CONSTRUCCION DE UN VECTOR RECOMBINANTE PARA LA EXPRESION DE
E7 EN SUPERFICIE

Con la finalidad de tener una mayor concentracién del plasmido pGEMT-E7, se realiz6 un
aislamiento a mediana escala de la clona seleccionada para posteriormente digerir con Sall y
EcoRV y purificar el segmento por el sistema Gene Clean I1. Se realizé la ligacién del

segmento de E7 purificado con ¢l plasmido pVE5547 digerido con Sall y EcoRV (Figura 13),

Nuc A

Figura 13. Mapa del vector de expresién pvES547,

mediante esta digestion se elimina el gen NucA del vector y en su lugar se puede clonar en

fase de lectura el gen E7 (Figura 14).
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Figura. 14, Caracterizacién de los plasmidos usados.
Andlisis de restriccidn de los vectores pGEMT-E7 y
pVE5547. Carril 1, pGEMT-E7 digerido con
SalllEcoRV: carril 2, pVE5S547 digerido con
Sall/EcoRV; carril 3, Marcador de peso molecular 1 Kb.

Una vez clonado el gen E7 en el plasmido pVE5547, se realizé una digestion con Bg/ll y
Spel para liberar el segmento de 1.2 Kb correspondiente a Usp45-E7-M6, el cual tambicn se
purificé por el sistema Gene Clean I1, para ser ligado en el vector pVE3684-Trp previamente
digerido con las mismas enzimas, de esta manera el segmento Usp43-E7-Mé6 quedo bajo la

regulacién del promotor inducible Pn4 (Figura 15).

>

PnisA ?
I I L

Usp4s E7 M6

Figura 15. Sistema para la expresion inducible de
E7. P,.. Promotor inducible por nisina; Usp4d3.
Secuencia sefial de la proteina Usp43: E7. Gen E7 y
Me. Secuencia de anclaje de la proteina M6.

Una vez comprobada la clonacién del segmento Usp43-E7-M6 dentro del vector pVE3684-
Trp. mediante la digestion con Bglll y Spel (Figura 16), el plasmido recombinante sc

caracterizé por secuenciacion (Figura 17).
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Figura. 14, Caracterizacion de los ptasmidos usades,
Analisis de restriccion de los vectores pGEMT-E7 y
pVES547. Carril 1, pGEMT-E7 digerido con
SalllEcoRV:, carril 2. pVES5547 digerido con
Sall/ EcoRV; carril 3, Marcador de peso molecular 1 Kb.

Una vez clonado el gen E7 en el plasmido pVE5547, se realizé una digestion con Bglll y

Spel para liberar el segmento de 1.2 Kb correspondiente a Usp45-E7-M6, el cual también se

purificé por el sistema Gene Clean II, para ser ligado en el vector pVE3684-Trp previamente

digerido con las mismas enzimas, de esta manera ¢l segmento Usp45-E7-M6 quedé bajo la

regulacion del promotor inducible Py, (Figura 13).

P nisA

—»

Usp45 E7 M6

Figura 15. Sistema para la expresion inducible de
E7. P,.. Promotor inducible por nisina; Uspd5,
Secuencia sefial de la proteina Usp45; E7, Gen E7 ¥
M6. Secuencia de anclaje de la proteina M6,

Una vez comprobada la clonacion del segmento Usp45-E7-M6 dentro del vector pVE3684-

Trp. mediante la digestion con Bg/ll y Spel (Figura 16), el plasmido recombinante se

caracterizé por secuenciacion (Figura 17).
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3Kb

1.2Kb

Figura. 16. Caracterizacién del vector recombinante
PVE3684-E7. Anilisis de restriccion  del plismido
pVE3684-E7. Carril 1. pVE3684-E7 dig. Bglll/Spel;
carril 2, pVE3684-E7 no digerido. M. Marcador de peso
molecular 1 Kb.
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Figura 17. Mapa del vector recombinante para le expresion de E7 en superficie de Lactococcus lactis.

Lactococcus lactis ES CAPAZ DE EXPRESAR LA PROTEINA E7

La expresion de la proteina E7 se comprobd mediante un ensayo de tipo Western blot con los
extractos proteicos de la cepa construida (Figura 18). La proteina E7 fue localizada solo en la
fraccion citopldsmica de la bacteria recombinante, en donde se pueden observar 3 bandas bien
definidas correspondientes a los 3 estados de la proteina. La banda mayor de

aproximadamente 38 kDa corresponde al pro-péptido Usp43-E7-CWA, la segunda banda de
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aproximadamente 32 kDa representa el estado de la proteina después del corte de la Usp45,
(E7-CWA), la banda mas pequefia (26 kDa) tiene el tamaiio esperado para la proteina E7-
CWA/ después del corte por la sortasa (Figura 19) lo que permitiria la unién a la pared
celular (Figura 8 y Figura 9).

