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RESUMEN
El virus del papiloma humauno tipo 16 (VPH-16) ex considerado como el principsl
agente etiologico del chucer cérvico-uterimo (CaCu). Por ko tanto €3 necesario el
desarrolio de una vacuna terapéutica y/o profilictica contra ¢l VPH para combatir el
CaCu. La oncoproteina viral E7 es coanstitutivamente producids em ueoplasias
cervicales y es considersda como up potencial candidato para el desarrolio de una
vacuna terapéutica comtra ¢l CaCu. En este trabajo desarrollamos um sistema
inducible para producir 18 proteina E7 del VPH-16, tanto em citoplasma como
secretada al medio de cultivo en la bacteria lictica (BL) grado alimenticio,
Lactococcus lactis. Ademis, la administracion intranasal en rmtomes con estos
laciococos recombinantes fuerom capaces de despertar mna respuesta inmume
especifica de antigeno. Por otro lado, coustruimos una cepa recombinante de L. laciis
capaz de secretar la Interlencina-12 (IL-12), una citocina heterodimérica, que juega
un papel importante en Iz inmunidad celular contra varias infecciones bacterianas,
virales y por parasitos, y que; ha mosirade ser uo buem adyuvante cuaudo
coadministrada con vacunas de ADN. Los resultades obtenidos muestran que, caando
Jos ratones son inmunizados intrauasalmente con las cepas recombinantes de L. lactis
expresando la E7 y la IL-12 simultineamente, la respmesta inmune especifica de
antigeno aumenta significativamente. Esta es la primera vez que se reports la
produccidon de la oncopruteina E7 del VPH-16 y la I1-12 murina es una BL grado
alimenticio, lo cual representa un gran avance al desarrollo de una vacuna terapéutica

de admimistraciéu oral ¢ nasal contra el CaCu usando sistemas de expresiéa seguros.



ABSTRACT
Homan papillomavirus type 16 (HPV-16) is the major cause of cervical cancer (CuCa)
onset. There is thus s need for the development of prophylactic and/or therapeutic
HPY vaccines against this neoplasia. E7 viral oacoprotein is coustitutively produced
in cervical neoplasia and is considered as a suitable target for the development of
therapeutic vaccines against CuCu. In this work, we developed an inducible system in
the food-grade lactic acid bacterinm (LAB) Lacfecoccus lactis, to target E7 production
to the cytoplasm or to au extracellular location. Furthermore, after intranasal
administration of these recombimant lactococci, a HPV-16 E7-specific immune
response was induced. In addition, we cousiructed a recombinant L. lactis strain to
secrete the Interlenkin-12 (IL-12), a beterodimeric cytokine, that plays am important
rale in cellular immunity against several bacterial, viral aad parasitic infections and
that has been shown to be 2 good adjuvant whea co-delivered with DNA vaccines. Our
results shows, whea mice were intramasally co-immunized with recombinant
Iactococci expressiug E7 oncoprotein sud that secreting [L-12 cytokine the E7-specific
immune response increased siguificantly. This is the first report of E7 and TL-12
production in a food-grude LAB aud represents pme wmore step towards the

development for therapeutic uasal amd/or oral vaccine against CaCu ansing safe
' delivery systems.
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L.1. INTRODUCCION GENERAL

El cancer cérvicg-utenino (CaCu) representa uno de los problemas més g‘;raves de salud
publica a nivel mundial y, se considera como la segunda causa de muerte por cancer en la
mujer alrededor del mundo. Sin embargo, en México se ha presentado como el cancer mas
frecuente en la poblacion femenina en la ultima década y es considerado como la primera
causa de muerte por neoplasias en la mujer (Mohar et al,, 1997).

El virus del papiloma humano (VPH) ha sido implicado como el principal agente
etiologico del CaCu (zur Hausen, 1996). En alrededor del 90% de biopsias de carcinomas
cervicales se han detectado secuencias del VPH, principalmente de los tipos 16 y 18, razdn
por lo cual son denominades como de alto riesgo (Durst et al., 1983; Boshart et al., 1984;
zur Hausen, 1985; McCance, 1986). Esto sugiere asi, una fuerte relacion entre €l VPH y el
desarrollo def CaCu. Sin embargo, aim y cuando la deteccion del VPH anogenital es muy
comiin entre la mujer joven sexualments activa, solamente una pequeiia proporcion de estas
desarrolla una neoplasia intraepitelial cervical (NIC). Este fendmeno se debe a que, segin
datos epidemiolégicos existe una respuesta inmune protectora contra el desarrollo del CaCu
una vez que se ha establecido la iufeccion con el YPH y que aquellas mujeres que llegan a

desarrollar NIC carecen de tal respuesta (Sillman et al., 1984; Caussy et al., 1990).

‘ Dada la alia mortalidad y morbilidad causada por el CaCu asociado al VPH y el
becho de que la vacunacion contra este virus ha mostrado prometedores resultados en
roodelos snimales, se ha despertado un considerable interés en el desarrollo de una vacuna
profildctica y/o terapéutica para prevenir y combatir la infeccion con el VPH. No obstante,
el desarrollo de tales vacunas se ha visto frenado por la falta de propagacién del virus en
cultivos in vitro, por la falta de modelos animales tipo humano y por la baja cantidad de
viriones eq lesiones clinicas lo cual dificulta el estudio y manipulacién de este virus.

En modelos animales, la vacunacion contra las proteinas de la capside viral, L1 y/o
L2 provee una eficiente pruteccion contra la infeccién mediando la respuesta via
anticuerpos neutralizantes. La vacunacién contra las proteinas virales no estructurales E1,
E2, E6 6 E7 no previenen la infeccidn, pero estimulan la regresién del tumor, garantizande
el disefio de una vacuna terapéutica. Por otro lado, se ha comprobado que el potencial
transformante del VPH depende esencialmente de la accién de dos de éstas proteinas no
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estructurales (E6 y E7) (Mansur & Androphy, 1993}, las cuales som producidas
constitutivamente en lesiones cervicales malignas y premalignas e inactivan las funciones
celulares de las proteinas p53 y pRb, respectivamente (Scheffner ez al., 1994). Por esta
razdn, la mayoria de los trabajos actuales sobre el desatrollo de vacunas terapéuticas contra
el VPH esta basado en las proteinas E6 y E7.

Estudios previos han demostrado que ¢l transcrito y proteina viral més abundante en
lesiones cervicales asociadas al VPH es la proteina E7 (Smotkin & Wettstein, 1986), la cual
tiene la capacidad de estimular linfocitos T citotoxicos (CTL) en ratones, los cuales median

la regresidn del tumor que expresa dicha proteina (Chen ef af., 1991). Por lo tanto, dadas las
| caracteristicas inmunogénicas de la proteina E7 y tomando en cuenta que gran parte del
éxito de una vacuna recae en uoa adecuada induccion de inmunidad celular especifica de
tumor {estimulacién de CTL), la E7 representa un potencial antigeno tumoral candidato
para el desarrollo de una vacuna contra la infeccion por VPH.

Diversos grupos de investigacion han tratado de estimular al sistema inmunologico
para que reconozea Y ataque a las célulag cancerigenas expresando antigenos tumorales
(E7, por ejemplo). Los nuevos sistemas que' se¢ han encontrade para este fin, son las
llamadas vacunas para el cincer; sin embargo, la efectividad de estas contra el CaCu ha
~ sido muy limitada. Por esta razén se estin analizando nuevas alternativas para generar
vacunas eficieates. Un area que ha venido tomando fuerza en los Gltimos 10 afios es el uso
de bacterias vivas para tratar de despertar una respuesta inmune coatra ¢l VPH (Seedorf ez
al., 1987; Sato et al., 1989; Imai er al., 1991, Pahel er al., 1993; Loundodio er al., 1996); sin
embargo no se han obtenido los resultados esperados y algunos de sistemas estan basados
bacterias patogenas atenuadas (por ejemplo, Mycabacterium spp. y Salmonella spp.) lo cual
no deja de representar un potencial peligro para su uso en humanos.

Recientemente algunos grupos de investigacion ban comenzado a utilizar bacterias
lacticas (BL) como vectores de expresion de proteinas heterdlogas (Arnau et ai., 1997;
Savijoki er al., 1997; Le Loir et al., 1998; de Vos et al., 1999; Geoflroy et al., 2000). Sin
duda alguna la BL mas estudiada a la fecha es: Lactococews lactis, un organismo Gram-
positivo que desempeiia un papel importante en la produccion de alimemos fermentados,
razon por la cual es catalogado como un organismo grado alimenticio “generalmente
seguro™ (GRAS). Ademas, L lactis es considerado como un potencial organisma para la
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produccion de proteinas de alto valor comercial y terapéutico dado que es capaz de secretar
proteinas heterdlogas al medio de cultivo y presenta una baja actividad proteolitica
extracelular. Todas estas caracteristicas hacen a esta bacteria un atractivo modelo para la
expresion de proteinas heterdlogas in vive y pare ¢l desarrollo de una vacuns terapéutica de
facil administracién (oral o nasal) y de bajos costos de produccion.

En este trabajo escogimos el sistems inducible {(NICE) para construir una cepa
recombinante de L. lactis que exprese la oncoproteina E7 del VPH-16. Ademas, ya que ¢s
de particular interés dirigir la localizacién de ls proteina heterdloga (de acuerdo al fin pars
el que se requiere) se desarrollaron dos sistemas para la produccién de la proteina E7, uno
para la acumulacidn de la proteina en citoplasma y otro para secretarla al medio de cultiva,
Esta Gltima forma presenta la ventaja de permitir un comtacto directo entre la proteina y el
substrato (sistema inmumitario en mucosas, por ejemplo). Ademas, dado que el uso de
adyuvantes ha mostrado ser efectivo en el desarrollo de vacunas cuando es co-expresado
con un antigeno, s¢ construyd una cepa recombinante de L. lactis capaz de secretar la
Interleucina-12 (IL-12) wuring en una forma bioldgicamente activa. Finalmente,
analizamos la capacidad de las diferentes cepas construidss para inducic una respuesta
inmune especifica de antigeno en un modelo murino.
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1.2. ANTECEDENTES

1.2.1 Cancer cérvico-uterino

Del tracto genital femenino, el céncer cérvico-uterino (CaCu) es considerado la principal
causa de morbilidad y mortalidad en la mujer y la neoplasia mas frecuente en la poblacién
femenina alrededor del mundo (Thoms er al., 1995; Broker & Botchan, 1986; Shodell &7
al., 1986). Principalmente se reconocen dos tipos histologicos de CaCu: ¢l epidermoide,
espinocelular o de células escamosas vy el adenocarcinoma. El primero se origina en el
epitelio plano estratificado que recubre el ectocérvix y el segundo en el epitelio cilindrico
que tapiza el canal endocervical; un tercer tipo se origina en la mucosa endometrial y
constituye el adenocarcinoma del endometrio, sin embargo el 85-90% de los casos del
CaCu es del tipo epidermoide y usualmente aparece en la union entre el canal cervical y el
ectocérvix. En esta area el epitelio columnar es reemplazado por el epitelio escamoso (Fig.
).

Varios factores de riesgo han sido relacionados con el CaCu; algunos de los cuales
son, las relaciones sexuales a temprana edad, el habito de fumar, alimentaciéon y productos
quimicos enire otros; sin embargo a ninguno se le ha podido asociar tan intimamente como
el de la presencia del virus del papiloma humano (VPH).

Tmnhorma oo am

Fig. 1. Zona de transformacion del Cancer Cérvico-Uterino
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Generalmente la infeccion con el VPH ¢s altamente prevalente en la poblacion
femenina y aproximadamente el 90% de los casos de CaCu contienen el genoma de este
virus. La aparicién del CaCu esta asociada a una amplio rango de edad; usualinente se
presenta entre la quinta y sexta década teniendo una media a los 54 aifios. En contraste, las
lesiones intraepiteliales, las cuales son precursoras del cancer invasor, ocurren
frecuentemente en mujeres jovenes, por abajo de los 40 afies de edad. Estas lesiones
precursoras sou conocidas como neoplasia intraepitelial cervical (NIC I, Il y III) y se
caracterizan por cambios displasticos confinados al epitelio cervical los cuales presentan
diversos grados de maduracion desordenada de este epitelio. Los tiempos en que se
presentan estas alteraciones en el cérvix son consistentes con la nocidn de que la

transformacion de las células del epitelic escamoso requiere de un largo periodo de
latencia, entre 10 y 20 aflos.

