RESUMEN
Debido a la gran necesidad de combatir la proliferacién de enfermedades mediante vacunas,
han surgido diversas estrategias para su desarrollo, muchas de ias cuales no resultan muy
confiables 0 no son recomendables en pacientes inmunosuprimidos o en infantes, por esta
razon y para evitar complicaciones se ha pensado en utilizar bacterias 4cido lacticas
recombinantes capaces de servir como vehiculos transportadores de antigenos en el
organismo. Lactococcus lactis es un organismo grado-alimenticio el cual es ampliamente
usado en la elaboracion de productos lacteos y mas recientemente como vector para expresar
proteinas heter6logas de interés médico. En este trabajo se hizo uso de la ingenieria genética
para disefiar un modelo de expresion de la proteina E7 del HPV-16, sobre la superficie de
Lactococcus lactis. Ademds esta bacteria recombinante fue capaz de despertar una respuesta
inmune humoral de tipo IgG y de inducir la produccién de INF-y en células de bazo cuando
fue administrada nasalmente en un modelo murino. Estos resultados muestran el gran
potencial de este sistema como modelo de vacuna mucosal contra HPV y otras neoplasias

relacionadas.
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INTRODUCCION

La idea de manipular bacterias para la presentacion de antigenos heterdlogos, no es nueva,
pero estd acentuada en la atenuacion de organismos patégenos como son Salmonella sp. y
Mycobaterium sp, ya que se basan en el hecho de que son organismos invasivos, sin embargo
esta caracteristica puede ser un factor limitante en ciertos grupos vulnerables, como nifios y
pacientes inmunosuprimidos. Debido a lo anterior, el uso de bacterias probiéticas
recombinantes para la presentacién de antigenos de interés médico es un drea que va en
constante aumento; ya que €stos modelos ofrecen miltiples ventajas principalmente en
seguridad. Este trabajo se enfoca en el uso de la bacteria 4cido lactica grado-alimenticio
Lactococcus lactis cominmente conocida como organismo GRAS (generally regarded as
safe) para la expresion de la oncoproteina E7 del papilomavirus humano tipo 16 (HPV-16).

El papilomavirus humano (HPV) es el agente causal de las verrugas que crecen en manos,
pies y también aquellas que crecen en boca y area genital. La infeccion genital por este agente
es considerada como la enfermedad viral de transmision sexual mas comun, pero lo mas
importante es que algunos tipos de HPV’s han sido involucrados en el desarrollo del cancer,
principalmente con el cancer cervicouterino (CaCu); incluso se cree que el factor de riesgo
mas influyente para el desarrollo del CaCu es la infeccion con algin tipo de los HPV's
juzgados como de alto riesgo. El CaCu representa un problema de salud para la humanidad
[1-3], ya que es el cancer mas comin después del de mama [1], sin embargo en México el
CaCu ha sido en la dltima década el cancer mas frecuente entre la poblacion femenina [3].
Debido a esto es de gran importancia obtener medidas eficaces para la prevencion,

diagnostico oportuno y terapia contra el HPV y el CaCu.

Actualmente se realizan estudios encaminados a combatir este patégeno mediante vacunas,

que igualmente podrian ser de utilidad para el control terapéutico del CaCu. Se han elaborado
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diversas estrategias, entre las cuales est4 el uso de particulas tipo virus (VLP’s), DNA
desnudo, entre otras, con este trabajo pretendemos ampliar las perspectivas en el tratamiento
del CaCu al proponer un nuevo y seguro modelo de expresion de la proteina E7, que permita

inducir inmunidad de tipo celular y humoral.
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ANTECEDENTES

I. PAPILOMAVIRUS

I1. ESTRUCTURA VIRAL

La familia de los papilomavirus constituye un grupo muy heterogéneo de virus, hasta 1996 se
distinguen 77 genotipos diferentes que han sido identificados en humanos y 30 secuencias
parciales que ailin estdn sin comprobar [4). El didmetro de la particula de HPV es
aproximadamente de 55 nm (Figura 1). Contiene un genoma de DNA de doble cadena, el cual

esta asociado con proteinas parecidas a histonas y estd encapsidado por 72 capsémeros [4].

Figura 1. Virus del papiloma humane (HPV)

El genoma consta de 7200-8000 pb de DNA de doble cadena [4], y contiene 8 marcos de
lectura abierta {ORF) y una region no codificante [35]. Puede ser dividido dentro de tres
regiones (Figura.2): (a) Region de control (LCR) la cual cubre aproximadamente el 10% del
genoma, (b) Region temprana (E -early) y (¢) Region tardia (L — late) [53]. Los genes L
codifican para las proteinas de la capside [3], la regién temprana mantiene las funciones
regulatorias, replicacion del DNA y activacién del ciclo celular [4]. La proteina El esta
relacionada con la replicacion, E2 con la transcripcion y E6 y E7 con la transformacion

celular Tabla 1 [3].
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Tabla 1. Funciones relacionadas con las proteinas virales

GENE FUNCION RELACIONADA
El Inicio de la replicacion del DNA (helicasa)
E2 Regulacion transcripcional, Replicacion del DNA
E3 No se conoce con exactitud
E4 Proteinas NS tardias, Disturbios del citoesqueleto?
Proteina transformanteinteracciona con faciores de
ES
crecimiento, ej. PDGF
Proteina transformante, se une a p53 dirigiendo su
E6
dregradacién
E7 Proteina transformante se une a2 Rb
ES No se conoce con exactitud
L1 Proteina mayor de la cépside
.2 Proteina menor de la capside

[.2. INFECCION Y PATOLOGIA

La infeccion por HPV es la enfermedad de trasmision sexual mas comun [6, 10], con una

prevalencia del 10%~50% en la mujer sexualmente activa [10]. Las infecciones en humanos

provocan una gran variedad de proliferaciones: verrugas, quistes epiteliales, neoplasia

intraepitelial, anogenital y papiloma faringeal, queratocantomas y otros tipos de lesiones
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hiperqueratosas [4, 10]. Una lesion muy comin es la conocida como condolimata acuminata
la cual es causada por infecciones con HPV generalmente por los tipos 6 y 11 [7]. Los HPV's
pueden ser categorizados de acuerdo a su potencial para causar malignidad en HPV's de bajo
y alto riesgo, por ejemplo los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 45 y 56 son considerados de alto riesgo

para lesiones anogenitales malignas [10].

En las mujeres infectadas con HPV’s de los considerados de alto riesgo generalmente son
detectadas lesiones cervicales benignas y progenitores del carcinoma cervical asi como casos

de neoplasia intraepitelial cervical (NIC) [20].

1.3. PAPILOMAVIRUS Y CANCER

Varios tipos de HPV han sido aislados de tumores malignos [5], especificamente de cancer de
cérvix y otros cdnceres anogenitales, pero también cancer de piel, cavidad oral y nasal han
sido asociado con infecciones por HPV [5, 6]. Ademas los tipos 5 y 8 han sido ligados al
cancer de piel en pacientes con raras enfermedades como epidermodisplasia verruciformis
[10]. Se conoce que alrededor del 90% de los canceres de cérvix pueden atribuirse a ciertos
tipos de HPV [1, 4, 20], ya que se ha podido detectar la presencia de HPV's de alto riesgo, y
algunos investigadores proponen que la infeccion por este tipo de agentes sea la causa directa
del cancer cervical [10]. Sin embargo la presencia y expresion de virus aparentemente es
insuficiente para la carcinogénesis [1, 21], se considera que factores ambientales o genéticos,
tales como el cigarrillo y la predisposicion genética estén ligados a carcinogénesis cervical
asociada a HPV's de alto riesgo [21], ademas la exposicién a estrogenos (por ejemplo en
anticonceptivos orales) duplica el riesgo de neoplasia y malignidad por HPV [21]. También
estan considerados como cofactores los antigenos de histocompatibilidad, la respuesta

inmunoldgica, la influencia de las hormonas y otros agentes de transmisidn sexual como



Chlamydia trachomatis [1], aunque clertas investigaciones realizadas sobre lineas celulares de

epitelio oral sugieren que el HPV por si solo puede inducir la transformacién si permanece

activo [18].

Los HPV's mas reconocidos por su malignidad son el tipo 16 y el 18 [9], va que se han
identificados como el agente causal de al menos el 90% de los canceres de cérvix [4] y se
encuentran ligados al 50% de los ofros canceres anogenitales, es por cllo que son
considerados de alto riesgo [4], de ellos el HPV-16 representa la mayor proporcion (50%),

seguido por HPV-18, ademads los HPV-45 (8%), y HPV-31 (5%) [1].

Ciertas observaciones indican que en la infeccion inicial el HPV esta presente de forma
episomal. pero en la mayoria de las lesiones avanzadas y tumores invasivos el HPV esta
integrado al genoma del hospedero [35], por lo tanto la integracién del DNA del HPV al
genoma estd correlacionada con el incremento en la expresion de genes virales y el avance del
desarrollo celular (Figura 3) [79], otras observaciones corroboran la hipdtesis de que la

integracion provee un selectivo incremento de los precursores de carcinoma de epitelio

cervical [20].