NZ23000
NZ9000 pPVE3884-E7

- + . +
CPS CPS CPS cC P S§

ol

66kDa —
Bhba — ~ <4— 38kDa
36kDa —
-
29kDa —
24kDa — -

Figura 18. Produccion de E7 en Lacfococcus lactis. Se
analizaron por Western Blot muestras de cultivos inducidos
(+) vy no inducidos (-) de la cepa recombinante de
Lactococcus lactis para producir E7 en superficie
(NZ9000/pVE3684-E7) asi como de la cepa silvestre
(NZ9000).

CUANTIFICACION DE LA PRODUCCION DE E7 POR Lactococcus lactis

Para determinar la cantidad de produccién de la proteina E7 por la cepa recombinante
construida (NZ9000/pVE3684-E7) se realizo un ensayo de comparacion por densitometria
con la cepa de referencia pSEC (Figura 19) la cual tiene una produccién de ~5 mg/L. Con
este procedimiento se logrd determinar que la produccion de E7 por la cepa

NZ9000/pVE3684-E7 es de ~7.6 mg/L.
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Figura. 19. Cuantificacion de E7 mediante Western blot. Carril 1, fraccion citoplasmica de
la cepa productora de E7 (NZ9000/pVE3684-E7); carril 2, fraccion sobrenadante de una cepa
de referencia productora de E7 (pSEC). M, Marcador de peso molecular.

EXPRESION DE LA PROTEINA E7 EN LA SUPERFICIE DE Lactococcus lactis

Debido a que no fue posible localizar la proteina E7 en la fraccion correspondiente a la
pared celular, se utilizé un ensayo de inmunofluorescencia indirecta en la cual el primer
anticuerpo fue dirigido contra la proteina E7 (ED17) y como segundo anticuerpo el anti-
IgG de raton (Alexa-Fluor). Los resultados se presentan en la Figura 20. Analisis por
microscopia confocal revelan que las células que fueron incubadas con el anti-E7 y el
segundo anticuerpo marcado emiten una clara sciial de fluorescencia (Figura 20A),
mientras que aquellas que fueron incubadas solo con el segundo anticuerpo no presentaron
sefial, indicando que efectivamente se estan marcando aquellas células que tiene el anti-E7

unido a su superficie (Figura 20B). Como control negativo se incluyé una cepa silvestre de

Lactococcus lactis (Figura 20C).



(A)

(B)

©)

Figura 20. Deteccion de E7 en la superficie de Lactoceccus lactis por inmunofluorescencia. Panel
derecho: micrografias de inmunofluorescencia de la cepa recombinante de Lactococcus lactis tratadas con
anti-E7 y anti-IgG Alexa Fluor (A); cepa recombinante tratada iinicamente con el anti-IgGG Alexa Fluor (B) y
cepa silvestre de Lactoeoccus lactis tratada con anti-E7 y anti-IgG Alexa Fluor (C). Panel izquierdo:
micrografias en campo claro. Magnificacion 100X.



LA BACTERIA RECOMBINANTE CONSTRUIDA ES CAPAZ DE INDUCIR LA
PRODUCCION DE ANTICUERPOS

Cuando se logré comprobar la presencia de la proteina E7 sobre la superficie de
Lactococcus lactis se inmunizaron grupos de 5 ratones intranasalmente a tres dosis con
1X10° células. Siete dias después de la iltima inmunizacién se obtuvo sangre por via
retroorbinal, de donde se aisld el suero para realizar los ensayos de determinacién de
anticuerpos contra E7. Primero se ensayd contra la fraccion citoplasmica de la cepa
expresando E7 (NZ9000/pVE3684-E7) y de la cepa silvestre (NZ9000) (Figura 21). Este

resultado muestra una banda de reaccion correspondiente al tamafio esperado.

Figura 21. Deteccién de anticuerpos anti-E7 por Western Blot en suero de
ratones inmunizados con Lactococcus lactis expresando E7 en su superficie.
A, Anticuerpo ED17. B, Suero de ratones inmunizados. (+) Fraccion
citoplasmica de wuna cepa de Lactococcus lactis expresando E7
(NZ9000/pVE3684-E7); (-) Fraccidén citoplasmica de una cepa silvestre
NZ9000.