1.2.2 Tratamiento

La principal herramienta en la actualidad para combatir el CaCu, es la deteccién temprana
mediante la prueba “Papanicolaou”, con [a cual se identifican lesiones cervicales
premalignas o malignas que requieren posterior evaluacidon. Una vez diagnosticada la
enfermedad, 108 pacientes con NIC | generalmente no requieren posterior tratamiento, dado
que la mayaria de las lesiones se resuelven espontineamente. No asi los pacientes con NIC
I y NIC I los cuales requieren de tratamiento para prevenir el desarrollo a estadios
wvasivos. Existen dos altemnativas para erradicar este tpo de lesiones (NIC I y NIC II), la
primera incluye el uso de crioterapia, vaporizacion laser y procedimiento de escisién con
asa eléctrica. La segunda, llamada conizacion cervical o biopsia en cono, implica un
procedimiento quinirgico con reseccion de un area en forma comica de tejido cervical,
incluyendo parte del canal endocervical.

El CaCu invasar es asintomitico, aunque algunas pacientes pueden presentar
descarga vaginal y sangrado vaginal postcoital. El diagnostico de enfermedad invasiva es
normalmente realizado mediante biopsia de una lesién visible en examinacién pélvica o por
biopsia de una lesion observada durante el estudio colposcopico. Los estadios de] CaCu son
clasificados de acuerdo a criterios puramente clinicos y 12 mayoria de estas etapas eg tratada
con histerectomia sencilla, la cual involucra la eliminacién del cuerpo uterino y del gérvix

10
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(Fig. 2) 6 histerectomia radical, la cual implica eliminar el érgano reproductor femenino
completamente, con la ayuda de quimioterapia y/o radioterapia.

Fig. 2. Histerectomia sencilla. El cirujano abre la cavidad abdominal, corta a través de las trompas
de Falopio, y corta el Utero en su unién con el cérvix.

1.2.3 Virus del papiloma humano

Los virus del papiloma humano (VPH) son pequefias particulas de formas icosaédricas, de
52-55 nm de didmetro, que muestran un fuerte tropismo por las células epiteliales. Su
genoma consiste de una molécula de ADN de doble cadena de aproximadamente 8000
pares de bases (pb) (Fig. 3). A la fecha se conocen mas de 70 tipos diferentes de VPH’s
presentando todos un tropismo por células epiteliales de diferentes partes del cuerpo, sin
embargo se desconocen los posibles receptores. Unos 40 genotipos se han encontrado en
ireas urogenitales, pero solo la mitad se han relacionado con procesos neoplasicos. Entre
los mas importantes estdn los genotipos 6 y 11, los cuales se han relacionado con la
formacion de verrugas y condilomas y que son considerados de riesgo moderado, y los
tipos 16, 18, 33 y 35 los cuales estan implicados con el desarrollo de cancer cervical, y por
lo que son considerado de alto riesgo. De estos diferentes genotipos, el VPH-16 es el mas
importante, ya que se le ha encontrado en més del 60% de los casos de CaCu, seguido por
el VPH-18 (Galloway, 1994). Al menos a 12 se les ha determinado su secuencia



Capitulo 1 Introduccion y Antecedentes

nucleotidica mostrando todos la misma organizacién genomica. Presentan dos tipos de
marcos de lectura abiertos, tempranos y tardios (E y L, respectivamente). La transcripcién
temprana de E1 y E2 regulan la replicacion; E4, E5, E6 y E7 estan implicados en la
transformacion de la célula hospedero; E3 y E8 no son conservados y algunos VPH’s no los
presentan y L1 y L2 que codifican para las proteinas de la cdpside. Dichos genomas virales
presentan ademas una region larga de control (LCR) conteniendo aproximadamente 1000
pb en la que se han identificado secuencias estimuladoras y represoras de la transcripcion

viral.

€S

Fig. 3 Virus del Papiloma Humano. A. Representacion esquematica de la organizacion gendmica
del VPH-16. B. Representacién tridimensional del VPH.

1.2.4 Infeccion y transformacion por el VPH

El VPH infecta las capas basales del epitelio (piel y mucosas) y tiene acceso a ellas por
medio de heridas o escoriaciones, produciendo la transformacion e inmortalizacion de sus
células blanco. El ensamblaje de los nuevos viriones se lleva a cabo a medida que la célula
migra hacia la superficie (Fig. 4¢ y 4d) es por ello que las particulas virales son encontradas
solo en las capas mas superficiales del epitelio. Basicamente pueden suceder tres cosas
cuando el VPH infecta una célula: i) que el genoma viral permanezca en forma episomal

sin integrarse al genoma del hospedero (Fig. 4b), ii) que induzca la proliferacion de
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epitelios escamosos a tumores benignos como son verrugas y papilomas 0 iii) que el
genoma del VPH se integre al de la célula, dando lugar a la sintesis de oncoproteinas y
posterior transformacion de las células (Fig. 4e y 41).

En general en lesiones benignas el ADN del VPH es encontrado de forma episomal
pero en tumores malignos se encuentra integrado al ADN de la célula hospedera (Boshart et
al., 1984; McCance, 1986). El proceso de transformacion celular es complejo, en €l estan
involucrados algunos genes de expresion temprana del virus. El primer evento que se ha
observado para la transformacion de las células es la desrepresion del promotor P97 del
papilomavirus, el cual dirige la expresion de los oncogenes £6 y E7 (Jeon ef al., 1995). Esta
desregulacion transcripcional es producida por la perdida de expresion del gene E2,

comnmente interrumpido por la integracion del virus al genoma hospedero. Esto provoca
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Fig. 4 Infeccion y replicacion del VPH en células epiteliales cervicales
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la produccion de una proteina EZ incompleta la cnal falla en su funcién para regular el
promotor P97 (Thierry & Yaniv, 1987).

1.2.5 Funcion de la oncoproteina E7

Se ha demostrado que los genes E6 y E7 del VPH-16 son expresados constitutivamente en
carcinomas cervicales (Smotkin & Wettstein, 1986) y que son requeridos para ¢l proceso de
transformacion. E6 y E7 causan la inmortalizacion y transformacion de queratinocitos
humanos y de otro gran niimero de tipos de células in vitro, interactuando principalmente
con las proteinas celulares p53 y pRB, respectivamente (Fig. 5) (Hawley et al., 1989;
Miinger ef al., 1989). Sin embargo, el gene E7 por si solo es capaz de transformar lineas
celulares de ratones in vitro y cooperar con el oncogene ras activado para transformar
células epiteliales de rifion de rata (Storey e¢ @l., 1988; Tanaka et al., 1989). La habilidad de
transformacion de E7 ademas de su interaccién con pRB, incluye también union a las
ciclinas A y E, inhibidores de ciclina CDK2, p21, p27 y otros componentes celulares
causando una desregulacian del ciclo celular (Fig. 6) (Zerfass et al., 1995; Mclntyre et al.,
1996; Zerfass-Thome ef al., 1996; Jones et al., 1997a).

Simiaridad
E1AILT
E7 L ’ Q 98
Nhe PRD x| Zn K
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Fig. 5. Onceproteinas E6 y E7. Representacion de la interacciéon de las proteinas E6 y E7 del
VPH-16 con p53 y pRb.
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Fig. 6. Complejo pRb-E7, Ciclina A-CDK2 y TFIIB-TBP.

La proteina E7 del VPH-16 es una fosfoproteina nuclear acidica sin actividad
enzimatica conocida (Smotkin & Wettstein, 1986). Esta compuesta de 98 aminoécidos (aa)
con una M= 11,000 kilodaltones (kDa) segin su composicion de aa, sin embargo presenta
un patrén electroforético M= 19,000 (Pahel et al., 1993), E7 se une al Zn** a través de dos
motivos conservados Cys-X-X-Cys presentes en su extremo carboxilo (Fig. 5) (Barbosa ez
al., 1989; Rawls ef al., 1990). La fosforilacion intracelular de E7 se realiza en una serina
conservada y es mediada aparentemente por una Casein-Kinasa Il (Firzlaff et al., 1991).

1.2.6 Respuesta inmune contra el VPH

En las etapas previas al CaCu invasor (condilomas y NIC), el sistema inmunologico es
capaz a(n, de combatir y promover la regresion tumoral o mantener al tumor localizado.
Por ejemplo, durante la regresion de las verrugas genitales se presentan infiltrados locales
muy importantes de células mononucleares, incluyendo CTL, células asesinas naturales
(NK) y macrofagos que invaden la epidermis y destruyen las células neoplasicas. Durante

la evolucion del tumor, las células tumorales adquieren nuevas modificaciones genéticas
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que les confieren ventajas selectivas para evadir cada vez un mayor nimero de mecanismos
de control del sistema inmune hasta que éste se hace ineficiente para combatir el tumar.

La respuesta inmune desarrollada por ¢l organismo en contra de las infecciones
virales, involucra la respuesta inmune humaral mediada por linfocitos B para la produccion
de anticuerpos especificos contra antigenos virales o celulares de la célula necplasica y la
respuesta inmune celular, la cual es considera como el mecanismo mas importante del
huésped en el reconocimiento y destruccidén de células neapldsicas,

Respuesta inmune humoral

Las infecciones virales son primariamente intracelulares y los antigenos escapan al
alcauce de los anticuerpos. La respuesta humoral es importante solo para infecciones
productives, en las que las particulas virales salen al espacio extracelular por exocitosis o
durante la lisis celular. En el espacic extracelular las particulas virales son atrapadas por
linfocitos B con receptores (anticuerpos de membrana) especificos para algunos epitopes de
las proteinas virales. Una vez en el receptor, el antigeno es internalizado por endocitosis y
digerido en el lisosoma para producir pequefios péptidos que se unen a moléculas de clase
O del complejo principal de histocompatibilidad (MHC, HLA en humanos).
Postericrmente, los péptidos son presentados en la superficie celular para ser reconocidos

' por linfocitos T cooperadores CD4+ (Thl y ThZ). Una vez activados, los linfocitos Th2
estimulan a los linfocitos B para producir anticuerpos neutralizantes contra las particulas
virales (Berumen et al., 1997).

En las infecciones no productivas, como serian los casos de los NIC de alto grado y
el CaCu invasor, solamente se producen proteinas tempranas del virus y no proteinas
tardias, por lo que las particulas virales no se presentan en el espacio extracelular, y no se
esperaria una respuesta humoral contra los antigenas virales.

Respuesta inmune celular

En las etapas iniciales de la enfermedad la respuesta inmune es aiin efectiva porque
las células infectadas por el VPH expresan todavia las moléculas de clase I del HLA. Las
HLA-[ son proteinas de membrana involucradas en la presentacion antigénica y juegan
papel importante en la respuesta inmune antitumaral. Estas moléculas exponen péptidos
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Fig. 7. Los linfocitos T citotéxicos (CTL) reconocen moléculas de superficie en otras células
que estin marcadas para morir. Aqui, un CTL pequefio (flecha) estd atacando y matando a una
célula mucho més grande infectada por el virus de la influenza. (Mark T. Esser y Vivian Lam
Braciale, University of Virginia Beime B, Carter Center for Immunology Research).

virales en la superficie celular, permitiendo que las células infectadas sean reconocidas
como blancos por los CTL CD8+ (Fig. 7). En los queratinocitos infectados las proteinas
virales se encuentran en el citoplasma mezcladas con las proteinas celulares donde ambas
son degradadas en los proteosomas, de modo que se producen pequefios oligopéptidos de 8
a 11 aminodcidos que posteriormente son transportados al reticulo endoplasmatico por las
proteinas transportadoras TAP1 y TAP2. Ahi se unen a las moléculas HLA-I para ser
transportados a la membrana celular y ser presentados a los CTL, los cuales reconocen el
complejo HLA-péptido viral por medio del receptor de células T (TCR) especifico para
cada epitope (Fig. 8).