1.4, ONCOPROTEINAS |

Actualmente se sabe que los genes virales E6 y E7 de los HPV's de alto riesgo (tipo 16 y 18)
actuan como oncogenes [5], y son comunmente expresadas en células de cancer cervical [13,
14, 17, 20]. Incluso se ha demostrado que la principal funcién transformante de HPV-18 esta

localizada en los productos de los genes E6 y E7 [24].
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Figura 3. Infeccion por HPV y desarrollo de cincer

El gen de la proteina E7 del HPV-16 codifica para una fosfoproteina nuclear multifuncional
de 98 aminoacidos que presenta similitud estructural y funcional con los antigenos E1A de
adenovirus y T de papovavirus [15]). E7 ha sido localizada en la fraccién soluble del
citoplasma y posee una vida media de 1 hora [23], esta proteina coopera con el oncogen ras,
ademas puede cooperar con E6 para lograr la eficiente inmortalizacién de queratinocitos
humanos primarios [15], E7 purificada se une 4avida y especificamente a la proteina
retinoblastoma (Rb) (Figura 4) y puede disociar el factor de transcripcion E2F in vitro [14,
15]. Se cree que la interaccion de E7 con Rb sea un paso para la carcinogénesis [26, 29] ya
que ésta inhibe la unién de Rb con el DNA, al igual que su unién con proteinas celulares y
ciertas proteinas virales transformantes (E1A, T) y aparentemente bloquea la accién supresora

de Rb [27]. Asimismo E7 es capaz de aumentar la actividad ATPasa de la subunidad 4 (S4)

20



del proteosoma 26 S, y se cree que la degradacion de Rb por el proteosoma 26 S sea a través
de la interaccion de E7 con la subunidad S4 [19], otras investigaciones demuestran que la E7
del HPV-18 une al zinc a través de un motivo cys-xx-cys repetido en la region C terminal de
la proteina, éstos motivos juegan un importante papel en la transformacién pero no

contribuyen a la union de E7 con Rb [28].

El HPV codifica también para una proteina E6 la cual esta ligada al desarrollo del cancer [4,
5,8, 13, 14, 16, 17, 20, 24], ésta proteina es capaz de unirse a p53 que es un gen supresor de
tumer, induciendo su degradacién [11, 20] a través del camino de la ubiquitina [4]. E6 y E7
juntas desarrollan alteraciones en la expresiéon de la ciclina A, cilcina B y cdc-2, los
incrementos en la expresion de éstos y la eliminacién de p53 seguidas de la expresion de E6 y

E7 pueden ser importantes contribuidores del desarrollo de células inmortalizadas [17].

E7 IxXCxE

Figura 4. Interaccién de la proteina E7 con Rb.
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.5 RESPUESTA INMUNE

Existe importante evidencia que indica la estrecha relacion entre el sistema inmune y la
progresion de la enfermedad, por ejemplo se ha visto que las verrugas y las neoplasias
asociadas a HPV tiene una mayor incidencia entre la poblacién con depresion de la inmunidad
celular, en pacientes receptores de transplantes, con terapia inmunosupresora, pacientes con

SIDA o mujeres embarazadas [34, 52]

1.5.1 Respuesta Inmune Humoral. En las infecciones productivas este tipo de respuesta es
muy importante, las particulas virales son atrapadas por linfocitos B con receptores de
membrana especificos para algunos epitopos de las proteinas virales, internalizadas y
digeridas para posteriormente ser presentadas unidas a las moléculas de MHC clase I, este
complejo es reconocido por los linfocitos T ayudadores, los cuales estimulan a los linfocitos
B para la produccién de anticuerpos neutralizantes contra las particulas virales [34]. En las
infecciones no productivas (NIC y cancer invasor) solamente se producen proteinas
tempranas, las cuales no se presentan en el espacio extracelular; sin embargo es frecuente
encontrar anticuerpos conira E7 del HPV-16 o el 18, de igual forma es posible detectar
anticuerpos contra E2, E4 y E6 [3, 34, 52] quiza debido a que como consecuencia de la lisis
de las células cancerosas estos antigenos se pueden encontrar en el espacio extracelular
(Figura 5) [53]. Hasta el momento no se conoce con exactitud el papel de la respuesta inmune
humoral en los tumores invasores, pero su presencia sugiere el potencial inmunogénico de

estas proteinas [34).
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Figura 5. Presentacion de antigenos a LTA

1.3.2. Respuesta Inmune Celular. La respuesta inmune mediada por células se encuentra
dividida dentro de dos categorias, la mediada por linfocitos T citotoxicos (LTC) y la mediada
por linfocitos T ayudadores (LTA). Para el reconocimiento de los HPV s por parte de los LTC
es necesaria la expresion de los genes tempranos (E1-E7) dentro del citoplasma de la célula
infectada. Esto genera péptidos que son capaces de unirse a las moléculas de MHC clase 1 (en
humanos llamado antigeno leucocitario humano HLA). En los queratinocitos transformados
por HPV la expresion constitutiva de las proteinas E6 y E7 podria derivar en la presentacion

de péptidos asociados a MHC clase I en la superficie del queratinocito (Figura 6) [53].
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Figura 6. Proceso de Presentacion de antigenos a LTC

1.3.3 Evasion viral. En las células infectadas el virus puede utilizar alguno de los siguientes
caminos para evadir la respuesta inmune:

(1) La modulacion de la expresion de las moléculas de MHC. Se ha visto que la expresion de
las moléculas de MHC clase I o la beta-2 microglobulina se encuentra disminuida ligeramente
en los queratinocitos con condiloma, pero ausente en el 75% de los casos de carcinomas
invasores; éste es un mecanismo de escape por medio del cual el virus evita ser reconocido
por los LTC [34].

(2) La modulacién de la secrecion de citocinas celulares. Se han identificado la expresion de
citocinas inmunosupresoras, tales como IL-10, IL-4 y TGF-B, y la falta de expresion de
citocinas con actividad antitumoral como IL-2 e IL-12, en biopsias de pacientes con cancer
cervicouterino avanzado, positivo al HPV-16 [3].

(3) Modulacion de la accion de algunas células. En estudios realizados por
inmunohistoquimica se logrd observar que los tejidos de tumores cervicales tienen muy pocos

linfocitos T con receptores para IL-2, lo cual indica que estos linfocitos no son activados
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adecuadamente [3]. Las células de Langerhans también sufren alteraciones; en condilomas y
en la neoplasia intraepitelial cervical su poblacion se ve disminuida ademds de presentar
modificaciones morfoldgicas, esto resulta en una presentacion antigénica local ineficiente
[34]. Otras células que se ven modificadas son las asesinas naturales (NK), las cuales

presentan menor actividad en las lesiones precancerosas y cancerosas inducidas por HPV

[34].

II. VACUNAS

I1.2. VACUNAS EN CONTRA DE HPV

El papilomavirus y el CaCu representan un problema de gran impacto en la salud publica, por
lo cual el desarrollo de vacunas es un factor esencial en su control. Para lograr disefiar una
vacuna efectiva es muy importante considerar que se debe garantizar una adecuada respuesta
inmune a través de cuatro metas: (1) activar los antigenos presentes en la célula, (2) superar
la respuesta del huésped y la variabilidad genética viral, (3) generar altos niveles de células T
y B de memoria y (4) persistencia de antigenos [33]. Ademas la habilidad de inducir respuesta
inmune en el tracto reproductivo puede ser critico para la eficacia de una vacuna [22], de tal
manera que para inducir una respuesta inmune eficaz se requiere la activacion simultanea de
multiples componentes del sistema inmune: por via sistémica la estimulacion de linfocitos T
citotoxicos y cooperadores contra epitopos del virus del papiloma humano, y en un nivel
local, la induccién de la secrecion de citocinas, para aumentar el procesamiento y la
presentacion de blancos tumorales, asi como la estimulacion de los linfocitos, células asesinas

naturales y macrdéfagos [34].

Se pueden disefiar dos clases de vacunas: las profildcticas o preventivas, las cuales pueden

proteger al huésped contra la infeccion por el HPV y las terapéuticas o curativas las cuales
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inducen regresion de las lesiones ya establecidas [34]. Las vacunas profilacticas contra HPV
s¢ basan en la induccién de IgA contra los antigenos de la cépside viral, (en la Tabla 2 se

muestran algunos ejemplos de vacunas profildctica en desarrollo).

Las vacunas terapéuticas se basan en la induccién de una respuesta inmunolégica mediada por
células especificas contra blancos virales, blancos celulares o ambos; la mayoria de los
sistemas experimentales (Tabla 3) actuales estan disefiados contra blancos virales, en especial
contra E6 y E7 ya que no se conocen productos celulares que puedan servir como blancos
para el desarrollo de vacunas [34]. También se ha considerado utilizar particulas virales
conteniendo L1 sola o con L2 [10], sin embargo la utilizacion de particulas virales sintéticas y
el uso de proteinas virales tempranas (E6 y E7) ha sido la pauta para realizar estudios que
dirijan una respuesta inmune para prevenir la infeccion celular con resultados favorables [3].
La principal razén de esto es que los genes E6 y E7 son comGnmente expresados en células de
carcinoma cervical [14] por eso han sido consideradas como base inmunolégica en la terapia
del cancer cervical [10, 14], incluso se comportan como antigenos especificos de tumor por lo
que representan el blanco para el disefio de vacunas para el control de HPV inductor de tumor
[32]; ademds E7 y E2 son expresadas en lesiones epiteliales benignas y malignas por lo tanto
son blancos potenciales de la regresion inmune mediada por células, lo cual no sucede con L1

y L2 [13].
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Tabla 2. Vacunas profilicticas en desarrollo

Organizacion Tipo de HPY y antigeno Estrategia Estado
Beecham SmithKline
Medimmune, (MEDI- HPV-11, L1 VLFP Fase [1
501)
Beecham SmithKline
Medimmune, (MEDI- HPV-16y 18 LI VLP Fase |
503 y 504)
Merk. CSL limited HPV-16 L1 VLP Fase 1l
Instituto Nacional de
Cincer NIAID HPV-16 L1 VLP Fase Il
MediGene HPV-16 L1,E7 VLP quimerico Fase i I

Universidad de

Preclinico, respuesta

HPV-16 L1,E7 VLP quimerico inmune mucosal y
Queensland )
sistema en ratones
. . Preclinico, respuesta
CANSA, Universidad
HPV-16 L1.E7 BCG recombinante inmune humoral y celular
de Town Cape

en el cerdo de guinea

Academia china de

Virus vaccinia

de Town Cape

Medicina preventiva y HPV-16 L1,E7 ] Preclinico
] recombinante
Comunidad Europea
Universidad de
HPV-16 L1,E7 BCG recombinante Preclinico
Queensland
Preclinico. inmunizacion
intranasal induce
InstitutoWistar HPV-16 L1 Adenovirus recombinante
anticuerpos en suero y
vagina
Virus de la encefalitis | Preclinico, (también
Wyeth-Lederle, Alpha
v equina venezolana puede ser considerada
ax
recombinante como terapéutica)
Preclinico, induccion de
Merck, Vical Inc. L] DNA anticuerpos neutralizantes
en conejos
Wyeth-Lederle DNA Preclinico
InstitutoWistar DNA Preclinico
CANSA, Universidad )
Tomates comestibles | Preclinico
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Tabla 3. Vacunas Terapéuticas en desarrollo

