacién entre
DNA del vector y DNA del virus de
la vaccinia.

A continuacién juntamos vectotes de
expresion, virus de la vaccinia, y unas cé-
lulas huéspedes que quedarin infectadas
por los vectores y microorganismos.

Durante la multiplicacidén viral al inte-
rior del huésped se llevan a cabo algunos
casos de recombinacién homologa entre el
virus y el vector, de tal suerte que algunos
virus de la vaccinia incorporen el gen estu-

diado.

Una vez aislados dichos virus hibridos
de vaccinia, disponemos de una vacuna
atenuada, capaz de inducir la inmunidad
frente a la viruela y frente al determinante
antigénico clonado, sin que sea necesario
extraer los polipéptidos y envasarlos como
inmundgenos. Se han obtenido virus re-
combinantes de la vaccinia portadores a la
vez de varios clones correspondientes al
HBsAg del VHB, glicoproteina D del virus
herpes simplex, glicoproteina del virus de
la rabia y hemaglutinina del virus de la

gripe.

LoGros

Las técnicas de tecombinacion genética
han permitido la fabricacién de vacunas
(HA, HB, polio, rabia, influenza, rotavirus)
y de otras proteinas (inmunoglobulinas,
activador del plasmindgeno, insulina, hor-
mona del crecimiento, somatostatina (in-
hibidora de la hormona de crecimiento),
interferdn. ..

Acabamos de resaltar la posibilidad de
clonar varios genes dentro de virus recom-
binantes que se inoculan al animal y al-
gin dia al hombre. Dicha técnica permite
saltarse los pasos de aislamiento y purifica-
cién in vitro de los antigenos. El virus re-
combinado, una vez inoculado, libera las
proteinas especificas en el organismo del
huésped vacunado y despierta una res-
puesta inmune polivalente.
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INTERES DE LAS VACUNAS FABRICADAS POR
INGENIERIA GENETICA

Las principales ventajas derivadas de la
ingenietia genética consisten en:

1) Un suministro imitado del antige-
no (interesante cuando un virus no se cul-
tiva de manera satisfactoria, como el VHB).

2) Una absoluta homogeneidad y re-
produccién del preparado.

3) Una mayor pureza del preparado,
ya que se procura clonar solamente los te-
rritorios del gen que codifican los determi-
nantes antigénicos importantes del patdge-
no.

4) Una mayor tolerancia, al ser ex-
cluido de la produccién el material no ge-
nético del patbgeno. Sin embargo no se
puede descartar otra contaminacidén proce-
dente del material celular del huésped ele-
gido.

5) Una menor peligrosidad para el
personal dedicado a la produccién de las
vacunas, ya que el patégeno no interviene
en el proceso.

6) Unos costes mis bajos.

CONCLUSION

A la hora de sacar la moraleja de esta
historia, destacaremos que no se ven limi-

tes tedricos a nuestras posibilidades de
controlar las enfermedades por medio de
vacunas, siempre que los determinantes
antigénicos apropiados puedan ser defini-
dos y presentados en una forma inmuno-
logicamente activa.

Hemos aprendido a jugar con el DNA y
a producir una gran variedad de antige-
nos. Ahora nos toca estudiar correctamen-
te en el hombre las propiedades inmuno-
l6gicas de dichos polipéptidos y, en su ca-
so, pulir la configuracién final de la molé-
cula o recurrir a las técnicas de potencia-
ciébn inmunolégica. La valoracién in vivo
de las propiedades de los polipéptidos ob-
tenidos por clonacién es lenta como toda
investigacién clinica y exige el disefio y la
realizacién de ensayos clinicos, con el fin
de determinar las dosis unitarias a admi-
nistrar, el nimero de dosis, la via de ad-
ministracidon, los intervalos entre las dosis,
la reactivacibn, los adyuvantes, la intensi-
dad, complejidad y duracidén de la inmu-
nidad. Cada adelanto suscita nuevas pre-
guntas, levanta nuevos problemas, se
acompafia de nuevos inconvenientes. Ape- -
nas superados unos obsticulos, surgen
nuevas interrogaciones: problema-respues-
ta-nuevos problemas-nueva respuesta. Asi
vamos progtesando, cada uno en la vida,
en la profesién médica y en la investiga-
cién.
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