Una vez activados los CTL, proliferan, se diferencian y participan en la lisis de las
células blanco por tres caminos diferentes: a) secretan perforinas y otras proteinas que
perforan la membrana celular; b) liberan sustancias que inducen la muerte celular
programada (apoptosis) y, c) liberan citocinas como INF-y, el TNF y la leucorregulina que
limitan la actividad viral dentro de las células y atraen macrofagos y otros fagocitos que
pueden destruir a la célula. Asi pues, adicional a la inmunidad especifica mediada por los
linfocitos T, otras poblaciones participan en la inmunidad celular. Sin embargo, toda la
cascada de eventos inmunoldgicos esta regulada por moléculas solubles llamadas citocinas
que principalmente son secretadas por los Th CD4+ (Alcocer, 1997).
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Figura 8. Presentacion de antigeno a la celula CD8+.
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1.2.7 Papel de las citocinas en el CaCu

Estudios de la respuesta inmune celular sistémica en pacientes con CaCu indican una
disminucion en la produccion de citocinas Thl a nivel de sangre periférica (INF-y e 1L-2),
mientras que la produccién de Th2 es elevada (IL-4, IL-10 y TGF-B) (Hernandez-Pando et
al., 1996). Hernandez et al. (1996) demostraron que las células productoras de IL-10 en
pacientes con CaCu son las células tumorales, sugiriendo que es el virus del VPH quien
desregula la expresion de esta citocina en sus células blanco. El significado biologico de la
expresion intratumoral de citocinas Th2 indica un estado de inmunosupresion local
inducido por el virus como un mecanismo de escape de la respuesta inmune del huésped.
Esto indica que la produccién de citocinas Thl que aumenta la inmunidad celular

antitumoral esta inhibida o bloqueada en mujeres infectadas con VPH y que la progresion
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de lesiones precursoras de CaCu puede estar asociada & un cambio en la produccion de
citocinas Thl a Th2.

1.2.8 Estrategias en el desarrollo de vacunas contra el VPH

Existen dos tipos de vacunas, las profildcticas (preventivas) y las terapéuticas (curativas).
Toda estrategia en el desarrollo de una vacuna o inmunoterapia especifica en cdncer debe
estar basada en identificar antigenos tumorales especificos que permitan eliminar unica y
exclusivamente las células tumorales e ignorar las células normales, Existen principalmente
dos tipos importantes de antigenos tumorales que pueden ser seleccionados para combatir e
cancer, los oncogenes y antioncogenes celulares, frecuentemente alterados en las células
neoplasicas y, los oncogenes virales expresados en células transformadas por virus
Oncogeénicos,

Los oncogenes celulares expresan proteinas que pueden ser reconocidas caomo
antigenos tumorales par el sistema inmune del huésped y activar sistemas citotdxicos
antitumorales. Tal es el caso de las proteinas celulaneé derivadas de los oncogenes ras y
HER-2/neu que pueden ser reconocidas por CTIL y eliminar células neoplisicas que
expresen estos oncogenes (Jung & Hermann, 1991; Peace et al., 1994; Yanuck et al., 1994;

Labrecque ef at., 1993; Disis et al., 1994a; Disis e al., 1994b; Nijman et al., 1994).
' Por lo que respecta a los oncogenes virales, estos expresan proteinas exclusivamente
en células infectadas y/o transformadas y por lo tanto son excelentes candidatos para el
desarrollo de una vacuna ¢ estrategia de inmunoterapia en neoplasias con una etiologia
viral asociada. Dado que los oncoéen E6 y E7 de VPH-16 son requeridos para el proceso
de transformacion y son altameunte expresados en carcinomas cervicales, representan
blancos potenciales para enfocar la respuesta inmune especifica hacia estas proteinas
oncogénicas y poder distinguir las células infectadas y/o transfaormadas de las normales.
Las proteinas E6 y E7 de VPH-16 han sido reconocidag como antigenos tumorales
altamente especificos dado que son capaces de inducir la generacion de CTL CD8+ y estos
a su vez pueden eliminar células tumorales expresando estos oncogenes (Chen ef al., 1991;
Chen et al., 1992; Tarpey et al.,, 1994; Felkamp ef al,, 1995). La capacidad de activar
células CTL y Th con péptidos sintétices (correspandientes a fragmentos de proteinas
virales; E7, por ejemplo) ha estimulado la posibilida& de desarrollar vacunas basadas en
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esta pruleina, ademds, la activacion de los linfocitos T offece la ventaja de producir
memoria de largo plazo y no requiere la persistencia del antigeno, caracteristicas
importantes en una vacuna (Lau e al., 1994; Mullbacher, 1994).

Yacuna profilactica contra ¢l VPH

La infeccion natural de los papilomavirus ocurre en fa superficie de la mucosa
genital, la cual se caracteriza por ser un drea de muy pobre inmunogenicidad pars el
huésped; esto es reflejado en parte por la falta de una infeccidn productiva, las limitaciones
de los queratinocitos para funcionar comeo células presemadores de antigeno y la co-
evolucion del virus (Tindle, 1996). Una estrategia de vacunacion profilictica debe superar
€st0s problemas de inmunogenicidad y establecer una barrera inmunoldgica en el epitelio
anogenital dirigida a las proteinas estructurales L1 y L2 de la cépside viral del VPH. Dos
grandes dificultades para producic antigenos de la cépside viral que puedan servir para el
desarrollo de una vacuna profilactica radica esencialmente en que los viriones de VPH no
pueden ser propagados ficilmente in vitro y que tampoco es ficil obtener cantidades
razonables de viriones de [as lesiones. Recientemente se han desarrollado estrategias para
producir particulas tipo virales (VLP) libres de ADN, asi tambi¢én se han producido las

proteinas L1 y L2 en levaduras y en otrus tipos de células usando como vectores virus
" vaccinia, baculovirus y virus de semliki forest (Lee Cann ef al., 1995; Hofiann et al.,
1996; Heino et al., 1995; Ghim ez al., 1996). Aunque parecen existir diferencias antigénicas
entre este tipo de particulas virales y los viriones nativos, datos experimentales muestran
que fas VLP formadas por proteinas de cépside L1 y L2 de papilomavirus usadas como
antigenos vacunales son efectivas en producir una inmunidad sistémica y en mucosas y
confieren proteccién a las lesiones inducidas por papilomavirus infecciosos. En ciertos
sistemas experimentales animales y humanos es necesario el usa de epitopes
conformacionales en los antigenos para inducir una respuesta optima de neutralizacion
contra los papilomavirus, lo que apaya el uso de antigenes vacunales con conformaciones
nativas. Desgraciadamente estos epitopes conformacionales son generalmente especificos
del genotipo viral (VPH-11, 16 y 18, por ejemplo) lo que cbviamente obstaculizard el
desarrollo de una vacuna miltiple contra los diferentes genotipos de VPH asociados a
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lesiones anogenitales de alto riesgo (Cristensen e al., 1996; Breltburd et al., 1995; Suzich
etal., 1993),

Vacuna terapéutica contra el YPH

La prevencion de la infeccion es pues una estrategia dificil debido a las complicaciones
discutidas en la seccion anterior. Sin embargo, existe la posibilidad de desarrollar una vacuna
terapéutico capaz de eliminar las células infectadas por el VPH o causar la regresion del
tumor. Una vacune terapéutica eficaz debe de inducir la activacion de CTL especificos de
epitopes derivados de proteinas virales procesadas intracelularmente y presentadas en el
cantexto de cualquiera de las moléculas de HLA-I del huésped. Las proteinas L1, L2 y E4 de
VPH son expresadas principalmente en las c¢flulas diferenciadas de la capa superior del
epitelio infectada por VPH, dirigir pues Ia respuesta de 103 CTL a estas células seria de poco
beneficio terapéutico, ya que son células terminales y no se dividen. Las proteinas blanco mds
adecuadas serian El y E2 las cuales son expresadas prmcipalmente en las células epiteliales
Suprabasales, sin embargo estas proteinas son expresadas a muy bajos niveles (100-500
epitopes virales par molécula de clase [) por lo‘que el nivel de exposicida seria insuficiente
para convertir a estas oflulas en blanco del ataque de los CTL. Como ya se menciono
_ anteriormente la expresion de las proteinas E6 y E7 son necesarias para mantener a las células
en un estado transformade y por lo cual son consideradas especificas de tumor y podrian
representar blancos potenciales para dirigir una vacuna que controle los tumores inducidos por
el VPHL

A la fecha se han desarrollado diferentes metodos para el desamrollo de una vacuna
terapéutica eficaz comtra el VPH, tal es el caso de la vacunacién con péptidos simtéticos, las
vacunas de DNA y las vacunas mediadas por bacterias vivas por citar algunas de ellas.
Mediante el uso de péptidos siméticos diferentes laboratorios han fallado en inducir CTL
contra €l E7 de VPH (Jochmus ex al., 1997), esto debido quizis, a que los péptidos utilizados
en estos trabajos no se presentan ¢ no son reconocidos de forma eficiente, como aquellos
praducidos a partir de la proteina enddgena. También se ha demostrado previamente que
existe una reaccion cruzada eatre CTL inducidos por péptidos sintéticos y células alogénicas
(Staerz ef al., 1989), por tanto resulta un problema el uso de péptidos sintéticos como agentes
inductores de la respuesta inmune en el desarrallo de vacunas coatra el VPH.
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La estimulacion del sistema immumologico de mamiferos por sdministracion
intramuscular de ADN plasmidico (vacunas de ADN) que codifica para antigenos heterblogos,
representa una nueva forma de vacunacién, que ha mostrado en repetidas ocasiones inducir
una respuesta inmune celular y humoral (Ulmer e al., 1993; Robinson, 1997; Doonelly ef o,
1998). Sin embargo, una de las principales limitaciones de las vacunas de ADN, es la falta de
induccién de la respuesta inmunolégica en mucosas. Las inmunoglobulinas isotipo A (IgA),
las cuales son producidas em las superficies de las mucosas y en las secreciones de las
glandulas exocrinas, A pesar de que las mucosas constituyen la primera linea de defensa del

hospedera, siendo la IgA la mis eficiente barrera inmunolégica contra un gran mimero de
| patdgenos mucosotropicos (VPH par ejemplo), continjan siendo uno de los mayores puntos
de entradas de virus y patgenos. Considerando que la induccion natural de una respuesta
inmune hacia un patégeno comienza probablemente a nivel de mucosas, es [dgico pensar que
para que una vacuna induzca una respuesta similar, ésta debe de tener una ruta similar de
expresion. Nuevas investigaciones se han enfocado a dirigir las vacunas de ADN directamente
a sitios inductivos de! sistema inmunolégico de mucosas, tal s el czso de la inmunizacion via

vaginal directa, la oral y la nasal (Jones e al., 1997b; Klavinskis e al, 1997; Wang e al,
1997).