Como medida confirmatoria, se realizé un segundo Western Blot utilizando extractos
totales de la cepa BL21 productora de una proteina de fusién GST:E7. En la Figura 22 se
logra observar la reaccién de los anticuerpos contra E7 presentes en el suero de los ratones

inmunizados con la cepa productora.
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Figura 22. Deteccién de anticuerpos anti-E7 por
Waestern Blot en snero de ratones inmunizados con
Lactococcus lactis expresando E7 en su superficie. A,
Suere de ratones inmunizados con la cepa control
(NZ9000/pVE3684). B, Suero de ratones inmunizados
con la cepa productora de E7 (NZ9000/pVE3684-E7).
(+) Extracto proteico de una cepa de Escherichia coli
sobreproductora de E7 (BL21/GST:E7); (-) Extracto
proteico de una cepa control (BL.21/GST).

LA ADMINISTRACION NASAL DE LA BACTERIA RECOMBINANTE INDUCE
LA PRODUCCION DE INF-y

Con el objetivo de determinar ¢l efecto de la administracion de la cepa productora de E7
(NZ9000/pVE3684-E7) sobre la respuesta inmune de tipo celular, se monitoreé la
induccion de dos importantes citocinas relacionadas con este tipo de respuesta, las cuales
son INFy ¢ IL-2. Para este ensayo los ratones inmunizados fueron sacrificados a los 7 dias
después de la vltima inmunizacidn, las células de bazo fueron cultivadas en presencia del
péptido comercial de E7 RAHYNIVTF (SIGMA-GENOSYS), 6 PBS como control, para
posteriormente analizar la produccién de las citocinas con un Kit comercial.

La grafica de la Figura 23 muestra los resultados de la induccién de IL-2. No se observéd
una diferencia significativa entre la produccién de IL-2 por células de bazo de ratones

inmunizados con la cepa control y aquella que porta el plasmido con el gen E7.
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Figura 23. Induccién de IL-2 por Lactococcus lactis expresando E7 en su superficie, Células de
bazo de ratones sin inmunizar (N.I), inmunizados con un Lactococcus lactis control
(NZ9000/pV3684) y con el Lactococcus lactis expresando E7 en su superficie (NZ9000/pV3684E7)
fueron reestimuladas in vitre con solucion salina (PBS) 6 con un péptido sintético de E7 (E7).
Respecto a la induccion de INF-y, se observa un aumento considerable en la produccion de esta
citocina entre los ratones inmunizados con la cepa control y aquellos que fueron inmunizados con

la cepa productora de E7 (Figura 24), lo cual indica que la cepa recombinante construida es capaz

de inducir la produccion de INFy cuando es administrada nasalmente.

12
= ON.I. /PBS
s 8
2 BN.I/E7
s DNZ9000/pV3684/PBS
E B NZ9000/pV3684/E7
P 4 [NZ9000/pV3684E7/PBS
w
z B NZ9000/pV3684E7/E7
0

Figura 24. Induccién de INF-y por Lactococcus lactis expresando E7 en su superficie. Células de bazo de ratones
sin inmunizar (N.I), inmunizados con un Lactococcus lactis control (NZ9000/pV3684) y con el Lactococcus lactis
expresando E7 en su superficie (NZ29000/pV3684E7) fueron reestimuladas iz vifro con solucién salina (PBS) é con
un péptido sintético de E7 {E7).
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DISCUSION

La proteina E7 del papilomavirus humano es considerada un blanco para el desarrollo de
vacunas terapéuticas en contra CaCu, ya que es expresada por queratinocitos infectados [33],
por tal motivo se eligid como la proteina ideal para el desarrollo de un nuevo sistema de
expresion que utiliza la bacteria grado alimenticio Lactococcus lactis con la finalidad de
lograr inducir una respuesta inmune cuando ¢s administrada nasalmente en ratones.

Para lograr nuestro propésito disefiamos un sistema inducible para la expresion del
antigeno E7 sobre la superficie de Lactococcus lactis, en el cual el gen E7 se fusioné en su
extremo 5 con la sefial de secrecion de la proteina nativa de Lactococcus lactis Uspd3, y por
su extremo 3° con un segmento de la proteina M6 de Streptococcus pyogenes correspondiente
a la senal de anclaje (LPXTGX). La eficiente produccion de E7 por la bacteria recombinante
construida se comprob6é mediante Western Blot (Figura 18). La proteina E7 fue localizada
sobre la superficie de la bacteria como se observa en la Figura 20, con lo cual se demuestra
que ¢l sistema funciona de la manera correcta.