Organizacién Tipo de HPV y antigeno Estrategia Estado
Cantab, SmithKline Péptido (proteinas de
HPV-6 L2,E7 Fase lib
Beecham (TH-GW) fusion)
Péptido (proteinas de
Cantab (TA-CIN) HPV-16 18 L2 E6.E7 Fase |
fusién)
[nstitute Nacional de ] .
HPV-16 E6,E7 Varios péptidos Fase I/11
Cancer
Instituto de Cancer Norris,
Universidad de carolina HPV-16 E7 Péptido Fase VII
de! Sur
StreesGen Biotecnologies .
HPV-16 E7 Proteina/péptido Fase Il
(HspE?)
Universidad de Leiden HPV-16 E7 Péptido Fase 11l
Universidad de _
HPV-16 E7 Péptido Fase 1 1l
Queensland
Virus vaccinia
Cantab (TA-HPV) HPV-16/18 E6, E7 Fase [l

recombinante

Comisién Europea,
Academia de Ciencias
Médicas China

HPV-58 E7

Virus vaccinia

recombinante

Preclinico: previene el
crecimiento del tumor en

ratones

Universidad Johns

HPV-16 E6 .E7

Virus vaccinia

Preclinico; elimina y

Hepkins recombinante con LAMP | previene tumor en ratones
Transgen (MVA-HPV- Virus vaccinia MVA
HPV-16 . Fase |
1L2) recombinante
Adenovirus recombinante
Instituto Wistar HPV-16 E6, E7 . . Preclinico;
y virus vaccinia
MidiGene, Schering AG HPV-16 L1, E7 VLP quimérico Fase I/l

I1.2. ESTRATEGIAS

La nueva generacion de vacunas emplea la ingenieria genética para su desarrollo; las

estrategias utilizadas son muy diversas e incluyen:
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fa) Vectores recombinantes vivos o atenvados. El uso de los organismos que causan la
enfermedad, vivos o atenuados ha sido la idea tradicional para el disefio de vacunas, su
ventaja principal es que al utilizar los organismo completos se despierta una fuerte respuesta
inmune y generalmente se requieren pocas aplicaciones [55]. Algunos investigadores estan
trabajando actualmente con el virus vaccinia y el bacilo de Calmette-Gueérin (BCG), ya que
su uso ha sido aceptado por las autoridades competentes y las compailias ya tienen
experiencia con su manipulacidn. Dentro de las investigaciones para la elaboracién de
vacunas contra HPV se estudia el uso de vectores capaces de colonizar la mucosa como lo es
adenovirus y Salmonelia [56]. Una de las principales desventajas del uso de este tipo de
sistemas es que no son seguros en individuos inmunocomprometidos, por esta razon es
esencial proponer el uso nuevos vectores, cuya aplicacion no represente un riesgo para la
salud; un ejemplo de este tipo de esfuerzos es el realizado por la compatiiia francesa Transgene
que ha desarrollade una cepa modificada del virus vaccinia Ankara (MVA) que expresa E6 y
E7 de los HPV-16 y 18 y que es incapaz de crecer en células de mamifero [57]; con el mismo
propdsito Pozzi e al propone el uso de Streptococcus gordonii una bacteria capaz de
colonizar mucosas para expresar la proteina E7 del HPV-16 e inducir inmunidad [58].

(b} Péptidos y proteinas. Las vacunas con subunidades proteicas y péptidos pueden evocar
una respuesta inmune mas segura y con pocos efectos colaterales. Para desarrollar estos
sistemas los genes de interés son insertados dentro de levaduras u otro organismo con la
finalidad de producir grandes cantidades del péptido o la proteina de eleccién. El principal
problema aqui es la falta de un componente fuertemente inmunogénico que dispare la
respuesta inmune, por tal motivo el uso de adyuvantes es un factor critico para la eficiencia de
estos modelos. Otra de las desventajas es que no son capaces de generar una fuerte respuesta
inmune de tipo citotoxico, y generalmente se necesitan muchas aplicaciones para obtener una

inmunidad protectiva [56].
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fc) VLP's. Estos modelos son ideales para el desarrollo de vacunas profilacticas, su disefio
esta basado en el autoensamble de las proteinas L1 y L2, cuando son expresadas bajo un
promotor fuerte en la ausencia de otros productos virales en una amplia variedad de células
como son: células de insecto, levaduras y ain en bacterias [61]. Estas particulas asemejan a
las virales, de tal forma que el sistema inmune percibe a los VLP’s como virus infecciosos y
responde a ellos [59], sin embargo, los VLP's no llevan DNA por lo cual no son infectivas,
pero si son capaces de inducir anticuerpos neutralizantes aln sin la presencia de un adyuvante
[60, 61]. Dentro de la nueva generacion de VLP’s se incluyen vacunas comestibles con
expresion de VLP’s, vectores vivos que expresan estas particulas intracelularmente por
ejemplo Salmonella typhimurium [22] y DNA desnudo con la proteina L1 bajo un promotor
fuerte que al ser inyectada en las células produce éstos VLP’s [61]. Las principales
desventajas en el uso de esta estrategia es que ademas de que su produccioén resulta cara,
requiere refrigeracion constante y multiples aplicaciones para lograr que sea efectiva [62].

(d) DNA desnudo. Mediante el uso de tecnologia recombinante genes del HPV son
introducidos a pequefias moléculas de DNA plasmidico bajo la regulacion de un promotor
eucaridtico fuerte, la produccién en masa del plasmido se realiza en bacterias, el cual es
posteriormente es purificado e introducido como vacuna [63]. [nvestigaciones con vacunas de
DNA en contra de varios patogenos incluyendo HPV, han encontrado que estos sistemas
ofrecen varias ventajas entre las que se incluye que son potentes estimuladores de la respuesta
inmune mediada por células, ademas de que la respuesta inmune resulta duradera, ya que la
c€lulas hospedera continua produciendo el antigeno por afios [64]). Sin embargo el uso de
estas vacunas también presenta sus riesgos, el DNA puede ser insertado dentro del genoma
del hospedero lo que podria causar mutaciones, interrumpir genes celulares y causar dafio,
ademas es posible que se generen anticuerpos anti-DNA causando algiin fendmeno aute

inmune [63]. Otra caracteristica muy importante es que son incapaces de evocar una respuesta
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inmune mucosal ya que no existen sistemas de aplicacion nasal, oral o otra ruta mucosal [65].
Actualmente las investigaciones estan enfocadas en el uso de adyuvantes para facilitar la toma
del DNA por las células, asi como en el impacto de diferentes rutas de inmunizacion
(intramuscular, intradermal, intratraqueal) sobre la respuesta inmune mucosal [63]. La Tabla 4
sumariza las estrategias que hasta el momento se han utilizado para el desarrollo de vacunas

profilacticas y terapéuticas contra HPV y neoplasias relacionadas.

Tabla 4. Estrategias para la elaboracién de vacunas

ESTRATEGIA VENTAJAS DESVENTAJAS
. Su produccién a gran escala resulta cara,
VLP Inducen fuerte respuesta inmune ) . o
requiere de varias aplicaciones
DNA desnudo Facil de almacenar y distribuir No prometen inmunidad mucosal fuerte
Muy seguras. su produccidén resulta Uso de adyuvantes. no son eficientes para
Proteinas y péptidos
economica generar LTC
. Inducen fuerte respuesta humoral y No es segura en infantes e individuos
Vectores virales
celular inmunocomprometidos

Los utilizadas hasta el momento, no son es
No requieren adyuvantes, faciles de .
Vectores Bacterianos seguros en infantes ¢ individuos
manipular .
inmunocomprometidos

111. SISTEMAS PARA LA INMUNIZACION MUCOSAL

La superficie de las mucosas (tracto gastrointestinal. respiratorio, y urogenital) representa un
area muy expuesta a agentes exogenos, y se convierte en una via muy interesante para el
desarrollo de vacunas contra infecciones del tracto respiratorio y urogenital. Basandose en el
concepto de un sistema inmune mucosal a través del cual se activan linfocitos del intestino
que pueden activar inmunidad también en otras mucosas y glandulas [37]. La superficie
mucosal se encuentra protegida por el sistema inmune innato y adquirido, entre los que se
incluyen el atrapar patogenos en el moco, (lo cual se ve aumentado por unién de la mucina a

lecitinas de las bacterias), movimiento peristéltico y de los cilios del epitelio, el bajo pH en el

31




estomago, las enzimas digestivas del tracto gastrointestinal, la competencia por nutrientes con
los microorganismo comensales; ademas se considera que las células del epitelio mucosal
constituyen también una primer linea de defensa ya que son capaces de inducir citocinas
inflamatorias como IL-8 en respuesta a una estimulacion [51]. La IgA secretoria es la
inmunoglobulina predominante en la superficie de las mucosas, anticuerpos de tipo IgA son
generados en el tracto gastrointestinal, respiratorio o genitourinario y pueden conferir
proteccion contra infecciones que los afectan o se originan en estos sitios [40]. La
disponibilidad de vacunas que induzcan secrecion de IgA para la proteccién de mucosas e
inmunidad sistémica para los patogenos que invaden el hospedero son el aspecto mas
interesante en la guerra contra las enfermedades infecciosas [38], de esta manera las vacunas
mucosales disparan la respuesta de células inmunes en el sitio de la induccion y ademas puede
inducir inmunidad mucosal y sistémica [38]. El origen de los precursores celulares de 1gG e
IgA destinados al tracto genital son desconocidos, pero hay evidencia indirecta que sugiere
que sitios de induccion en ia mucosa del recto, intestino y especialmente cavidad nasal
contribuyen con ellos [41], varios estudios indican que la inmunizacién intranasal de varias
especies, incluyendo humanos, es suficiente para inducir respuesta de anticuerpos especificos
contra el antigeno en el tracto genital femenino [41]. En el ensayo de una vacuna contra HPV
en la que se utilizd una cepa recombinante de Salmonella que expresaba L1, se analizé la
eficiencia de diferentes rutas mucosales, los investigadores encontraron que la via nasal era
mas efectiva, asimismo pudieron ser detectadas IgA e IgG también en secreciones orales y

vaginales, lo cual indica el potencial protectivo de las mucosas [22].