1,2.9 Uso de bacterias en el desarrollo de vacunas

Mientras que varios sistemas de expresién de antigenos no vivos han sido desarrollados a la
fecha, vectores vivos pueden representar un mejor sistema de respuesta natural sin la
necesidad de inmunizar en varias ocasiones para obtener mejores resultados. En la mayoria
de los casos, estos vectores de expresidn de antigenos son bacterias Gram negativas y virus.
Esto es, debido quizis en parte al gran entendimiento que 3¢ tiene de estos organismos (en
cuanto a manipulacién genética s¢ refiere). Sin embargo, dichos organismos generalmente
son patdgenos para ¢l humano y adn y cuando hayan sido manipulados extensamente para
reducir su patogenicidad, mantienen ciertas cualidades invasoras (Cadoz ef al,, 1992;
Tacket er al., 1992; Tartaglia er al., 1992). Para evitar correr riesgos con el uso de estos
organismos, se bhan desarrollado sistemas con bacterias Gram positivas no patogénicas
(Twaki er al., 1990; Hansson et al., 1992; Pozzi et al., 1992; Wells et al., 1993; Piard et al.,
1997; Le Loir e? al., 1998). En algunos de estos sistemas el antigeno es expresada en el
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citoplasma de la célula hospedera o secretado al medio de cultivo (Iwaki et al., 1990; Wells
et al., 1993; Le Loir et al., 1998;), mientras que otros han sido desarrollados para presentar
el antigeno en la superficie celular (Hansson ef al., 1992; Nguyen et al., 1993; Pozzi et al,,
1994; Medaglini et al., 1995; Samuelson et al., 1995; Gunneriusson ef al., 1996; Piard et
al.,, 1997). En 1998 Le Loir y colaboradores examinaron la capacidad de secrecidn de
proteinas heterdlogas en Lactococcus lactis. Varias propiedades de esta bacteria la hacen un
atractivo modelo para la secrecién de proteinas bioldgicamente activas, ya que no secreta
proteasas ni alguna otra proteina en cantidades significativas, caracteristica que ademds
puede simplificar los andlisis de las proteinas secretadas.

Lactococcus lactis como vector de expresiéu

Lactococcus lactis es un organismo Gram positivo perteneciente al grupo de
bacterias lacticas (BL). Generalmente L. lacris es clasificado como un microorganismo
“generalmente seguro” (GRAS), no patégeno y no colonizaate, €l cual a comenzado a
utilizarse como vehiculo de expresion de proteinas heterdlogas para inmunizacion via
mucosa. Ademds, es un organismo ampliamente conocido dado su largo historial en el uso
par2 la produccidn de productos licteos fermentados.

A la fecha numerosas proteinas heterdlogas han sido producidas y secretadas
' existosamente eu L. lactiy usando péptides sefiales (SP) nativos ¢ sintéticos (Perez-
Martinez ef al,, 1992; Simonen & Palva, 1993; van Asseldonk ef al., 1993; Steidler et al,
1995; Norton et al., 1997; Savijoki e al., 1997; Le Loir er al., 1998). Otra bacteria Gram
positiva muy relacionada a L. lactis en cuaato a funcionalidad, es Streptococcus gordonii
con el cual comparte la capacidad de servir como vector para expresar antigenos para una
inmunizacidén de mucosas (Medaglii et al., 1995). Sin embarge, a diferencia de S. gordonii
la cual es una bacteria comensal, L /actis carece de cualquier capacidad conocida para
multiplicarse in vivo (Gruzza et al., 1994). Estudios en animales y humanos voluntarios
alimentados con lactococos vives han mostrado que el paso de esta bacteria a través del
tracto entérico es transitorio, sin evidencia de colonizacion (Gruzza et al., 1994; Klijn et al,,
1995) y que a pesar de su falta de capacidad para colonizar, L. lactiy €s capaz de expresar
antigenos heterologos en forma inmunogénica al sistema inmune (Wells & Schofield, 1996;
Steidler er af., 1998). Ademis, otra ventaja que ofrece esta BL. para el desarrollo de vacunas
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es que su pared de peptidoglicanos es un adyuvante natural, lo cual puede ser de gran ayuda
en cuanto a aumento de respuesta inmune se refiere. Todas estas caracteristicas podrian
favorecen la aceptacion de L. lactis como un vector de inmunizacién en humanos.

Dado que L. lactis es un organismo no-comensal (es decir, no colonizante) es
recomendable el uso de un sistema de expresion in vitro (inducible) que garantice que la
proteina de interés sea producida antes de la aplicacién (inmunizacién, por ejemplo). En
1996 de Ruyter y colaboradores desarrollaron un sistema de expresién génica controlada
(NICE). Dicho sistema esta basado en el uso de una bacteriocina (nisina) como inductor de
la transcripcion de genes situados bajo el control del promotor nisina A (Fig. 9).

senas A~ Nisina Y 4

1 S

Activacion de
la transcripcion

Terminador
Transcripcional

Fig. 9. Sistema de expresion inducible por la Nisina, Gracias a la presencia de un receptor (NisR)
y de un traductor de sefial (NisK) en la cepa NZ9000 (L. lactis) es posible inducir (de forma
proporcional) la expresion de genes bajo el control del promotor Py, por la adicion de nisina
(inductor) en el medio de cultivo.

1.2.10 Uso de adyuvantes para el desarrollo de vacunas

Ya que la mayoria de las vacunas administradas parenteralmente son nicamente efectivas
parcialmente en inducir una inmunidad Optima en mucosas, existe un particular interés en
desarrollar adyuvantes que aumenten la inmunidad en mucosas y que puedan ser

administrados de una manera no téxica y no invasiva.
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Iaterleucina-12

La interleucina-12 (IL-12), previamente conocida como un factor estimulador de
células NK y factor de maduracion de CTL, fue originalmente aislada de células B
transformadas con el virus Epstein-Barr. La [L-12 es un heterodimero compuesto de dos
subunidades (p35 y p40) y es producida por células presentadoras de antigeno (APC), tales
como macrofagos, células dendriticas y células de Langerhans, La produccion de IL-12 es
inhibida por las interleucinas [L-4 e [L-10. Las actividades biolégicas de la IL-12 inciuyen
¢l aumento de CTL, activacion y generacidon de células NK por linfocinas, aumento de

citotoxicidad y proliferacion celular de NK, proliferacion de linfocitos T, induccidn de la
- produccitn de INF-y por células NK y linfocitos T e inhibicién de la sintesis de IgE por [L-
4 estimulada por linfocitos vis mecanismos dependientss e independientes de INF-y (Gately
et al,, 1992; Kiniwa et al., 1992; Scott, 1993). Sin embargo, el efecto estimulador de IL-12
en el desarrollo de Thl es antagonizado por IL-4, una citocina la cual promueve el
desarrollo de Th2. Ademds estudios previos muestran que la IL-12 es también un adyuvante
efectivo para estimular la inmunidad humoral (Metzger et al., 1996, 1997).

Arulanandam & Metzger (1999) estudiaron los efectos de [L-12 administrada

intranasalmente (j..2) en funcion, tamto de la inmunidad de mucosas y sistémicas. Su mayor

descubrimiento fue que IL-12 administrada de ésta forma y de una manera no invasiva,
'~ conduce a una respuesta en mucosas del sistema inmune hacia un perfil de anticuerpos y
citocinas tipo Thl. Los aumentos en los niveles de 1gG2a ¢ IgG3 son consistentes con la
habilidad de [IL-12 para inducir INF-y, el cual e3s un potente factor de encendido tanto para
la respuesta [gG2a e [gG3. Log anticuerpos murinos del isotipo [gG2a son conocidos por
ser eficientes en la opsonizacidn y complemento de fijacion, mecanismos claves para
aumentar la inmunidad humoral. La [L-12 puede ser por lo tanto administrada in. de una
manera no invasiva para influenciar la respuesta inmune humoral de una manera similar a

la administracion parenteral y servir como un adyuvante efectivo y seguro en el desarrolle
de vacunas.
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1.3. JUSTIFICACION DE LA TESIS

En la actualidad se considera que el CaCu es una de las neoplasias potencialmente curables,
La posibilidad de dctectar en forma temprana esta neoplasia hace factible reducir la
mortalidad secundaria al padecimiento. Sin embargo, éste sigue siendo uno de los
principales tumores en la mujer, y contribuye a un alto nimerv de defunciones a escala
mundial. Segin estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), anualmente se
registran al menos 450,000 casos de los cuales cerca del 45% fallecs. Mientras en paises
desarrollados la incidencia y 1a mortalidad debidas a este padecimiento han decrecido de
manera significativa en este siglo, en los paises pobres o en vias de desarrollo no s¢ ha
observado esta descendencia y, en pasticular, los paises de América Latina se han
caracterizado por potificar las mayores tasas de incidencia en todo el orbe. Tan solo en
Meéxico, esta ha sido la neoplasia mis frecuente en la poblacion femenina en la ultima
década y ocupa el primer lugar de muertes por cinceres en la myjer. Por lo tanto ey de gran
prioridad que se tomen nuevas medidas para prevenir la infeccion 0 modular la enfermedad.
Asi pues, el objetivo de esta tesis es; “Desarrollar una vacuna probidtica con la bacterta

grado alimenticio y no patogena Laciococcus lactis para combatir el CaCu”.
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2.1 Produccion de la proteina E7 del virus del papiloma humano
tipo 16 en Lactococcus lactis

RESUMEN
En este parte del trabajo se expresé la proteina E7 del virus del papiloma humano
tipo 16 (VPH-16), una de las principales oncoproteinas viriles implicadas en el
desarrollo del ciincer cérvice-uterine (CaCn) en la bacteria kictica y grado alimenticio
Lactococcus lactis. Dicha expresidn se llevo a cabo bajo un sistema inducible y la
produccidn de E7 se dirigio em dos localizaciones diferentes: ¢n citoplasma (formas
intracelular) y en medio de culiivo (forma de secrecién). Los resultados abtenidos
muesiran que la cantidad de E7 producida es tres veces mayor ea la forma de
secreciém que en la intracelular. Adem4s, en cultivos procesados en fase estacionaria,
la cantidad de E7 en citoplasma se ve dristicamente reducida, mieatras que la
secretada incrementa. Esto sugiere una proteolisis intracelalar dependiente de la fase
de crecimiente y enm la cwal, de scoerdo a los resuitados abtenidos no estin
involucradas la proteasa ClpP uni la chaperoma DunaK. Este estudio proporciouna
nuevas herramientas para la produccidn del antigeno E7 in vive. Ademds este trabajo
puede servir como base para el desarrollo de muevos sistemaz de monitoreo de

proteinas virales ecoundmicos y, para el desarrotio de una nueva vacuna oral y/o aasal
contra el CaCu.
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2.2 INTRODUCCION

La infeccién con el virus del papiloma bumano, especiaimente el tipo 16 (VPH-16) es ¢l
principal factor pare el desarrollo del cincer cérvico-uterine (CaCu) (zur Hausen, 1991).
Ademds, se ha demostrado que l0s genes £6 y E7 son constitutivamente expresados en
carcinomas cervicales y que, son requeridos para €l proceso de transformacién, razdn par la
cual representan blancos potenciales para el desamrrollo de una vacuna coutrs el CaCu
{Smotkin & Wettstein, 1986, Baker et al., 1987). La proteing E7 es capaz de interactuar con
varios componentes celulares, tales como el ancogen ras activado, la peateina supresora de
tumor retinoblastoma (pRB), los inhibidores ciclina/CDk p2l y p27 y las ciclinas A y E,
causando una desregulacion del ciclo celular, y conduciendo asi, al proceso de
transformacion (Storey er al., 1988; Dyson et al., 1989; Tanaka er al., 1989; Zerfass ef al.,
1995; Mclntyre et al., 1996, Zerfass-Thome e of., 1996, Jones et al., 1997).

E7 es una fosfoproteina nuclear de 98 aminoédcidos sin actividad enzimitica
reportada a la fecha (Smotkin & Wettstein, 1986). En células eucariotes la vida media de la
proteina E7 es muy corta (30 a 40 min) y su degradacion implica la via ubiquitin-
protessoma (Reinstein er al., 2000).

La produccion de la proteina E7 s¢ ha desarrcllado tanto en sistemas eucariotes
como en procariotes. En células de mamiferos transformedas, la expresién del gene E7
generalmente resuita solo en la deteccion del ARN mensajero (Bedell ez al., 1987, Kandz er
al., 1988) lo cual sugiere que la proteina puede ser degradada después de la traduccion. En
levaduras, la produccidn de E7 nativa ha sido reportada tanto en una forma fosforilada, de
localizacién nuclear y bioldgicamente activa en Schizosaccharomyces pombe (Tomrmasino
et al., 1990) asi como de forma secretada en Saccharomyces cerevisiae (Carter ef al.,
1991). En procariotes, la produccion de E7 fue primerc reportada en Escherichia coli
fusionada a otras proteinas (Seedorf er al,, 1987, Sato et al,, 1989, Barbosa et al., 1989) y
posteriormente en su forma pativa (Imai ef al, 1991; Pahel et ai., 1993).