Para determinar si la bacteria recombinate construida era capaz de estimular la
respuesta inmune después de ser administrada via nasal en un modelo murino, nosotros nos
enfocamos a medir primeramente la respuesta inmune humoral de tipo IgG en el suero de los
ratones inmunizados, como se esperaba nuestra bacteria fue capaz de inducir la produccién de
anticuerpos especificos contra ¢l antigeno E7, lo cual nos permite suponer que la bacteria es
procesada y el antigeno E7 presente en su superficie es presentado al organismo de una forma
inmunogénica, como ha sido demostrado en investigaciones anteriores con otras proteinas
heterologas [42, 44, 46, 50]. La respuesta inmune mediada por anticuerpos es considerada
esencial cuando se trata de infecciones productivas, sin embargo hasta el momento no se
conoce con exactitud el papel que podria desempeiiar en NIC y el cancer invasor, aunque se

sugiere un potencial inmunogénico [34]; debido a lo anterior consideramos importante
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evaluar también la capacidad de este modelo para inducir una respuesta inmune de tipo
celular, con esta finalidad se realizé un ensayo de induccién de citocinas in vitro por medio
del cual se midié la induccién de dos citocinas estrechamente relacionadas con la respuesta
inmune celular, 1L-2 e INF-y. La IL-2 es producida por células T activadas por antigeno,
actda estimulando la proliferacion de linfocitos T, ademés de estimular las funciones efectoras
de las células asesinas naturales (NK) y células B [80]; en el ensayo realizado en este trabajo,
la produccion de IL-2 por las células de bazo de los ratones inmunizados aparentemente no
esta involucrada con la administracion de la bacteria disefiada, ya que no hay una diferencia
significativa entre el modelo y el control (Figura 23). Un aspecto importante a considerar es
que una forma de autorregulacion de la respuesta inmune mediada por células T es por medio
de la produccion de IL-2, por lo cual una sobre-estimulacion no resultaria satisfactorio para
nuestros propositos.

El INF-y es una citocina producida por linfocitos T y células asesinas naturales, su
principal funcion es la activacién de macréfagos en la respuesta inmune innata y adaptativa
(80] su produccion supone la presencia de LT activados, ademas sugiere la induccion de una
respuesta inmune de tipo celular. Nuestros resultados indican que la bacteria recombinante es
capaz de inducir la produccién de INF-y cuando es administrada nasalmente en ratones
(Figura 24). Estos datos nos llevan a proponer que e] modeio disefiado es capaz de inducir una
respuesta inmune de tipo humoral y que ademés podria ser capaz de despertar también una

respuesta inmune de tipo celular.

72



CONCLUSIONES

La proteina E7 del HPV-16 se expresa satisfactoriamente sobre la superficie de la bacteria

probidtica Lactococcus lactis.
La bacteria Lactococcus lactis que expresa la proteina E7 del HPV-16 en su superficie es
capaz de inducir la produccién de anticuerpos de tipo IgG especificos contra el antigeno E7

cuando es administrada nasalmente en un modelo murino.

La administraciéon nasal de la bacteria recombinante a ratones, que expresa E7 sobre su

superficie, induce la sintesis de INFy en las células de bazo.
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ANEXO

Preparacion de soluciones

Azul de Comassi

0.25 g de Azul de Comassi

45 ml de agua

45 ml de Metanol

10 ml de 4cido acético

Filtrar para eliminar las particulas que no se disuelven. Almacenar a 4°C

Buffer de Lavado

Sucrosa 0.5M

Glicerol 10%
Esterilizar por autoclave
Almacenar a 4°C

Buffer de Transferencia

Tris Base 50mM

Glicina 380mM

Metanol 20%

SDS 0.01%

Almacenar a temperatura ambiente

Buffer Tris-Glicina 5X

7.55g de Tris base

47g de Glicina

Disolver bien en 400m| de agua destilada
Afiadir 25ml de SDS 10%

Ajustar el volumen a 500ml|

Almacenar a temperatura ambiente
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Buffer Tris-HCl 1M pH 6.8

Pesar 7.2g de Tris, disolver en un poco de agua ajustar ¢l pH con HCI concentrado y
completar el volumen a 60ml

Esterilizar por autoclave

Almacenar a temperatura ambiente

Buffer Tris-HC) 1.5M pH 8.8

Pesar 10.89g de Tris disolver en un poco de agua, ajustar el pH con HCI concentrado y
completar el volumen a 60ml.