I11.1. BACTERIAS COMO VEHICULOS
A pesar de que se han desarrollado varios sistemas no vivos para la presentacion de antigenos,

los vectores vivos tienen la ventaja de mejorar la respuesta inmune generada por dichos
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sistemas ain sin la necesidad de multiples aplicaciones [66]. Usualmente los vectores
utilizados son bacterias Gram-negativas como Salmonella y Mycobacterium, las cuales se
consideran patogenos de mamiferos [66]. Aunque estos organismos han sido extensamente
modificados para reducir su patogenicidad y mantener sus cualidades invasivas [67] no se
consideran totalmente seguros para su aplicacion en infantes ¢ individuos inmunosuprimidos,
por lo tanto, con la finalidad de incrementar la seguridad de vectores recombinantes vivos, el
interés se ha dirigido al uso de bacterias comensales y de grado alimenticio para el desarrollo

de vacunas [68].

Las bacterias Gram-positivas empleadas para el desarrollo de vectores mucosales incluyen
Lactococcus lactis, Lactobacillus spp, Strptococcus gordonii, ademas especies no patogénicas
de Staphylococcus y Listeria [68]; entre ellas las bacterias del acido lactico (Lactococcus,
Lactobacillus, Strptococcus) poseen una gran variedad de propiedades las cuales las hacen
candidatas para propuestas de vacunaciéon. Por ejemplo poseen propiedades adyuvantes,
propiedades de adhesion a mucosas y baja inmunogenicidad intrinseca [30]. Algunas de ellas
ya han sido utilizadas para disefiar vacunas, en un ensayo experimental se logrd reducir el
riesgo de acidosis lactica en ganado usando cepas de Streptococcus bovis y Lactobacillus
[36], ademas lactobacilos comensales del tracto genital femenino han sido manipulados para
la expresion de antigenos extrafios y al ser aplicados directamente en mucosa vaginal de

cerdos, lograron producir una fuerte respuesta mucosal local [39].

111.2. Lactococcus lactis COMO MODELO
Lactococcus es una bacteria Gram-positiva de aproximadamente 1 pm de didmetro, algunas
de sus cepas han sido ampliamente usadas en la industria alimenticia. Se trata de un

microorganismo no patogénico, incapaz de colonizar el tracto digestivo del hombre y otros
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animales [69, 70] aunque es capaz de sobrevivir al paso por el tracto digestivo [70].
Lactococcus tiene un tamafio similar al de microparticulas degradables las cuales se sabe son

tomadas por las células M, por lo que se considera capaz de ser procesado y presentado por el

sistema inmune mucosal (Figura 7) [43).

Figura 7. Representacién del trifico celular del sistema inmune mucosal.

En 1990 se desarrollé con esta bacteria un sistema de expresion del antigeno PAc de
Streptococcus mutans con la finalidad de desarrollar una vacuna oral contra caries dental, con
este sistema fue posible inducir una respuesta inmune de tipo IgA en saliva e IgG en suero
cuando se administré oralmente en ratones [49]. Estos resultados marcaron el inicio de una
serie de investigaciones sobre el gran potencial de Lactococcus lactis como vector para la
expresion de antigenos, actualmente Lactococcus lactis ha sido utilizada para la expresién de
una variedad de antigenos (Tabla 5), con lo que se ha logrado determinar que Lactococcus
Jactis es capaz de expresar una cantidad sustancial de proteinas heterdlogas (antigenos) y

ademas los puede presentar al sistema inmune de una forma inmunogénica [50].
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Tabla 5. Antigenos expresados en Lactococcus lactis

Antigeno Via de inoculacion Tipo de Respuesta Referencia
PAc (Streptococcus
Oral IgA e IgG [49]
mutans)
Fragmento C de la toxina Proteccidn contra el reto
Subcutineo _ {50]
del tétanos (TTFC) con la toxina
IgA en mucesas e 1gG en
TTFC Mucosal [46)
Suero
1gA en mucosas e 1gG en
TTFC Intranasal [44]
suero
Co-expresion TTFC, IL-2, IgA en heces e 1gG en
Intranasal [42]
IL-6 suero
Polisacarido capsular tipo
3 (CPS) de Streptococcus | Intraperitoneal lgG e lgM [71]
pneumonia
Subunidad B de la ureasa
{UreB) de Helicobacter Oral Anticuerpos (sistémico) 172]
prlori
Proteina 4 no estructural
(NSP4} de rotavirus Intramuscular Anticuerpos en suero [73)
bovino
Beta-Lactoglobulina Nasal/oral IgA en heces (74]

Un aspecto muy importante a considerar es ¢l efecto de la via de inoculacién de Lactococcus
lactis sobre la respuesta inmune, ya que se ha observado que la inmunogenicidad varia de
acuerdo a la via de inoculacion [47]. Sin embargo son varios los experimentos que
demuestran la eficiencia de la inmunizacién nasal [42, 44, 74], incluso se ha logrado obtener
un mayor titulo de anticuerpos después de una inmunizacién nasal, comparada con una oral
(43]. Otro de los factores que afecta la inmunogenicidad es la forma en que se expresa la
proteina, siendo significativamente mas inmunogénica cuando esta asociada a superficie [45],
aunque desde hace tiempo se ha incrementado el interés en la presentacién de moléculas

heterologas en la superficie de bacterias [76]. Los resultados de las investigaciones recientes
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revelan que éste podria ser el mejor mecanismo de presentacién de antigenos en bacterias
Gram-positivas como Lactococcus lactis [45], debido a que la peptidoglicana de la pared
celular es un adyuvante natural, lo que sugiere un aumento en la respuesta obtenida cuando se
utilizan organismo modificados de esta manera [66]. Los mecanismos de union a superficie de
las bacterias Gram-positivas son muy conservados, en ellos la regién responsable de la uni6n
a la superficie celular es la fraccién carboxilo terminal de la proteina. En esta region se
localizan aproximadamente seis aminodcidos cargados, adyacentes a una regién hidrofébica
de entre 15-20 aminoacidos, esto hace que la region carboxilo funcione como una secuencia
de paro para la molécula [77], inmediatamente después de esa region se encuentra el

hexapéptido altamente conservado LPXTGX (Figura 8) [66].

Extracelular Pared Membrana

N A G LPX TG X ¢

TN

Lsorso Psorso X Taes0 Gaaso X
€ 190€ Cument O nion in Biotechnology

Figura 8. Hexapéptido altamente conservado en las proteinas de superficie de las bacterias Gram-
positivas

Ciertas investigaciones sugieren que este motivo podria actuar como sitio de reconocimiento
enzimatico para realizar un corte que permita la unién a la pared celular, exponiendo la regién

amino de la proteina en la superficie (Figura 9) (66, 78].
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Figura 9. Mecanismo de anclaje en bacterias Gram-positivas

La proteina M6 de Streptococcus pyogenes es considerada una de las proteinas de superficie
mejor caracterizadas, y ha sido satisfactoriamente utilizada para fusionar proteinas y

expresarlas en la superficie de Streptococcus gordonii [66] ademas en varias bacterias lacticas

como Lactococcus lactis [76].
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IMPORTANCIA
En nuestro pais le CaCu es un problema serio, considerado como el cancer mas frecuente
entre la poblacion femenina con un alto indice de mortalidad. A pesar de los considerables
esfuerzos que se han hecho para combatirlo las estrategias utilizadas hasta el momento
resultan poco practicas o incluso peligrosas para individuos inmunosuprimidos. Este trabajo
presenta una nueva alternativa, al utilizar por primera vez una bacteria grado-alimenticio

como vehiculo para la presentacion del antigeno E7.

HIPOTESIS

Es posible inducir una respuesta inmune en contra del antigeno E7 mediante la administracion

nasal de una cepa de Lactococcus lactis que expresa el antigeno E7 sobre su superficie
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OBJETIVO GENERAL

Expresar la oncoproteina E7 del papilomavirus humano HPV-16 sobre la superficie de

Lactococcus lactis y evaluar su capacidad para inducir una respuesta inmune,

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Construir un plasmido recombinante para la expresién de la proteina E7 del HPV-16
anclada a la pared celular de Lactococcus lactis.
2. Transtormar Lactococcus lactis con los vectores recombinantes disefiados.
3. Determinar si la proteina E7 se encuentra anclada a la pared celular de Lactococcus lactis.
4. Determinar si las bacterias recombinantes de Lactococcus lactis inducen una respuesta
inmune humoral contra E7.
5. Determinar si las bacterias recombinantes de Lactococcus lactis inducen la produccion de

citocinas relacionadas con la respuesta inmune de tipo celular.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para expresar la proteina E7 sobre la superficie de Lactococcus lactis se construird un
plasmido recombinante en donde e! gen E7 sera fusionado por su extremo 5 con la sefial de
secrecion de la proteina nativa de Lactococcus lactis Usp45, y por su extremo 3° con un
segmento de la proteina M6 de Streptococcus pyogenes correspondiente a la sefial de anclaje
LPXTGX. Con este vector se transformara Lactacoccus lactis para lograr la expresion de E7
anclada a pared celular. La cepa recombinante construida serd utilizada para inmunizar
ratones via intranasal. Con el propésito de evaluar su capacidad para inducir una respuesta
inmune de tipo humoral, el suero de los ratones inmunizados se utilizard en ensayos de tipo
Western Blot. La posible relacion entre la administracion nasal de la bacteria recombinante y
la respuesta inmune de tipo celular se evaluard mediante un ensayao con las células de bazo de
los ratones inmunizados en ¢l cual se medird la induccién de dos importantes citocinas

involucradas en este tipo de respuesta, INF-y e IL-2.
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MATERIAL