Desde principios de los 90's varios trabajos se han enfocado en el uso de bacterias
como sistemas de expresion de E7 para tratar de despertar una respuesta inmune contra ¢l
VPH-16. Asi, Lodoflo y colaboradores (1996) atenuaron una cepa de la basteria Gram
negativa Salmonella typhimurium pasa producic epitopes de E7 y, Jabbar et al. (2000),

k1



Capitule 2 Produccion de E7 en L. luctis

desarrollaron una <epa recomhbinante de BCG para producir la proteina E7 nativa. Sin
embargo estudios inmunoldgicos con estas bacterias mostraron una baja respuesta inmune
en ratones, por lo que es poco probable el éxito ds esta cepas como un simple componente
para el desarrollo de una vacuna. Asi también, Pozzl et al. (1992), utilizaron la bacteria
Gram positiva Streptococcus gordonii, un organismo “catalogada generalmente como
seguro” (GRAS) para presentar la proteina E7 en la superficie celular en fusién con sefiales
de exportacion. Trabajos posteriores con esta cepa recombinante demostraron que es capaz
de despertar una respuesta inmune en ratones y monos {Oggioni ef al., 1995; Medaglini et
al., 1997). Sin embargo, a pesar de que estos resultados fueron obtenidos en un organismo
GRAS, . gordonii es considerade una bacteria comensal y no grado alimenticio. En
algunos casos, para evitar inmunotoleracia &s preferible una presentacion transitoria del
antigeno al sistema inmune poc una bacteria no comensal que una presentacion permanente
por una bacteria comensal. Finalmente todos los resultados obtenidos hasta la fecha no
proveen ninguna fuente para la produccion de la proteina E7 nativa en grandes cantidades
ya sea para su purificacién y/o para propdsitas de inmunizacidn usando bacterias grado
alimenticio. En este contexto, es pecesario el desarrollo de nuevas estrategias pam la
produccidn de la proteina E7 nativa.

La bactena lictica (BL) Lactococcus lactis, ha sido extensamente estudiada y
‘ manipulada para la produccidn de proteinas heterélogas (Amau ef al., 1997; Savijoki et al.,
1997; Le Loir er al., 1998; Steidler er al., 1998; de Vos, 1999; Langella & Le Loir, 1999;
Gaeng et al., 2000; Geoffroy et al., 2000; Encuf et al., 2001; Chatel et ai., 2001). El uso de
L. lactis para producir y secretar proteinas presenta varias ventajas comparado a las
bacterias normalmente usadss para este fin (por ejemplo: E. coli y cepas atenuadas de
Salmonella y Mycabacteriym): i) L. lactis es un organismo no patdgeno ampliamente usado
en la industria alimenticia, asi, al ser una bacteria de ingesta rutinaria, no representa peligro
alguno al usarse como vectar para expresion de aptigenos en humanos, ii) L. lactiy permite
rutas de vacunacidn (vaginal, nasal u oral) que hacen a este modelo de facil administracién
y de bajos costos de produccidn, y iii) L. Jactis es un crganismo no comensal y su paso por
<l tracto digestivo es transi®orio; lo cual representa una ventaja para evitar cualquier tipo de
respuesta de tolerancia al antigeno expresado.
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En este trabajo escogimoa el sistema NICE (Expresién Controlada por Nisina, de
Ruyter ef al., 1996, Kuipers ef al., 1998) para la expresién inducible del gene E7 en L.
lactis. Dado que la inmunogenicidad de una proteina expresads en una bacteris puede
depender de su localizacién, analizamos la produccién de E7 tanto en citoplasma como en
el medio de cultivo. La localizacién extracelular permite un contacto directo entre el
antigeno y la superficie (mucosas, por ejemplo). Las resultados obtenidos muestraa que la
oncoproteina E7 del VPH-16 puede ser producida en su forma nativa bajo condiciones
esmicas de crecimiento cuando s expresada en el citoplasma de L. lactis, ya que en fase
estacionaria sufie proteolisis independiente de la proteasa ClpP y la chaperona DnaK, y que
la forma de secrecién representa un eficiente método de rescatarla de proteolisis en L.
lactis.
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2.2 MATERIAL Y METODOS

22.1 Cepas, plismidos, medioy de cultivo y antibibticos. Las cepas y plismidos
utilizados en este trabajo son listados en la Tabla 1. Lactococcus lactis fue crecido en
medio M17 (DIFCO, Terzaghi & Sandine, 1975) suplementado con 1% de glucosa (GM17)
o infusién cerebro corazdn (BHI, DIFCO) a 30°C sin agitacion. Escherichia coli se crecié
en medio Luria-Bertani (LB, Sambrook et al, 1989) & 37°C con agitacién vigorosa. Los
plismidos fueron mantenidos por la adicién de los siguientes antibidticos (concentracién en
microgramos por mililitro, pg/mL): para L lactis, cloranfenicol (10), y para E. coli,
ampicilina (100) o cloranfenicol (10).
1.22 Mauipulaciones del ADN. Para ¢l aislamiento de ADN plasmidico de £, cofi se uso
¢l método de Birnboim & Doly (1979) ¥ el descrito por Langella et al. (1993) para L. Jactis
can las siguientes modificaciones: se centrifugaron 2 mL de un cultive de toda la noche por
5 min., 14000 r.p.m., 4°C, se descartd el sobrenadante y se adiciotaron 200 pL de buffer
TES-Lys (25% Sacarosa, 1 mM EDTA, 50mM Tris-HCI pH 8.0; 10 mg/mL Lisozima).
Una vez resuspendido muy bien el botén se incubd la muestra por 30 min. a 37°C.
Pgsteriormente se adicionaron 200 pL de solucidn lisis (0.2 M NaOH, 1% SDS) y después
de mezclar ligeramente, se adicioparon 200 uL de acetato de sodio 3 M (pH 4.8). Se
. mezclo bien por vortex y se centrifugd 15 min a 14,000 r.p.am., 4°C. Se recuperd el
sobrenadante en un tubo de microcentrifuga nuevo y se adiciond 1| volumen de PCI
(Feno!:Cloroformo: Alcohol-Isoamflico, 25:24:1), se dia vortex y se centrifugé por 15 min.
a 14000 r.p.am., 4 C. Se pas6 inmediataments el sobrenadaats a un vial nuevo y se adiciond
1 pL de Glucdgeno (MBI Fermentas, grado biologia molecular), 1/10 de acetato de sodio 3
M (pH 7.0) y 1 volumen de isopropanol sbsoluto, 8 mezclé muy bien por virtex y se
centrifugd 15 min. a 14,000 r.p.am., 4°C. S¢ descarté el sobrenadante y se lavé el botdn
(ADN) con | mL de etanol 70%, se secd a temperatura ambiente y 3¢ resusperdio en 20 pi
de buffer TE (50 mM Tris-HCL, 5 mM EDTA pH 7.5, 20 pg/mL RNasa).
223 Enzimas. Todas las enzimas de restriccion (New England) y modificacion,
(Stratagene y MBI Fermentas) fueron utilizadas de ascuerdo a las especificaciones del
proveedor. Para la purificacion del ADN s e usd el kit Gene-Clean (BIO101) o tubos de
microcentrifuga con filtros de acetato de celulosa de 0.22 pm (Spin-X, Costar).
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Tabla 1: Cepas y plismidos usados.

Cepa Genotipo Referencia
E coli TGI supE, ksd, A5, thi, Allac-proAB), F'(raD36 proAB-lacZAM15) Gibson, 1984.
L lactis MG1363 | Cepa silvesire. Sin plésmidos Gasson, 1983.
s Frees & Ingmer,
L ’““‘-’I 5;61363 *Ery’, gene ¢lpP interrumpido por recombinacién simple. Sin plasmidos 1999
clp. B

L lactis MG1363 | Ery pene DrnaK interrumpide por recombinacién simple. Sin plismidos Koch et al,, 1998.

dnak
L. lactis NZ9000 | MG1363 (genes misRK en cromosoma). Sin plésmidos Kuil;ﬁ;; ;' al,
L lactis NZ9000 | Strep, RiF, Ery, Transconjugante MG1363 portando los genes nisRK y el | Egie trabajo
clpf gene clpP interrumpido. Sin plésmidos
L. lactis NZ9000 Strep’, Rif', Ery’, Transconjugame MG1363 portando los genes #isRK y €l -_— o
dnak gene Dnak interrumpido. Sin plismidos
Plasmidos Replicén Caracteristicas del plasmido y cassettes Referencia
pBS-SK-TI+ ColEL Ap' Sgatagene
pGEM-T ColEl Ap” Promega
pGEM:E? ColET Ap'; fragmento de PCR. que codifica para E7 Este trabajo
pBS:E7:TrpA ColE1 Ap'; fragmento de PCR que codifica para E7 Este trabajo
pCYT:Nuc pwvol |Cm’; cassette de expresion de Nuc bajo el controf def| | Ripeiro ®
promotor Ppey
PSECNuc pWvp) | Cm'; cassctte de expresin del precursor SPygysNue bajo el | 1 Ribeiro ™
. comtrol del promotor P4
pCYT:E7 pWVOL Cny’; casseite de expresién de la proteina E7 nativa bajo el Este trabajo
control del promotor Py
PSEC:E7 pWVD1 | Cm; cassetie de expresion del precursor SPugs:E7 bajo |  Este trabajo
control del promotor Pre,

"Genes de resistencia a: Ery’, eritromicina; Strep, estreptomicina; Riff, rifampicina; Ap’, ampicilina; Cu", cloranfenicok.
@ YRLGA, INRA, Domaine de Vilvert, 78352 Jouy en Josas Cedex, Francia.

Para la migracién y analisis del ADN, se usaron geles de agarosa 1% TBE-BET (45 mM
Tris-Borato, 1 mM EDTA, 0.2 pg/ml. Bromuro de Etidio). Los marcadores de peso
molecular usados fueron, 1 kb, 123 pb, 100 pb y ADN Supercoiled de GIBCO (BRL),
GeneRuler de MBI (Fermentas) y SmartLadder de Eurogenetec.

2.2.4 Amplificacion por PCR del gene E7 y fusion del terminador transeripeional rpA.
Las reacciones de PCR fueron hechas en un aparato Perkin-Elmer Cetus (Norwalk, Conn.)
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usando una Vent ADN Polimerasa (Promega) de acuerdo a las especificaciones del
proveedor. Para la amplificacion del gene E7 se usaron los siguientes oligonucleotidos
(oligos), E7VPHI (5-GATGCATCACAACATGGAGATACACCTACATIGCAT-3")
para la cadena codificante y E7VPH2 (5-GGAGCTGTTATGGTTTCTGAGAACAGAT
GG-3") para la complementaria. Como templado para el PCR se utilizo el plismido
pCDNA3-E7 (gentilmente donado por V Bermidez, Laboratorio de Inmunologia y
Virologia, FCB, UANL, México). El producto de PCR obtenido se clond en el vector
pGEM-T (Promega) resultando en pGEM:E7. Posteriormente se fusiond un terminador
transcripcional (trpA) al extremo 3' del gene E7 por la insercién de un fragmento Sall/4pal
aislado del plasmido pGEM:E7 en el vector pVE8001 (Poquet, et al., 1998). Este pldsmido
final (pBS:E7:TrpA) fue usado para las signientes construcciones (Tabla 1).

2.2.5 Construccion de vectores para la expresion de E7 en Lactococcus lactis. Se
construyeron dos cassettes (forma citoplasmatica y de secrecion) para expresar la proteina
E7 en L. lactis. Para esto se aislo ¢l cassette E7:trpA del vector pBS:E7:TrpA con las
enzimas EcoRV/Nsil y se cloné en los vectores pCYT:Nuc y pSEC:Nuc (Tabla 1) digeridos
con las mismas enzimas resultando en pCYT:E7 y pSEC:E7.