Esterilizar por autoclave

Almacenar a temperatura ambiente

Cloranfenicol

Pesar 0.01g de cloranfenicol (SIGMA), y disolver en 1ml de etanol al 100%
Almacenar a —20°C

DTT IM

Pesar 0.1g de DTT
Disolver en 1ml de agua
Almacenar a -20°C

Eritomicina

Pesar 0.01g de eritromicina (SIGMA), y disolver en 1ml de etanol al 100%
Almacenar a -20°C

GMI178G

M17 (DIFCO)

Sucrosa 0.5M

Glucosa 1%

Glicina 2%

Preparar el GMI17S, esterilizar por autoclave, por separado esterilizar un stock de
Glicina al 20% esterilizar por autoclave.
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IPTG 0.1M

Pesar 0.024g de IPTG
Disolver en Iml de agua
Esterilizar por filtracion
Almacenar a -20°C

LB Agar Ampicilina

Pesar 6.4g de LB agar (GIBCO BLR)
Agregar 200ml de agua destilada
Esterilizar por autoclave

Agregar ampicilina a un concentracién final de 100mg/ml

Loading Buffer 2X

PBS

Tris 130mM

Ajustar a pH 6.8

SDS 4%

Glicerol 30%

Azul de Bromofenol 0.2%
DTT 200mM

Almacenar a -20°C

NaCl 136mM

KCl 2.6mM

Na;HPO, 12.1mM

KH,PO,4 1.76mM

Ajustar a pH7.4

Esterilizar por autoclave
Almacenar a temperatura ambiente

PMSF 100mM

Pesar 0.0174¢
Disolver en Iml de isopropanol
Almacenar a -20°C.

PSA 10%

Pesar 0.1g de PSA y disolver en Iml de agua estéril
Almacenar a 4°C, solo dura 1 semana en estas condiciones
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SDS 10%
Pesar 4g de SDS completar el volumen a 40ml
Almacenar a temperatura ambiente

Solucion Bloqueadora

Leche descremada 10% en TBS-T

Solucion Decolorante

200m] de Metanol

35ml de 4cido acético

265ml de agua destilada
Almacenar a temperatura ambiente

Solucion de Desarrollo
Mezclar 200ml de solucién de desarrollo {(Kodak) con 800ml de agua
Almacenar a temperatura ambiente
Proteger de la luz

Solucion diluyente de Anticnerpos

Leche descremada al 2% en TBS-T

Solucion Diluyente de Sustrato
Dietanolamina 0.1M
Ajustar apH 9.5
MgCl; ImM
Almacenar a temperatura ambiente

Solucion Fijadora

Disolver 200ml de la solucion de Fijacion (Kodak) en 1L de agua
Almacenar a temperatura ambiente, proteger de la luz
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Solucién I para Minipreparaciones de Plismido

50mM Glucosa

10mM EDTA

25mM Tris-HCI

Ajustarel pH a 8

Almacenar a temperatura ambiente

Solucion II para Minipreparaciones de Plismido

0.2 N NaOH
1% SDS
Almacenar a temperatura ambiente

Solucion III para Minipreparaciones de Plismido

Acetato de potasio 3M pH 5.2

3M Acetato de potasio

Ajustar el pH con acido acético glacial
Almacenar a temperatura ambiente

Solucion IL para Minipreparaciones de Plasmido (TES-LM)

25% de Sacarosa

ImM EDTA

50mM Tris-HCI pH3.0
Lisozima 10mg/ml
Mutanolisina 1Img/ml
Almacenar a -20°C

Solucion I1L para Minipreparaciones de Plasmido

0.2 N NaOH
1% SDS
Almacenar a temperatura ambiente

Solucion IIIL para Minipreparaciones de Plasmido
3M Acetato de potasio

Ajustar el pH con acido acético glacial
Almacenar a temperatura ambiente
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Solucién IVL para Minipreparaciones de Plasmido

Fenol: Cloroformo 1:1
Almacenar a temperatura ambiente

SEVAGE

Cloroformo- alcohol isoamilico (24:1)
Almacenar a temperatura ambiente

SOC

Peptona 2%

Extracto de levadura 0.5%
Cloruro de Sodio [0mM
KCl2.5mM

Magnesic 20mM

Glucosa 20mM

TBS Tween 10X

Tris 200mM

NaCl 1.37M
Ajustarel pHa 7.5
Tween 20 5%

Almacenar a temperatura ambiente

TCA 100%

Disolver 10g de TCA en 4.5ml de agua
Almacenar a 4°C

TE 1X

Tris-HCI 10mM

EDTA ImM

Ajustar a pH 8

Esterilizar por autoclave
Almacenar a temperartura ambiente
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TE-RNasa
50mM Tris-HCI
SmM EDTA pH7.5

20pg/ulL RNAsa
Almacenar a —20°C

X-gal

Disolver 50mg de X-gal en 1m! de NN dimetilformamida
Almacenar a -20°C.
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