MATERIAL BIOLOGICO
Cepas
Escherichia coli Descripcion Referencia
IMI09 F'traD36laclg A(lacZ) M13 proA+B+ el4-(McrA)
A{lac-proAB} thi gyrA96 (Nalr) end Al hsdR17 (rk-
Promega
mk+) relAl supE44 recAl
TGl F'traD36lacl? A(lacZ) M15 proA’B"/ supE A (hsdM-  Colec.Recherches Laitiéres,
merB) 5 (. my McrB) thi A{lac-proAB) INRA
BL21:GST Dr. Alcocer
BL21:GST:E7 Dr. Alcocer
Laciococeus lactis Descripcién Referencia
MG 1363 Lactocuccos lactis subs. cremaris
Colec.Recherches Laitiéres, INRA
NZ9000 Lactocuccos lactis subs, cremoris, derivada de
Colec.Recherches Laitiéres, INRA
MG1363 pepN.nisR nis K
pSEC NZ9000:E7 de secrecion [75]
Plasmidos
Nombre Descripcion Referencia
pCDNAZE? pCDNA3:gene E7 HPV-16 Alcocer JM
pGEMT Promega
pVES547 pPBS:Pasa:NucA CWA-long:plL252 Colec.Recherches Laitiéres, INRA
PVE3684-Trp PGK:Pusa:SPE7:Trp [75]
pVE3547-E7 pBS:E7:CWA-long:pIL252 Este Trabajo
pVE3684-E7: PGK:Prsa:SP:E7" CWA-long Este Trabajo
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ENZIMAS

Enzimas de restriccion
Sall

FcoRV

Bglll

Spel

Enzimas de modificacion
Taq pol

T4 DNA Ligasa
Lisozima
Mutanolisina

RNAsa

KIT'S
Gene Clean II (Promega)
pGEM T, (Promega)

Midipreps Wizard Plus (Promega)

REACTIVOS

Acetato de Potasio

Acetato de Sodio
Acrilamida/Bisacrilamida 30%
Ampicilina

Cloranfenicol

DTT

ICN

ICN
BIORAD
SIGMA
SIGMA

Research organics
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EDTA

Eritromicina

Etanol

Filtros Mlllex-GS 22um

Glicerol
Glicina
Glucosa
Isopropanol
M17

NaOH
Nisina
PEG3300
PMSF

PSA
Sacarosa
SDS

TCA
TEMED
Tris

Papel filtro 3MM

Membranas PVDF

SIGMA
SIGMA
Merck
MILIPORE
Fisher
SIGMA
DEQ
Merke
DIFCO
SIGMA
SIGMA
SIGMA
SIGMA
SIGMA
SIGMA
SIGMA
SIGMA
Research Organics

USBiological

ROCHE
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EQUIPO

Céamara de Transferencia semiseca modelo HEP-1 Owl
Camaras de electroforesis

Electroporador BTX modelo ECM 630

Fuente de Poder Thermo EC, modelo EC500-90
Incubadora

Microcentrifuga eppendorf

Ultracantrifuga BEKMAN Avanti™ J-251

Vortex



METODOLOGIA

I. CONSTRUCCION DE PLASMIDOS RECOMBINANTES

Para la expresion de la proteina E7 sobre la superficie de Lactococcus lactis el gen E7 del
HPV-16 se clond en fase de lectura con dos diferentes seiiales, en el extremo 5 con la sefial
de secrecion de la proteina usp45 de Lactococcus lactis y en su extremo 3 con un segmento
de la proteina M6 de Streptococcus pyogenes correspondiente a la sefial de anclaje a
membrana el cual incluye el motivo LPXTGX;; bajo la regulacién de un promotor inducible

(Pm.sA ) .

I.1 Amplificacion de E7. Se disefiaron los siguientes oligonucleétidos para dejar en fase de
lectura en su extremo 3 con la usp45 y por su extremo 3" con la sefial de anclaje CWA
ademas de agregar dos sitios de restriccion,;

E7/8all 5-AGTCGACCCATTGCATGGAGATACACCTACATTG-3" y

E7 EcoRV 5'-CGATATCTCTGGTTTCTGAGAACAGATGGGGCA-3" con estos oligos se
amplifico por PCR un segmento de 315 pb del plasmido pPCDNA3E?7.

Programa

94°C 4min

94°C 1min

55°C 1min 34 ciclos

72°C 2min
72°C 7 min
El producto de esta reaccién se purificd por el sistema Gene Clean 11 (Promega) y se ligé al

vector de clonacién para productos de PCR pGEM T (Promega). Este plasmido se nombrd

pGEMT-E7 y con €I se transformd la cepa IM 109 de Escherichia coli.
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Reaccidn de ligacion en pGEM T

Buffer 2X 5 ul
PGEM-T easy vector Iut
E7 (purificado) Jul
T4 DNA ligasa 1 ul
10 ul

1.2. Clonacién bajo la regulacion de un promotor inducible (P,;4). El fragmento liberado
con Sall y EcoRV del pGEMT-E7 se purificé por ¢l sistema Gene clean I, se cloné en
pVE5547 previamente digerido con las mismas enzimas. Este vector contiene la sefial de
secrecion y la de anclaje entre las cuales se fusiond el gen E7. De este vector se obtuvo el
segmento usp45-E7-M6 (1200 pb) mediante una digestion con Bg/ll-Spel y se integrd en el
plasmido pVE3684-trp digerido con las mismas enzimas. De esta manera el segmento usp45-

E7-M6 quedo bajo la regulacidn del promotor inducible (Pp54). La construccion obtenida se

nombro pVE3684-E7.

Reacciones de Digestion

PVESS47 Sul PGEM-E7 5ul
Satl Iul Sall 1 ul
EcoRV I ul EcoRV Tal
Buffer H 5ul Buffer H Sul
Agua 38 ! Agua 38 ul
30 ul 501
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pVESS47-E7 Sul pVE3684-Trp Sul

Bglll I ut Bgill Tyl
Spel I ul Spel It
Buffer H S ul Buffer H Sul
Agua 38 ul Agua 38 ui
50 ul 50 ul

Reacciones de Ligacion.

pVES547 3ul PVE3684-Trp 3 ul
E7 9 ul Usp:E7:CWA 5 ul
Buffer 10X Liul Buffer 10X 1.5 ul
T4 DNA Ligasa Il T4 DNA Ligasa I ul
Agua 0.5 ul Agua 4.5 ul
15 ul 15 ul

I1. TRANSFORMACION

I1.1. Escherichia coli

IL.1.1. Preparacion de células Calcio-competentes. Se reactivé la cepa almacenada a -80° C
en LB agar y se dejd en incubacién 24 hrs, posteriormente se tomo una colonia y se
inocularon 5 ml de caldo LB y se incubd toda la noche a 37°C y 150 rpm. Con 1 ml] de este
cultivo, se inocularon 100 ml de caldo LB y se dejé en incubacién a 37°C y 150 rpm hasta
que alcanzé una DOsso de 0.6, posteriormente se colocd en hiele por 10 min para detener el
crecimiento. Se utilizaron frascos para ultracentrifuga preenfriados y estériles y se centrifugo
a 7000 rpm 5 min a 4°C. Se elimino el sobrenadante y la pastilla celular se resuspendio en 10
ml de una solucidn fria de CaCl, 0.1 M, y se incub6 durante 10 min a 4°C, posteriormente se

centrifugd a iguales condiciones que el paso anterior, se elimind el sobrenadante, se repiti6 el
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lavado con la solucién de CaCl, 0.1 M, finalmente la pastilla se resuspendio en 0.5 ml de

CaCl; 0.1 M y 0.5 ml de glicerol al 50% ambas frias y estériles. Se hicieron alicuotas de 100

ul de bacterias e inmediatamente se almacenaron a -80°C.

I1.1.2. Transformacién. Se tomaron 50 ul de bacterias calcio competentes, se agregaron 5 pl
de los productos de ligacion (p(GEM-E7) y se incub6 en hielo durante 20 min, luego se aplic
un choque térmico a 42°C durante 50 segundos, inmediatamente después se colocé el tubo en
hielo por 2 min, se agregaron 945 pl de medio SOC y se dej6 en incubacién a 37°C y 150 rpm
durante 2 horas, posteriormente se centrifugé por 10 pulsos, para concentrar las células en
aproximadamente 200 pl, se sembraron 100 pl de estas bacterias transformadas sobre placas

LB agar ampicilina 100 pg/ml X-Gal e IPTG, y se incubaron por 24 hrs a 37°C.

11.1.3. Seleccién de Clonas. Se seleccionaron aquellas colonias blancas y grandes que fueron
capaces de crecer en el medio LB ampicilina (100 pg/ml), X-GAL e IPTG. Se tomé una asada
de las colonias obtenidas de la transformacién y se inocularon 3 ml de medio LB ampicilina
(100 pg/ml), se dejaron incubar toda la noche a 37° C, posteriormente se les realiz6 una
extraccion de DNA plasmidico, aquellas clonas que fueron positivas para la presencia de!

plasmido pGEM-E7 fueron almacenadas a —80° C en una solucién de glicerol al 50%.