2.2.6 Caracterizacion. Todas las copstrucciones y fusiones a mivel de ADN, fueron
_ caracterizadas primero por enzimas de restriccion y posteriormente por secuenciacién de
ambas cadenas. La secuenciacion se realizo con el kit: "Dye-terminator sequencing” usando
un aparato Perkin Elmer Cetus (Norwalk, Conn).

2.2.7 Transformacién. A menos que se indique lo contrario todas las construcciones
plasmidicas fueron primero establecidas en E. coli y después transferidas a L. lactis. Para la
transformacion de E. coli se utilizo la técnica previamente descrita por Sambrook et al.
(1989). Para L. lactis se siguié el protocolo de Holo & Ness (1995) con algunas
modificaciones. Primero se prepararon células electrocompetentes segiin se describe a
continuacién: se reactivo la cepa NZ9000 de L. lactis (de Ruyter et al., 1996) en 5 mL de
medio GM17SG (GM17, 0.5 M Sacarosa, 2% Glicina) incubando toda la noche a 30°C sin
agitacién, y se tomaron 4 mL de este cultivo para inocular 200 mL del mismo medio. Se
incubé a 30°C sin agitacién hasta que el cultivo alcanzé una densidad dpticaspe (DO)= 0.5-
0.8. Se pasé inmediatamente a hielo y se incubé por 15 min. Se centrifugé el cultivo 8 min.
a 7,000 r.p.m., 4°C y se lavé el boton dos veces con 100 mL de buffer de lavado (0.5M
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Sacarcsa, 10% Glicerol). Se realizd un tercer lavado, solo que ahora con 20 mL del buffer.
El botén obtenido de este iltimo lavado se resuspendid en 1 mL de PEG 3000
(Polyethylen-Glycol 3000) y 10% Glicerol y finalmente se hicieron alicuotas de 100 L en
tubos de 1.5 mL congelando inmediatamente en nitrégeno liquido y almacenando a -80°C.
Parz la transformacién se mezclaron 100 uL de células electrocompetentes con 1 uLL
de ADN plasmidico (10 pL en el caso de los productos resultantes de las ligaciones), se
transfirieron a cuvetas de electroporacién (2 mm) previamente enfriadas y se expusieron a
un pulsa eléctrico (Gene-Pulser, BIORAD Laboratories), 25uF, 200Q), 2.4kV,
Inmediatamente después de la descarga eléctrica, se adicionaron 900 uL de medio GM17S
(GM17, 0.5 M Sacause) y se incubd por | hr. para expresion. Finalmente se tomo la
mezcla para sembrar en placas GM17A (GM17, 1% agar), mas el antibidtico segin el caso.
Se seleccionaron las colonias transformantes después de 48 hrs. de incubacion a 30°C.
2.2.8 Extraccidu de proteinas. Debido a la fragilidad de E7, se desarrollo un protocolo
{modificacion de Le Loir ef al., 1998) para la extraccién de proteinas de L. lactis,
incluyende inhibidores de proteasas y procedimientos suaves de precipitacion. Los
extractos proteicos fueron preparadas a parur de 2 mL de cultivos inducidos. El boton
celular y sobrenadante fueron procesados por separado. Primero se centrifuge par 5 min. 2
mL de cultivo & 14000 r.p.m. 4°C. Después se filtro el sobrenadante (0.22 pm MILLEX-
GV, Millipore) y se separaron 1.4 mL en un vial nuevo, se adiciond 100 pL de acido
tricoloacético (TCA) 100%, 1| mM PMSF (Phenyl-Methyl-Sulfonyl-Fluoride) y 10 mM
DTIT (Dithiothreitol), y se incubo 10 min. en hielo. Se centrifugo 10 min. a 14000 r.p.m.,
4°C, se retiro el sobrenadante y se resuspendid el batdn en ¥% volumen de 50 mM NaQH y
¥4 volumen de DTT-LB (50 mM Tris-HCl pH 6.8, 100 mM DTT, 2% SDS, 0.1% Azul de
Bromofenol, 10% Glicerol) segin la DO. Para la fraccidn celular, el pellet abtenido de la
centrifugacion de los 2 mL de cultivo se resuspendio en 2/6 (seglm DO) de buffer TES-Lys,
1 mM PMSF, 10 mM DTT, se incubd por 15 min. a 37°C y después se agregd 1/6 de una
solucién de SDS (20%) y se dio vértex vigorosamente. Finalmente se adicionaron 3/6 de
DTT-LB. Ambas muestras (sobrenadante y fraccién celular) fueron incubadas 3 min. a
98°C antes de ser analizadas en gel de poliacrilamida.
2.2.9 Western Blot. Las proteinas fueron separadas por SDS-Page 12% (Laemmli, 1970).
Después de la migracion el gel se incubo por 15 min. en una solucion de transferencia (50
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mM Tris pH 7.0, 380 mM Glicina, 0.01% SDS, 20% Metarnol) y a continuacion se
transfirié por espacio de 1 hr. 8 una membrana de PVDF (NEN, Life Science Products)
previamente lavada con metanol absoluto y agua destilada. Una vez transferidas las
proteinas a la membrana, se incubo ésta por 1 hr. en una solucion de bloqueo TBS-T (20
mM Tris pH 7.5, 5.5 mM NaCl, 5% Tween-20, 10% leche en polvo), se lavé una vez con
TBS-T y se incubd 1 hr. con el primer anticuerpo (anti-E7: HPV-16-E7, TVG710Y, EDI17,
N-21 é C-20, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) usando TBS-T (2% lechie en polvo) para su
dilucién. Después se hizo un lavado con TBS-T y se incubd por 1 hr. con el segundo

anticuerpo {proteina G, HRP, BIORAD). Finalmente se hicieron 3 lavados con TBS-T y se
| reveld la membrana con el Kit ECL (Enhanced Chemil uminescence, DuPont NEN) y
exposicion en un film autoradiografico.
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Caracterizacion y clonacion del gene E7. La amplificacion del gene E7 por PCR fue
disefiada para contener un sitio Nsil en su extremo 5’ el cual servird mas adelante para
propdsitos de fusion.

El producto de PCR obtenido a partir del plasmido pCDNA3-E7 (Fig. 1a), se
subclon6 en el vector pGEM-T (ver material y métodos) y se aislé posteriormente por
digestion con Sall/Apal. Este fragmento (gene E7: 313 pares de bases, pb, Fig. 1a) fue
digerido con la enzima Pvull. Dado que este sitio se encuentra en la posicion 121 de la
secuencia nucleotidica, del gene E7, se obtuvieron dos bandas, una de 191 y otra de 120 pb
(Fig. 1b) corroborando que este fragmento de ADN contiene este sitio y genera los

productos esperados.

a) b)
M 2 3
5000 pb —— pCDNA3-E7
E7 >
<— 190 pb
300 pb —— 313 pb

122 pb

Fig. 1. Amplificacion y caracterizacién del gene E7. a) Vector pCDNA3-E7 y producto de PCR
de E7; carril 1, marcador de peso molecular 1 kb; carril 2, pCDNA3-E7 linecarizado con EcoRl:
carril 3, marcador de peso molecular 100 pb; carril 4, gene E7 obtenido a partir del PCR. b)
Caracterizacion del producto de PCR; carril 1, marcador 100 pb, carril 2, producto PCR (gene E7);
carril 3, digestion de E7 con Pvull. Las bandas esperadas son sefialadas con flechas.
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Una vez caracterizado el producto de PCR por digestion, se cloné en el vector pVE8001
(pBS:E7:TrpA, Fig. 2), en el cual el gene queda fusionado a un terminador transcripcional
rrpA (Tabla 1). Para determinar el éxito de la fusién y que no hay ninguna mutacién en el
gene E7 se obtuvo la secuencia del vector con los oligos universales Forward y Reverse,
(Invitrogen) (Fig. 3).

FTRHRERY

Fig. 2. Plasmido pBS:E7:TrpA.
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Capitulo 2 Produccion de E7 en L. lactis

2.3.2 Consfruccién de cassettes para la expresion de E7 en L. lactis. Se hicieron
diferentes fusiones génicas para la expresion de la proteina E7 en L. lactis. (Fig. 4). En
pSEC:E7 el gene E7 esta fusionado en marco de lectura con un fragmento de ADN que
contiene el sitio de unién al ribosoma (RBS) y el péptido sefial (SP) de la usp45 (SPuspss),
un gene que codifica para la Usp45, la principal proteina secretada por L. Jactis (van
Asseldonk et al., 1990). En pCYT:E7 no existe el fragmento que codifica para el SPysps.

trpA Plasmido/localizacion
Past
E7
J!_F__L pCYT:E7/intracelular
RBS yspts oA
Prisq
J’—M pSEC:ET/secrecion
RBS wspes

Fig. 4. Cassettes de expresién para la produccién de E7 en L- lacris. Disefios esquemiticos de
las fusiones génicas de E7 bajo el control del promotor P4 colocadas en los plasmidos indicados.
Simbolos: p- , promotor lactococal inducible por nisina (Pns4); @8 . sitio de unién al ribosoma del
gene usp4); g - region codificante para E7; » péptido sefial del gene usp45; T
terminador transcripcional.

En ambas construcciones, la expresion de E7 esta controlada por el promotor inducible P4
(de Ruyter et al., 1996). Estos plasmidos fueron establecidos por electroporacion (Fig. 5) en
la cepa NZ9000 de L. lactis, la cual porta los genes nisR y misK necesarios para la
regulacion del promotor nisina (de Ruyter et al., 1996, Kuipers et al., 1998), resultando en
NZCYT:E7 y NZSEC:E7.

2.3.3 Produccion de E7 en L. lactis. Se analizo la capacidad de L. lactis para producir la
proteina E7 en dos localizaciones celulares diferentes (intracelular y medio de cultivo).
Para dicho andlisis se utilizaron las cepas NZCYT:E7 y NZSEC:E7. Las muestras de
cultivos inducidos y no indacidos fueron analizadas inicialmente a una DO< 1 (fase
exponencial, Fig. 6a). Después de la induccién el analisis por Western blot de la cepa

NZCYT:ET7 utilizando anticuerpos anti-E7 revela una clara banda en la fraccion celular del
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Capitulo 2 Produccion de E7 en L. lactis

a) b)

Fig. 5. Transformacién de la cepa NZ9000 de L. lactis. Se transformé por electroporacion la cepa
NZ9000 de L. lactis con los diferentes plasmidos construidos y se plaqueé en GMI7A (mas el
antibidtico de interés, cloranfenicol en este caso). Después de 48 hrs. de incubacion a 30°C se
eligieron las colonias recombinantes. a) Cepa NZ9000 sin plasmido, al no tener gene de resistencia
al antibidtico no hay crecimiento. b) Cepa NZ9000 transformada con el plasmido, el cual le
confiere resistencia al antibiotico utilizado.

tamano esperado para la E7 nativa (19 kDa, Pahel ef al., 1993), mientras que no se detecta
seiial en el sobrenadante (Fig. 6a). Andlisis similares de la cepa NZSEC:E7 revelan dos
bandas: i) una banda en la fraccion celular y que corresponde al precursor SPyps-E7
(preE7, 21 kDa aproximadamente) y ii) otra en el sobrenadante que corresponde a la E7
madura secretada (Fig. 6a). Calculamos que el porcentaje de produccion de la E7 secretada
es tres veces mayor que el de la forma de citoplasma y la eficiencia de secrecion
(porcentaje de E7 detectada en el sobrenadante) es alta ~95%. En ausencia de nisina no se
detecta sefial de la E7, confirmando el control del sistema NICE. Sorprendentemente,
analisis de muestras proteicas extraidas los mismos cultivos en fase estacionaria (ODggy> 1)
revela una marcada diferencia en la produccién de E7: la cantidad de E7 de forma
citoplasmatica disminuye visiblemente, mientras que la forma de secreciéon incrementa
(Fig. 6b). Estos resultados sugieren que una degradacion intracelular en fase estacionaria y

que la proteina secretada puede escapar al ser exportada fuera de la célula.
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a) Fase exponencial

NZCYT:E7 NZSEC:E7

- + -
c S c s c

+
= c S
preE7
i — - e ".F:n

b) Fase estacionaria

NZCYT:E7 NZSEC:E7
C S C S
20 KD F— preE7
o\ —— E7

Fig. 6. Produccién de E7 en L. lactis. Se analizé por Western blot la produccién y secrecion de E7
de cultivos inducidos en fase exponencial (DO~0.5-0.6) 6 estacionaria (DO~1.5). La cepa
NZCYT:E7 codifica para la E7 nativa (forma citoplasmatica) y la cepa NZSEC:E7 codifica para el
precursor, prel7. a) Fase exponencial: Cultivos no-inducidos (-) ¢ inducidos (+) de las cepas
indicadas. b) Fase estacionaria. Las flechas indican las posiciones de la E7 madura y del precursor,
Hay solamente una ligera diferencia en la migracion entre ¢l precursor (preE7, fraccion celular) y la
forma madura (E7, sobrenadante). C, fraccion celular; S, sobrenadante. Las posiciones y tamafios
del marcador de peso molecular son mostrados a la izquierda.