1L.2. Lactococcus lactis

I1.2.1. Preparacién de células electrocompetentes. Se hizo un preinoculo de la cepa que se
encontraba almacenada a —80°C en 5 m] de medio GM 17 y se incuboé toda la noche a 30°C. Se
tomo 1 100 (2 ml) del cultivo anterior para inocular 222 ml de medio GM17SG y se dej6 en
incubacion hasta alcanzar una ODgy de entre 0.5-0.8 (normalmente 0.6) a 30° C. Una vez

alcanzada la densidad dptica, el medio se reparti6 en 6 tubos de 50 ml y se centrifug6 a 7500
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rpm/10 min a 4° C en una ultracentrifuga BECKMAN Avanti™ J-251 para obtener el paquete
celular. Posteriormente el paquete de células se lavé con 30 ml (cada tubo) de Buffer de
lavado frio. Se descarto el sobrenadante y éste paso se repitid dos veces mas. Después del
ultimo lavado, se eliminé el sobrenadante de los 6 tubos y se dio un lavado final, para
concentrar el contenido de los 6 tubos en uno solo. La pastilla celular se resuspendio
delicadamente en 1 ml de una solucién fria de PEG3300 30% y 10% glicerol. Se hicieron

alicuotas de 100 pL y se almacenaron a —80°C.

I1.2.2. Electrotransfromacion. Se tomaron 100 p! de células electrocompetentes, se
agregaron 10 ul del producto de la ligacion, se transfiri6 a una celda para electroporador (fria)
de 4 mm y se incubd 5 min en hielo. La celda se colocé en el aparato y se aplico un choque
eléctrico bajo las siguientes condiciones: 2500 V, 25 pF y 200 Q en un electroporador BTX
modelo ECM 630. Una vez transcurrido el tiempo del pulso se retir6 la celda y se agregaron
900 pl de GM17, después el contenido de la celda se transfirié a un tubo de 1.5 ml y se dejo
en incubacion 2 hrs a 30° C. Se centrifugd por 2 pulsos en microcentrifuga eppendorf® , se
eliminaron 900 pl de sobrenadante y en ¢l resto se resuspendid bien ¢l paquete celular; se
tomaron 50 pl de esta solucion y se sembrd por extension sobre placas de agar GM17 con

antibiético.

I1.2.3. Seleccion de Clonas. Los vectores utilizados en este trabajo poseen un gen de
resistencia a antibioticos, en el caso de los vectores pVES547, para eritromicina y pVE3684
para cloranfenicol. Por lo tanto se seleccionaron como clonas transformadas aquellas que
fueron capaces de crecer en un medio con eritromicina a una concentracion de 5 pg/ml, 6
cloranfenicol a una concentracion de 10 pg/ml. Se tomo una asada de las colonias obtenidas

de la transformacion y se inocularon 3 ml de medio GM17 con antibidtico; se dejaron incubar
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toda la noche a 30°C, posteriormente se les realizd una extraccién de DNA plasmidico.

Aquellas clonas que fueron positivas para la presencia del plasmido fueron almacenadas a

-80° C en una solucion de glicerol al 50%.

II1. EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO

IIL.1 Aislamiento de DNA plasmidico a pequeila escala

I1L.1.1 Escherichia coli. Se tomaron 2 ml de un cultivo saturado y se centrifugd a 10000
rpm 2 min. la pastilla celular se resuspendi6 en 100 pl de la solucién 1, se agregaron 300 ul de
la solucién 11, se mezcld bien por inversion y posteriormente se agregaron 200 ul de la
solucion I para formar un precipitado blanco, el cual se separd y eliminé mediante una
centrifugacién a 14000 rpm/8 min, el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo, se agregé 1
volumen de isopropanol y 1/10 de la solucién 11, luego se centrifugd a 14000 rpm/8 min, la
pastilla se lav6 con | ml de Etanol 70% y finalmente el DNA se resuspendid en 30 pi de agua

estéril, ademas de 5 pl de RNAasa 10 mg/ml.

11L.1.2. Lactococcus lactis. Se obtuvo €l precipitado de 2 ml del cultivo mediante una
centrifugacion a 14000 rpm/5 min a 4°C. Se descarté el sobrenadante, la pastilla se
resuspendié en 200 p! de la solucion IL y se incubd 30 min a 37°C. Se agregaron 200 ul
solucion IIL y se agitdé muy ligeramente con vortex. Se precipitaron las proteinas al afiadir
200 pl de solucion IIIL y se centrifugd nuevamente a 14000 rpm/15 min a 4°C. El
sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y se adicionaron 500 pl de solucién IVL, se mezclo
con ayuda de un vortex y se centrifugé a 14000 rpm/10 min a 4°C. Inmediatamente después el
sobrenadante se recuperé en un tubo nuevo; para precipitar el DNA se adiciond 1/10 (45 ul)
de solucién IIIL v 1 volumen (450 pul) de [sopropanol, se mezcld por inversion y se centrifugd

a 14000 rpm/15 min a 4°C. Se desecho el sobrenadante y se realizé un lavado de la pastilla
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con una solucion fria de etanol al 70%. Se dejé secar el DNA y se resuspendi6 en 20 i de

buffer TE con 5 nul de RNAasa 10 mg/ml.

ITL.2 Aislamiento de DNA a mediana escala

Se utilizo el Kit Wizard® Plus Midipreps de Promega, con todas sus especificaciones, solo se
hizo una modificacién para las células de Lactococcus lactis en las cuales la solucién de
resuspension celular del Kit, se sustituy6 por una solucién de Lisozima a 10 mg/ml con la

finalidad de eliminar la pared celular.

IV. DETERMINACION DE LA EXPRESION DE E7 SOBRE LA PARED DE
Lactococcus lactis.

IV.1. Preparacion de Extractos

1V.1.1 Extractos Totales. Se inocularon 3 ml de medio GM17 cloranfenicol con 20 pl de la
cepa almacenada en glicerol a -80°C, y se dej6 en incubacion a 30°C toda la noche. Al dia
siguiente se tomaron 100 pl de estas bacterias para inocular 5 ml de medio de cultivo nuevo,
se dejé en incubacion a 30°C hasta que alcanzaron una DOgg de entre 0.4-0.5, a esta DO se
realizé la induccién con 10 ng/ml de nisina en aquellas cepas que poseen el promotor
inducible con nisina y se incubd durante 1 hora mas (en este tiempo las bacterias alcanzaron

una DOgqp de entre 0.9-1 y se comenzaron a procesar).

Para obtener los extractos totales de 2 fracciones correspondientes a fraccion celular y
fraccion medio de cultivo (sobrenadante) se procedid de la siguiente manera. Se centrifugaron
2 ml de cultivo a 14000 rpm/3 min a 4°C, la pastilla celular se resuspendié en 50 x DO de
TES-LM, 5 pl de PMSF 1| M mas 1 pl de DTT 100 mM y se incubd 30 min a 37°C,

posteriormente se afiadié 172 del volumen anterior de SDS al 20% se mezclé muy bien con

51



vortex durante 1 min y se afiadié 1 volumen de DTT-LB. Ademas de 5 pl de PMSF 1 M, a
esta fraccion se le nombré fraccion citopldsmica, y se mantuvo a -20°C hasta su uso, sin que
éste excediera 72 horas. El sobrenadante se filtré a través de filtros Millex-GS de 22 pm
(Milipore), se recuperarcn 1.4 ml del sobrenadante filtrado, se agregaron 100 pl de TCA al
100% vy se incubé en hiclo durante 15 min para precipitar las proteinas; posteriormente s¢
centrifugd a 14000 rpm/15 min a 4°C, la pastilla proteica obtenida se resuspendi6 en 25 pl de
NaOH (50 mM) mas 1 volumen de DTT-LB y 5 pl de PMSF 1 M, esta fraccién se nombré

sobrenadante y se mantuvo a -20°C hasta su uso, sin que éste excediera 72 horas.

IV.1.2 Separacion en tres fracciones. Se procedio igual que para la preparacion de extractos
totales, hasta el paso de obtener la pastilla celular y el sobrenadante de 2 ml de cultivo. La
fraccion del sobrenadante se procesd exactamente igual que en la obtencidon de extractos
totales. El paquete celular se resuspendio en 500 pul de TES-LM, 5 pl de PMSF | M mas 1 pl
de DTT 100 mM y se incubd 1 hora a 37°C, trascurrido este tiempo se centrifugéd a 14000
rpm/15 min a 4°C. De aqui se separaron dos fracciones, la correspondiente al citoplasma
(precipitado) y la pared celular (fase acuosa). El precipitado se lavé con 100 ul de TES, para
luego resuspenderse en 100 pl X DO de TE y 5 ul de SDS al 20%, ademds se agregé 1
volumen de DTT-LB mas 5 pl de PMSF 1 M. Esta fraccion se nombré citoplasmica y se
mantuvo a -20°C igual que las anteriores. La fase acuosa se recuper$ en un tubo nuevo y se
afladieron 40 pl de TCA al 100% y se incubé en hielo durante 15 minutos, para
posteriormente centrifugar a 14000 rpm/15 min a 4°C. El precipitado se resuspendio en 20 X
DO de NaOH 50 mM mas 1 volumen de DTT-LB; esta fraccion se nombrd pared celular e

igualmente se mantuvo a -20° hasta su uso.
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IV.1.3.Separacion en cuatro fracciones. Para este fin, las fracciones correspondientes a
sobrenadante y pared celular, fueron procesadas como se describidé con anterioridad. La
fraccion citoplasmica se recuperd después de centrifugar el producto de la lisis con TES-LM
(en este caso el precipitade se resuspendi6 en 500 pl de agua y se aplicaron 4 ciclos de
congelacion descongelacion en nitrégeno liquido), posteriormente se centrifugé a 14000
rpm/435 min y la fase acuosa se transfirié a otro tubo. Se agregaron 100 pl de TCA al 100% y
se incubd en hielo 10 min, para luego centrifugar a 14000 rpm/15 min a 4°C. La pastilla se
resuspendid en 50 X DO de TE, mas 5 pl de PMSF | M, y 1 volumen de DTT-LB, esta
fraccidn se nombrd citoplasma. El precipitado obtenido después del tratamiento de
congelacion, se resuspendio en 250 pl de agua y 50 pl de TCA al 100% e incubado 15 min en
hielo, se centrifugé a 14000 rpm/15 min a 4°C, para después resuspender en 50 x DO de TE,
20 pl de SDS 20%, 1 volumen de DTT-LB, mas 5 pl de PMSF 1 M; esta fraccién se nombrd

membrana.