2.3.4 La proteasa ClpP no esta involucrada en la degradaciéon de E7 en L. lactis.
Nuestros resultados sugieren que la proteina E7 puede ser blanco de una proteolisis
intracelular en L. lactis. El complejo ClpP (una proteina dependiente de ATP) es la
principal proteasa citoplasmatica en L. lactis (Frees & Ingmer, 1999). Para determinar si
ClpP esta involucrado en la degradaciéon de E7, introdujimos los plasmidos pCYT:E7 y
pSEC:E7 en una cepa NZ9000 de L. /actis con una mutacioén en el gene clpP (NZ9000
clpP, Bermudez-Humarén ef al., 2002). La figura 7 muestra los andlisis de la produccién de
E7 en esta cepa mutante comparada con la cepa silvestre NZ9000 (wr). Las condiciones

de los cultivosy
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a) Fase exponencial
pCYT:E7 pSEC:E7
wit clpP wt clpP
c s c s c s cC s
20 kDa — $ l«—— PreE7
-
- . —w R ey [— E7

b) Fase estacionaria

clpPIpCYT:E7 clpPIpSEC:E7

c S c S

20 kDa — ' <4— PreE7

o «— E7 ~4—E7

Fig. 7. ClpP no esta involucrada en la degradacion intracelular de E7 en L. lactis. Andlisis por
Western blot muestran que la cepa mutante de L. lactis para la proteasa ClpP no puede rescatar la
producciéon de E7 en citoplasma. a) Muestras de cultivos inducidos de la cepa wr 6 clpP
conteniendo los plasmidos pCYT:E7 6 pSEC:E7 tomadas en fase exponencial. b) Muestras de
cultivos inducidos de la cepa clpP tomadas en fase estacionaria. C, fraccion celular: S,
sobrenadante, Las posiciones y tamafios del marcador de peso molecular son mostrados a Ia
izquierda.

extraccion de proteinas se hicieron tal y como se describié para la cepa wr. En cultivos
procesados en fase exponencial, no se observa diferencia significativa en los patrones de E7
entre la cepa wt y la clpP en ambas formas (citoplasma y secrecion, Fig. 7a).
Desafortunadamente, la degradacion de la forma E7 de citoplasma observada en la wt y el
rescate de la forma de secrecion en fase estacionaria se observa de igual manera en la clpP,
sugiriendo que la proteolisis intracelular de E7 es independiente del complejo ClpP (Fig.
7b).

2.3.5 La chaperona DnaK no esta involucrada en la presentacién de E7 para su

proteolisis. Los resultados obtenidos muestran que la forma citoplasmatica y de secrecion
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de E7 son bien sintetizados en L. lactis, aunque la primera sufre proteolisis intracelular. En
algunos casos, chaperonas, tales como DnaK promueven la proteolisis indirectamente,
manteniendo a las proteinas mal procesadas en un estado de disgregacion (Wild ez al.,
1996). Para determinar si DnaK contribuye a la proteolisis de E7, comparamos la
produccion de E7 en la cepa w y en una cepa dnaK mutante (Bermidez-Humaran ez al.,
2002). Andlisis por inmunorevelacion muestran que no hay diferencias en la produccion de
E7, ya sea en fase exponencial o estacionaria entre esta cepa mutante y la wt (Fig. 8). Estos
resultados muestran pues que la chaperona DnaK no esta involucrada en la proteolisis

celular de E7 en L. lactis.

dnaK
pCYT:E7 pSEC:E7

C S C S
R E7
20kDa —| e
I . <+— E7

Fig. 8. DnaK no esta imvolucrada en la presentacion de E7 para la proteolisis en L. lactis.
Muestras de cultivos inducidos de la cepa dnak conteniendo los plasmidos pCYT:E7 6 pSEC:E7
tomadas en fase exponencial. Andlisis por inmunorevelacion muestran que la cepa mutante de L.
lactis para la chaperona DnaK no previenen o al menos disminuyven la degradacion de E7 en el
citoplasma. C, fraccion celular; S, sobrenadante. Las posiciones y tamafios del marcador de peso
molecular son mostrados a la izquierda.
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2.4 PISCUSION

2.4.1 Produccion de E7 en E. loctis. Lactococcus lactis es una bacteria Gram positiva
grado alimenticio, no comensal y no mvasive que no produce exoproteinas detectables
(cepa libre de plismidos, que no secreta proteasas), por [o tanto un buen candidato para la
secrecion de proteinas heterdlogas para diferentes aplicaciones: desde produccion en
fermentador de proteinas de alto valar comercial hasts el uso de este arganismo como wm
vectar para el desarrollo de vacunas vivas. En ese comtexin desarrollamos y estandarizamas
un sistema para la produccion y localizacion de la oncoproteina E7 del VPH-16 en L. lactis.
Aunque el porcentaje de produccion y localizacion de una proteina heterdloga son
criticos, también debe confirmarse la estabilidad y procesamiento adecuado de la proteina
de interés para asegurar que adquiera su actividad nativa (va sea un antigeno o una enzima).
Algunos trahajos se han enfocado en Ia proteolisis en la superficie celular de L lactis
(Poquet et al., 2000). En este trabajo demostramos que la proteina E7 del VPH-16 (una
proteina extreruadamente lébil) se puede producir de una manera eficiente en L lactis en
una forma de secrecién y, baje condiciones estrictas de crecimiento celular en una forma
citoplasmdtica.. Ademas, observamos ung mayor produccion (de forma reproducible) de 1a
proteina secretada que la de citoplasma. Este efecto ha sido observade anteriormente ex la

' produccion de diferentes proteinas hetesdlogas en L. lactis, tales come la nucleasa
Staphylococcal (Nuc, Langefla & Le Loir, 1999), et antigene immmodominante L7/L1Z de
Brucella abortus (Ribeiro et al,, 2002), la P-lactoglobulina bovina (BLG, Chatel ef al.,
2001) o la proteina no estructural NSP4 del rotavirus bovino (Enouf et af., 2001). Asi, en L.
lactis 1a secrecion parece sev la mejor estrategia para producir altos niveles de proteinas
heterdlogas, ya que este fendmeno se observa en proteinas eucariotes (BLG), procariotes
(L7/L12 y Nuc) y virales (NSP4 y E7). Por Gltimo Ja eficiencia de secrecién de la E7 nativa
abservads eu este trabgjo es alta, ~95% lo cual es prometedor para la produccian y
purificacién a2 grandes escalas de esta proteina, ya que a la fecha solo una proteina

heteréloga, Nuc (usada frecuentemente como proteina modelo, Le Loir et al., 1994) ha sido
expartada en L. lactis a los niveles observados para E7.

242 La estabitidad de E7 en el citoplasma depende de la fase de crecimiento del
cultive celular. Pare determinar porque se obtiene una mayor produccién de E7 con la
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forma de secrecidn que con 1a forma citoplasmatica, analizamos su produccion en fase de
crecimiento celular estacionana. Sorprendentemente en estos experimentos se observo una
degradacion casi total de E7 en el citoplasma de L. lactis (Fig. 6b) sugiriendo que esta
proteina sufre proteolisis intraceluiar. Para tratar de estabilizar la produccién de E7,
tratamos de expresar esta proteina en dos cepas mutantes de L. lactis (ClpP y DnaK); sin
embarga, andlisis por Westcrn blot mostraron que no hay diferencia enire estas cepas y la
wt de L. lactis. Estos resultados sugieren que la degradacion de E7 es independiente del
comuplejo ClpP y la chaperona DrnakK.

2.43 Secrecién de £7 nativa y perspectivas. Dado que el uso de péptidos sintéticas no
puede sustituir a la proteina completa. El sistema desarrollado en este estudio para producir
la oncoproteina E7 del VPH-16 es interesante para el desarrollo de una nueva vacuna
terapéutica countra el CaCu. Se ha demostrado que la presentacién de epitopes de E7 a
anticucrpos anti-E7 humanos es mas eficiente cuando se utiliza una proteina E7 completa y
nativa (Nindl ez al., 1996). La forma secretada de E7 podria representar ventajas para
purificacion y posteriores estudios fisicos y quimicos de esta proteina, ya que L. lactis
secreta pocas proteinas y ninguna proteasa. Puesto que s necesario el desarrollo de nuevos
vectores bacterianos seguros para la expresion de antigenos in vivo, nuestro sistema de
_produccion de E7 puede tener interesantes aplicaciones en ensayos de inmunizacion en
modelos animales. Esto abriria nuevas perspectivas para el desarrollo de una vacuna viva
usando L. lactis contra el CaCu. Dado que la proteina E7 es extremadamente libil, trabajos
postetiores podrian usar esta proteina para estudios de proteolisis en L. lactis.
Recientemente hemos comenzado a aplicar el sistema aqui reportado paras analizar otras
cepas mutamtes (hrd de L. lactis por ejemplo, Poquet er al, 2000) para un mejor
entendimiento de la relacién entre la secrecion heter$loga y la proteolisis en L. factis.
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3.1 Estabilizacion en la produccién de E7 en Lactococcus lactis

RESUMEN

Eu el capitulo anterior demostramos que Ia proteina E7 del VPH-16 poede ser
producida en Lactococcus lactis, sin embargo la forma de citaplasma es muy imestable
y es degradada en fase estacionaria por una proteasa diferente a ClpP. En este
capitulo describiremas como la preduccion de la proteina E7 puede ser estabilizada e
incluso mejorada por medio de una fusion a una proteina alamente estable, la
nucleasa Staphylococcal (Nuc) 2 su extremos amino (N-) o carboxilo (C-). Asi también
se prob0 un propéptido simtético (LEISSTCDA) el cual esta reportado para sumentar
la eficiencia de secreciéu de proteina heterdlogas en L. facfis. Nuestros resultados
sugieren que la fusién de una proteina estable coma Nuc y de un propéptido simtético
a la proteina E7 tienen efectos positivos en su estabilidad ew L. lactis. Curiosamente |a
eficiencia de secrecidn de E7 observada en el capitulo anterior (~95%) en vez de verse
mejorada disminuyd de forma dristica, no asi la de la proteina hibrida Nuc-E7, la
cual se mejord em un 10% (5% versus 15%). Este trabajo representa um dtil sistema
para la expresidn y estabilizacion de otras proteinas frigiles de interés médico (como
. E7) en L. lactis.
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32 INTRODUCCION

Las bacterias lacticas (BL) son un diverso grupo de bacterias usadas en la industria
alimenticia desde tiempos inmemorables que incluye micmbros de los géneros
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus. En los ultimos
aflos muchos laboratorios se han enfocado en la produccién de proteinas heterdlogas en
estos organismos GRAS (generalmente seguros) para fines comerciales (Robinson et al,
1997; Langella & Le Loir, 1999; Drouault ez al., 2000; Gaeng et al., 2000; Steidler et a/.,
2000; Chatel et af,, 2001; Enouf et al,, 2001; Gil et al, 2001). A la fecha, la mejor BL
caracterizada es Lactococcus lactis para la cual se han desarrollado eficientes herramiemtas
geneticas y mds ain, se conoce su genoma completo (Bolotin et al, 1999). Lactococcus
lactis como describimos en el capitulo anterior es una bacteria grado alimenticio, no
patégena y no colonizante que representa un buen orgamismo para la produccion de
proteinas heterdlogas. Una de las propiedades que bhace a L. lactix un buen candidato para
producir proteinas es que, esta bacteria es empliamente utilizada en la industria alimenticia
(especialmente en productos lécteos), caracteristica que puede ser explotada para producir
enzimas, metabolitos y antigenos de interés médico en productos como yogurt, quesos, etc.
. Ademds algunos laboratorios han comenzado recientemente a usar a L lactis como una
vacuna viva (para revision consultar Mielcarek et al., 2001). Finalmente L. lactis puede ser
facilmente manipulada en el laboratorio.