1V.2. SDS-PAGE
Se prepararon geles al 10 y 12% con una solucién de Acrilamida/Bis 19:1 al 30% de BIO-
RAD. Se utilizd una camara de electroforesis vertical de Owl, bajo las siguientes condiciones

de migracién: 80 V para el gel concentrador y 100 V (20 mA) para el gel de resolucion.

IV.3. Transferencia

Después del corrimiento el gel se incubd 5 min en Buffer de Transferencia, el papel filtro
3MM se saturd en el mismo buffer, se utilizaron membranas PVDF (ROCHE), las cuales
primero se trataron con metanol y posteriormente se incubaron en el buffer. Se utilizd una

camara de transferencia semi-seca de Owi, modelo HEP-1. La transferencia se realizo bajo las
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siguientes condiciones: 2 hrs 14 V, 200 mA y 2 W para una membrana de 40 cm’, con una

fuente de poder Thermo EC, modelo EC500-90.

IV.4 Western Blot

La membrana se retir6 de la cAmara y se transfirid a un recipiente con 30 ml de la solucién
bloqueadora, en la cual se incubé | hr a temperatura ambiente. Se retiré la solucion
bloqueadora, se agregd el primer anticuerpo anti-E7 ED17 (Santa Cruz) a una dilucion 1:500
en TBS-Tween-leche 2% y se incubd toda la noche a 4°C.

El primer anticuerpo se retir6 y se almacen6 a —20°C, la membrana se lavé tres veces con
TBS Tween, con periodos de incubacién de 15 min cada lavado. Después del dltimo lavado se
afiadid Proteina G unida a fosfatasa alcalina, a una dilucion 1:1000 en TBS-Tween-Leche 2%,
y se incubd 1 hr a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo la membrana se lavod
nuevamente en 3 ocasiones con TBS-Tween, ademas se realizé una incubacion de 10 min en
20 ml de Solucién Diluyente del Sustrato. Para desarrollar la reaccion se utilizé el reactivo
quimioluminiscente CDP-Star ®, la membrana previamente escurrida se incubd 5 min en esta
solucidn, se elimind el exceso, y se realizd la exposicién de 5 min a una pelicula para

diagnostico T-Mat® G/RA de Kodak.

IV.5 Inmunofluorescencia

De un preinoculo con las cepas recombinantes en GM17 cloranfenicol, se tomaron 100 pl del
cultivo saturado e inoculamos 5 ml de GM17 cloranfenicol, se dejé en incubacién hasta una
DOggo de 0.4, y se realizd la induccion con 10 ng/ml de nisina; después de 1 hora mas de
incubacién se registré nuevamente la DO. El paquete celular obtenido (DOggo 0.7) por
centrifugacion (5000 rpm/2 min), a partir de 2 ml de cultivo, se resuspendié en | ml de una

solucién PBS-BSA 3% que contenia €l primer anticuerpo anti-E7 ED17 de Santa Cruz a una
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dilucion de 1:500. Se dejo en incubacion toda la noche a temperatura ambiente con
movimiento. Al siguiente dia se centrifugd (5000 rpm/2 min) para retirar el anticuerpo y se
hicieron 5 lavados con 500 pl de PBS —Tween 0.05%, luego se agregaron 100 pl de una
dilucién 1:50 en PBS-BSA 3% del segundo anticuerpo anti-IgG raton conjugado (Alexa-
Fluor) y se incubé cubierto de la luz a temperatura ambiente toda la noche con movimiento.
Se realizaron 3 lavados con PBS-Tween 0.05%, finalmente las células se resuspendieron en
30 ul de PBS X, se realizd un frotis con 10 pl, se fijo a la flama de mechero, y se observé la
fluorescencia color rojo en un microscopio confocal. Como control negativo de la reaccion se
utilizd la cepa silvestre (MG1363). Debido a que existe la posibilidad de una reaccién
inespecifica, se utilizd también un control de la cepa productora de E7

(NZ9000/pVE3684:E7) sin primer anticuerpo (ED17).

[V.6. Determinacion de la concentracién de E7 en cepas productoras

Para determinar la produccion de E7 en la bacteria recombinante construida se realizé una
comparacidn con una cepa que ¢s capaz de secretar E7 al medio de cultivo (pSEC-E7) y de la
cual se conoce la cantidad de produccion [75]. Se realizé un extracto total de la cepa
productora, y de la cepa pSEC-E7. Posteriormente se realizé un Western Blot con la fraccion
citoplasmica de la cepa productora de E7:M6 y con el sobrenadante de la cepa pSEC-E7. La

comparacion de la produccion se realizé por densitometria con el equipo UVP.

V. EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL CONTRA E7 EN
RATONES

V.1. Preparacién de células

Se cultivaron las células en 20 ml de GM17-cloranfenicol hasta una DOgyo de 0.5, se agregd

nisina a una concentracion de 10 ng/ml y se dejd incubar hasta una DOgoo de 1.0. Se
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centrifugd a 7500 rpm para recuperar la pastilla, y se hicieron 3 lavados con PBS, finalmente

las células se resuspendieron en 200 pl de PBS.

V.2. Inmunizacion

Grupos de 5 ratones C57BL/6] hembras de entre 5-8 semanas de edad fueron parcialmente
anestesiados con Xilacina via intramuscular. Se tomaron 20 pl (1X10° células) de las
bacterias productoras de E7 (NZ9000/pVE3684:E7) con una micropipeta y se aplicaron 10 pl
en cada nostrilo, gota a gota y esperando que se absorbiera bien. De igual manera fueron
inmunizados los ratones control con una cepa de Lactococcus lactis que porta el plasmido

pVE3684, asi como con la cepa silvestre (MG1363).

V.3. Obtencion de suero

Se obtuvo sangre por via retroorbital 7 dias después de la ultima inmunizacién y se separ6 el

suero, el cual se almacené a -20°C hasta su uso.

V.4. Western Blot. Se realizaron extractos proteicos totales de la cepa productora de E7
(NZ9000/pVE3684:E7), y de la cepa silvestre (M(G1363) como control negativo; se utilizaron
las fracciones citoplasmicas de estas cepas para realizar el Western Blot, en el cual se prob¢ el
suero de los ratones inmunizados como primer anticuerpo. Como medida confirmatoria se
realizaron extractos totales de la cepa BL21:GST:E7 vy la cepa BL21:GST de igual forma
mediante un Western-Blot con el suero de los ratones inmunizados como primer anticuerpo se

analizé la respuesta inmune de tipo 1gG.
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VI. EVALUACION DE CITOCINAS RELACIONADAS CON LA RESPUESTA
INMUNE CELULAR

VI.1. Obtencion de células de bazo

Siete dias después de la altima inmunizacion los ratones fueron sacrificados por dislocacion
cervical. Bajo condiciones de esterilidad se obtuvo el bazo, se le agregd 1 ml de medio de
cultivo AIM-V (GIBCO), para ser perfectamente macerado, posteriormente las células fueron
transferidas cuidadosamente a un tubo estéril de 15 ml con 1 ml de HISTOPAQUE (SIGMA),
y se centrifugd a 2500 rpm/25 min para separar las células mononucleares mediante un
gradiente de densidad. La fase blanca (c€lulas mononucleares) se recuperd y transfirié a un
tubo estéril de 1.5 ml, se realizaron 2 lavados con 500 pl de AIM-V, y finalmente se

resuspendieron en 500 pl del mismo medio y se hizo un conteo de las células con azul tripano.

VI.2. CULTIVO DE CELULAS

Se utilizaron cajas de cultivo con capacidad de 2 ml por pozo, a cada pozo se agregaron
2X10° células, Los tratamientos aplicados fueron los siguientes: (1) 50 pl de
Fitohemaglutinina, (2) 50 ul de agua estéril y (3) 2 pg de péptidec E7 (RAHYNIVTF). Se
completd a un volumen de 2 ml con medio AIM-V y se dejo 24 hrs en incubacidn a 37°C con

una atmosfera de CO; al 5%.

VL3. ELISA

Se tomaron 1.5 ml de cultivo, el cual se centrifugdé a 5000 rpm/10 min, el sobrenadante se
transfirio a un tubo nuevo y se almacend a -20°C hasta su uso. La determinacién de INF-y e
IL-2 se realizd mediante un ELISA con los Kit's mouse INF-y y mouse IL-2, de R&D

Systems con todas sus especificaciones.
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RESULTADOS

Con el propésito de fusionar el gen E7 por su extremo 5° con los primeros 154 pb de la sefial
de secrecion de la proteina Usp45 de Lactococcus lactis, y por su extremo 3° con un segmento
de 570 pb de la proteina M6 de Streptococcus pyogenes, correspondiente a la seiial de anclaje
a pared celular, se disefid un par de oligonucleotidos en los cuales se agregaron dos sitos de
restriccidon Sall y EcoRV para facilitar el proceso de clonacion. Ademds fue necesario
modificar el coddn de paro y el de inicio de la traduccidn del gen E7 como se indica en la

Tabla 6, para lograr fusionar en fase de lectura todo el gen E7.

Tabla 6. Representacion de las secuencias de los genes E7, M6 y Uspd5.

E7 5'-ATGCATGGA...........CCA-3’
Usp4s 5-AAACAAGATGCGGTCGAC-3’
M6 5-GAGATATCGCTAGCTTTAGAA..........-3

Usp45-E7-M6 5"-CAAGATGCGGTCGACCATGGA...........CCAGAGATATCGCTAGCT...- 3"

Los sitios de restriccion Safl y EcoRV se encuentran subrayados.

Secuencia del gen E7 (Gene Bank, gi|4927719:562-858):

ATGCATGGAGATACACCTACATTGCATGAATATATGTTAGATTTGCAACCAGAGACAACTGATCTCTACTGTTAT
GAGCRAATTARATGACAGCTCAGAGGAGGAGGATGAAATAGATGGTCCAGCTGGACAAGCAGAACCGGACAGAGCC
CATTACAATATTGTAACCTTTTGTTGCAAGTGTGACTCTACGCTTCGGTTGTGCGTACAARAGCACACACGTAGAC
ATTCGTACTTTGGAAGACCTGTTAATGGGCACACTAGGAATTGTGTGCCCCATCTGTTCTCAGRAACCATAA

Secuencia del gen M6 (Gene Bank, gi 153699|gb|M11338.); la secuencia incluida en el vector

pVES547 se encuentra marcada:

GATCTAGAAGAGAT TGAAAAACAGTATGATGTCATCGTGACAGATGTTATGGTAGGARAAAGCGATGAGT TAGAR
ATTTT TITTTCTACARAATGATTCCAGARGCGATTATTGACAAGCTCAATGTGTTTTTAARCATCAGCTTTGCA
GACAGCTTGGCCACTAGAGCARACCCATCCAAGAACCCCTTGGACTTTCATCGCARAGAGCTTACCTTTACCCAC
TCCCCCCAACAACGTTTTGCACGCCCCCCCCGCACGAAGTTAGACAGCCTAGCCGCAGARAACTCAAARACAGATT
CATCATTAATAGCATTTAGGTCAAAAGTGGCAARAGCTAAAAARGCTGGTCTTTACCTITTGGCTTTTATTATTT
ACAATACAATTATTAGAGTTAAACCCTGAAARTGAGGGETTTTTCCTAAAAAATGATAACATAAGGAGCATAARAA
TGGCTAARAATAACACGAATAGACACTATTCGCTTAGARAATTAAAAAARGGTACTGCATCAGTAGCAGTGGCTT

58



TGAGTGTARTAGGGGCAGGATTAGTTGTCAATACTAATGARGTTAGTGCAAGAGT GTTTCCTAGGGGGACGGTAG
AAAACCCGGACARAAGCACGAGRACTTCTTARCAAGTATGACGTAGAGAACT CTATGTTACAAGCTAATAATGACA
AGTTAACRACTGAGAATAATAACTTARCAGATCAGAATARAAAACTTAACAACTGAGAATAAAAACTTAACAGATC
AGAATARAAACTTARCAACTGAGRATARAAACTTRACAGATCAGAATARARAACTTAACARCTGAGAATAAGGAGT
TARARGCTGAGGAGARTAGGTTAACAACTGAGAATAAALGGTTAACTARAARGT TGAGTGRAGCTGAAGAAGAAG
CAGCAAATAAAGAGCGAGRAAATAAAGAAGCCATTGGTACCCT TAARARAACCTTGGATGAGACAGTARRAGATA
AAATTGCTAAGGAGCAAGAAAGTAAAGARACCATTGGTACCCTTAARARARACCTTGGATGAGACAGTAARAGATA
AAATTGCTAAGGAGCAAGARAGTAAARGAAACCATTGGTACCCTTAARARAACCTTGGATGAGACAGTARRAGATA
ARATTGCTAAGGAGCAAGARAGTAAAGARACCATTGGTACCCTTARAAAAATCTTGGATGAGACAGTARARRGATA
ARAATTGCGAGRAGAGCAARABAGTAAACARGACATTGGTGCCCTTAAACAAGAATTAGCTAAARRAGATGAAGGAA
ACRRAGTTTCAGAAGCAAGCCGTAAGGGTCTTCGCCGTGACTTGGACGCATCACGTGAAGCTARGRAACRGGTTG
AAAAAGATTTAGCAAACTTGACTGCTGAACTTGATAAGGTTAAAGARGARAAACARAT CTCAGACGCAAGCCGTC
AAGGTCTTCGCCGTGACTTGGACGCATCACGTGAAGCTAAGAAACRAGT TGAARARGCTTTAGRAGAAGCARACA
GCARATTAGCTGCTCTTGABAARACTTARCAAAGAGCTTGAAGAAAGCAAGAAAT TAACAGAAAARGARRAAGCTE
AGCTRCAAGCARAACTTGAAGCAGARGCAAARAGUACTCEAAGAACARTTAGCGARACAAGCTGRAGAACTTGCAA
BRACTARGAGCTGGAAARGCATCAGACTCACAARCCCCTIGATGCARARCCAGGAARCRAAGTTGTTCCAGGTAAAG
GTCAAGCRCCACAAGCAGGTACARAAUCTAARCCAAARCARAGCACCAATGAAGGAARCTARGAGACAGTTACCAT
CAACAGGTGAAACAGCTAACCCATTCTTCACAGCGGCAGCCCTTACTGTTATGGCAACAGCTGGAGTAGCAGCASG
TTGTAAARCGCAAAGAAGRAAACTARGCTATCACTITGTAATACTGAGTGRACATCRAAGAGAGAACCAGTCGGTT
CTCTCTTTTATGTATAGRAAGRATGAGAT TARGGAGETCACAAACTARACARCTCTTAAAARAGCTGACCTTTACTA
ATARTCGTCITTITTTTATAATARAGATGTTAATAATATAATTGATAAATGAGATACATTTAATGATTATGACAA
AAGCAAGAARA

Sccuencia de la proteina de secrecién Usp4d5 (Gene Bank, gil149524|gbM60178.1); la

secuencia sefial incluida en el vector pVES5547 se encuentra marcada;

GTGTTTTGTAATCATARAGAAARTATTAAGGTGGGGTAGGAATAGTATAATATGTTTATTCAACCGAACTTAATGS
GAGGAAAAATTAAALNAAGRACAGTTATGAAARAARRGATTATCTCAGCTRATTTTAATGTCTACAGTGATACTTTC
TGCTGCAGCCCCGTTGTCAGGTGTTTACGCTGACACARACTCAGATATTGCTRARCARGATGCGACARATTTCARG
CGCGCRATCTGCTAAAGCACAAGCACRAGCACAAGTTGATAGCTTGCAATCARARGTTGACAGCTTACAACRAAR
GCARACAAGTACTARAGCACAAATCGCTAARATCGARAGCGRACTGRAAGCACTTAATGCTCAAARTTGCTACTTT
GAACGARAAGTATCARAGAACGTACAAAGACATTGGAAGCTCAAGCACGTAGTGCTCAAGTTAACAGCTCAGCAAC
ARATTATATGGATGCTGTTGTTAATTCAABATCTTTGACAGATGTTATTCARARAGTRACAGCTATTGCTACTGT
TTCTAGTGCCAACAARACAAATCTTGGAACARCAAGAARRAGAGCARAAAGAGCTTAGCCAAAAGT CAGARARCTGT
TAAAAAGARCTACAACCAGTTCGTITICTCTTTCACAAAGTTTGGATTCTCAAGCTCAAGAATTGACTTCACAACA
AGCTGAACTCARAGTTCCGACTTTGRACTATCAAGCAACARTTGCAACTGCGCARGATARAAAACAAGCTTTATT
AGATGAAARAGCAGCTGCAGAARAAGCAGCTCARGAAGCAGCTAAARAACARGCGGCTTATGAAGCTCAACAARA
AGAAGCAGCACAAGCACAAGCAGCTTCAACAGCAGCAACTGCTAAAGCTGTAGRAGCAGCAACTTCATCAGCTTC
TGCTTCATCTAGTCAAGCTCCACAAGTAAGTACAAGCACTGATAATACARCATCARATGCTAGTGCCTCARACAG
TTCTAATAGTTCATCARACTCARGTTCAAGTTCTAGCAGTTCATCAAGCT CAAGCTCAAGCTCAAGTAATTCTAA
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TGCTGGTGGGRATACAAAT TCAGGCACTAGTACTGGAAATACTGGAGGAACAACTACTGGTGGTAGCGGTATARA
TAGTTCACCAATTGGAAARTCCTTATGCTGGTGGTGGATGTACTGACTATGTATGGCAATACTTTGCTGCACAAGS
AATTTATATCAGAAATATCATGCCTGGTAATGGTGGACAATGGGCTTCTAATGGACCTGCCCAAGGCGTGCTCCA
TGTTGTAGGAGCTGCTCCTGGTGTTATCGCATCAAGCTTCTCAGCTGATTTTGTTGGATATGCAAACTCACCTTA
CGGTCACGTAGCTATTGTARAATCAGTTAATTCAGATGGTACAATTACTATCAAAGAAGGCGGATATGGTACAAC
TTGGTGGGGACATGAACGTACTGTAAGTGCGTCTGGTGTTACTTTCTTGATGCCARACTAGARAAARAGTCTTAAT
ARATARAARATAGTGCTTTGATAGTGGGGAATAATTTTCCTTCTGTCAAATCATTTTTTATTATTGTGGTATAAT
AATRAGGAAARATGATA

Oligonucledtidos diseiiados:
E7/8all 5" -AGTCGACCCATTGCATGGAGATACACCTACATTG-3"

E7/EcoRV 5'-CGATATCTCTGGTTTCTGAGAACAGATGGGGCA-3’

AMPLIFICACION DEL GEN E7

Con los oligonucledtidos disetiados, se logré amplificar por PCR un segmento de 315 pb del

plasmido pCDNA3ET (Figura 10).

315pb — >

Figura, 10. Amplificacién del gen E7.
Se obtuvo por PCR el gen E7 a partir
del plasmido pCDNA3E7 y se analizd
en gel de agarosa 1%. Carriles 1-3, 5y 6
plismidc pCDNAJE7;, camil 4,
Marcador de peso molecular 1 Kb, carril
7, control negativo.

CLONACION EN pGEM T*
La banda correspondiente al gen E7 se separé y purificé por el sistema Gene Clean Il.

Posteriormente se realizd una ligacion con el pGEMT (Figura 11), el DNA plasmidico de las
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clonas seleccionadas se digiri6 con Sall y EcoRV para comprobar la presencia del inserto

(Figura 12).
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Figura 11. Mapa del vector pPGEM-T utilizado para clonar el producto de PCR de E7.
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Figura 12. Caracterizacion de clonas
recombinantes pGEMT-E7. Andlisis de
resiriccién de las clonas producto de la
ligacién pGEMT-E7. Carril 1, Marcador de
peso molecular 1 Kb; carriles, 2, 4-6, clonas
con inserto E7; carril 3, clona sin inserto.
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