Hoy en dia, existe un verdadero interés en la sobreproduccion de proteinas
heterdlogas en L. lactis. Para dicho propdsito se han desarrollado varias estrategias usando
sistemas de expresién génica inducibles y coumstitutivos (van Raoijen, 1992; Wells et al,
1993; van Asseldauk, 1994). En 1996 de Ruyter y colaboradores desarrollaron el sistema
NICE (ver capitufo 1 y 2). En dicho sistema se hace uso un bacteriocina grado alimenticio
(la nisina) como inductor de genes localizados bajo el control transcripcional del promotor
A del operon de la nisina (Paixi). Nosotros elegimos este sistema para expresar la
oncoproteina E7 del virus del papiloma humano tipo 16 (VPH-16, capitulo 2). Los
resultados obtenidos mostraron que la E7 es una proteina muy labil que se degrada en el
citoplasma de L. /actis y que la proteasa ClpP y la chaperona DnaK no estin involucradas
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en dicha degradacién. Por lo tanta creemas que la proteina E7 puede representar un buen
modelo para ensayos de estabilizacidn de proteinas heterdlogas en L. lactis.

Existen varios reportes sobre el uso de la nucleasa Staphylocaccal (Nuc) en L. lactis
como proteina reportera, la cual es de gran ayuda, yu que facilita detectar la localizacién de
la proteina de interés (citoplasma, anclada o secretada, Piacd et al., 1997; Le Loir ef al,
1998; Poquet et al., 1998) con una simple prueba colorimétrica (Shortle, 1983; Le Loir et
al., 1994). Dicha proteina también ha demostrado proteger a proteinas frigiles (Ribeiro ef
al., 2002). Por lo taato en esta parte del trabajo nos enfocamos en realizar fusiones génicas
entre la proteina E7 del VPH-16 y la Nuc, para determinar si esta proteina compacta y
resistente, puede proteger a lu E7 de proteolisis en L lactis. Ademids, para mejorar la
produccion de E7 en L. lgctis, se analizaron y modificaron una serie de parimetros como: i)
cinética en funcién a la cantidad de nisina usada para una buena induccion en L. lactis y ii)
aumentar la eficiencia de secrecion (ES) de la proteina de interés mediante la fusién de un
propéptido sintético, LEISSTCDA (LEISS). Los resultados obtenidos muestran que la
produccidn de E7 en citoplasma puede ser rescatada cuando la Nuc se fusiona a su extremo
N- 0 C-. Sin embargo, la ES es muy baja, alrededor de 5%. Asi también, se determiné que
el pro-péptido sintético LEISS puede mejorar la ES de una proteina hibrida Nuc-E7 (5%
. versus 15%) perc no la de la proteina E7 nativa, la cual se ve dristicamente disminuida
(95% a un 5%, aproximadamente). Por otro lado se observé que la produccion deiproteinas
bajo el sistema NICE y la ES es dependiente de la concentracién de nisina usada Este
trabajo provee herramientas para la produccidn y estabilizacion del antigeno E7 por medio
de la fusién a una proteina altamente estable (Nuc) y puede servir como base para la
produccidn y estabilizacin de otras proteinas frigiles en L. lactis.
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3.3 MATERIAL Y METODOS

3.3.1 Cepas, plismidas, medios de cultivo y antibiéticos. Las cepas y pliasmidos
utilizados en este trabajo son listados en la Tabla 1. Lactococcus lactis fue crecido en
medio GM17 6 BHI a 30°C sin agitacion. Escherichia coli s¢ crecié en medio LB 37°C con
agitacion vigorosa. Log pldsmidos fueron mantenidos por la adicion de los siguientes
antibioticos (cuncentracion en microgramos por mililitto, pg/ml): para L. lactis,
cloranfenical (10), y para E. coli, ampicilina (100) o cloranfenicol (10).

Tabla 1: Cepas y pldsmidos usados.

Cepa Genotipo Referencia
E coli TG] SUpE, hsd, 45, thi, HlacproAB). F(iraD36 prodB-iacZAM13) Gibson, 1934,
L. lactis MG1363 Cepa silvestre. Sin plésmidos Gasson, 1983,
L. lactis NZ9000 MG1363 (genes nisRK en cromosowa). Sin plésmidos g
Plismidos Replicdn Caracteristicas del plismido y cassettes Referencia
pBSET:TrpA ColEl Ap'; fragmenro de PCR que codifica para E7 Capitulo 2
v - m de expresion de Nuc madura bajo el cormoldel | | poo o
PSEC:Nuc pWYVOI Sofmwmj del precursor SPygus Nus bajo el L. Ribeiro @
PCYTE? pRVOL | SO caseete de xpresicn da b provene 7 asiiva bjo o Capitulo 2
pSECE7 pWYOI g&m“m‘:“ del precursor SPuety E7 o e Capitulo 2
pCYT:Nuc-E7 aWVaL S;n;o elu::we m:u de la fusion Nuc:E7 bajo el Bedtadalo
PSECNuS-E7 WYL g_ﬁ;m‘;‘mm'l D g s Este trabajo
pCR-TOPO ColEl | Ap _ Invitrogen
pCR:NSIL:E? CalEl ;\np'“m de PCR. que codifica para E7 con sitios Niil Este trabgjo
PLEISS:Nue pWVOI f.?;’.mﬁmdﬁﬁw SPyges:leisszrue L. Ribeiro ®
PLEISS:ET pWYOL gﬁﬁ-ﬁ? mimlﬁm;zm Este trabajo
PLEISSNW-E7 | pwvol EEE;:';; m’z“fm:gﬁ;;_ Este trabajo
PLEISS:E7-Nuc | pwvol g@mﬁmmmm Este trabsio

*Genes de resistencia @ Ap’, ampicilim; Ca, cloranfenicol.
Q). URLGA, INRA, Domaine de Vitvert, 78352 Jouy ea Josas Ceden, Francia.
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33.2 Manipulaciones del ADN. Para el aislamiento de ADN plasmidico y las
manipulaciones en general del ADN se usaron los métodos descritos en el capitulo anterior.
El PCR (Perkin Elmer Cetus apparatus, Norwalk, Conn.) se llevd a cabo con la enzima
Vent ADN Polimeresa (Promega) y las secuencias fueron confimuadas por caracterizacion
con enzimas de restriccion y usando el kir de secuenciacién Dye-terminator (ABI PRISM®
BigDye™ Teminators, Appl. Biosystems).

3.3.3 Fusion del propéptide simtética LELISSTCDA s E7, Para obtener la fusion de E7
con un propéptido que aumente la ES en L. lactis (leiss:E7), donde leiss codifica para el
propeptido sintético LEISSTCDA,; se purificd un cassette £7:trp4 del vector pBS:E7:TripA
digerido con las enzimas Nsil/EcoRV y se cloné en el vector pLEISS:Nuc digerido con
EcoRI-Klenow/Nsil (eliminando la nucleasa) resultando en pLEISS:E7. Este vector se
wtrodujo en la cepa NZ900Q (ver capitulo 2) resultando en: NZLEISS:E7.

3.3.4 Fuasién de la nucleasa Sthapylococcal (Nuc) al extremo N- de E7, Para analizar ¢l
efecto de la fusién de Nuc al extremo amino (IN-) de la proteina E7 (Nuc-E7) tanta en la
forma citoplasmatica coma en la de secrecidn, se purificé un cassette nuc cou sitios Nsil a
ambos extremos del vector pBS:Nsil:nuc (géntilmente donado por S. Nouaille, URLGA,
INRA, Jouy en Josas, Francia) y se clono en los vectores pSEC:E7 y pCYT:E7 digendos
con Nsil para damos pCYT:Nuc:E7 y pSEC:Nuc:E7 (Tabla 1). Estos plasmidos se
establecieron en la cepa NZ9000 y se nombraron: NZCYT:Nuc-E7 y NZSEC:Nuc-E7.
3.3.5 Fusion del propéptido sintético LEISSTCDA 1 ta proteina hibrida Nuc-E7. Para
analizar el efecto del propéptido LEISSTCDA fusionado a una proteina hibrida Nuc-E7,
aislamos un cassette muc (tal y como se acaba de describir) y se clond en el vector
pLEISS:E7 digerido con Nasil. El pldsmido s¢ nombro pLEISS:Nuc-E7 y se introdujo en la
cepa NZ9000 (NZLEISS:Nuc-E7).

3.3.6 Fusion de la nucleasa 3l extremo N- 6 C- de E7. En esta seccion nos enfocamos en
observar el efecto de la nucleasa fusionada al extremo carboxilo (C-) de E7 (E7-Nuc). Por
cuestiones de factibilidad eu las clonaciones se eligié la forma LEISS:E7 para comparar la
fusién de Nuc a ambos extremos y se construyeron dog cassettes: SP g leiss:nuc-E7 Y
SPugp-leiss: E7-nuc. Para la construceion SPygp-leiss:nuc-£7 se abtuvo el cassette muc como
se describid anteriormeunte (pBS:Nsilmwe digerido con Nsil) y se clond en el vector
pLEISS:E7 digerido con la misma enzima para gbtener pLEISS:Nuc-E7. Por otro lado para



Capitulo 3 Estabilizacién de E7 en L laczis

la construccion del cassette SP,, leiss:E7-nuc, primero se amplificé el gene E7 por PCR
con un par de oligas diseflados para adicioner sitios Nsil a ambos lados (5' y 3') del gene
E7. La secuencia de los oligos usados fue: S'Wsil-£7 (5'-GATGCATCACAACATGGAGA
TACACCTACATTGCAT-3") para la cadena complementaria y 3'Nsil-E7 (5'-GGATGCAT
GTGGTTTCTGAGAACAGAT-3") para la complementaria. El producto de PCR fue
clonado en el vector pCR-TOPQO, resultando en pCR:Nsil:E7 (Tabla 1). Después se aislo el
gene E7 de este vector con Nsil y se clono en el vector pLEISS:Nuc digerido con la misma
enzima resultando en pLEISS:E7-Nuc. Estos dos vectores se introdujeron ea la cepa
NZ39000: NZLEISS:Nuc-E7 y NZLEISS:E7-Nuc.

3.3.7 Condiciones para la induccién con la nisina basindose en su concentracién. Para
la induccion del promotor nisina, se tomo una dilucion 1:250 de un cultivo ON de la cepa
de interds, se inoculo en media nuevo y se dejo crecer hasta una DO= 0.4-0.6, una vez
alcanzada esta densidad se indujo con las siguientes concemtraciones de nisina (en
nanogramos por mililitro, ng/mL): 0, 0.05, 0.1, 1, 5, 10 y 15. Una vez determinada la
concentracion Sptuna para nuestro sistema, se utilizd ésta para todas los ensayos de
induceidn.

3.3.8 Prueba de la nucleasa. Para la deteccidn de la actividad nucleolitica de la nucleasa
Staphylococal (Nuc) en L. lactis, se utilizé el protocolo desarrollado por Le Loir y
colaboradores (1994, modificacion hecha despues de Lachica ef @/, 1971). Primero se
cultivaron toda la noche las cepas de L. lactis manipuladas para producir la proteina de
fusién Nuc-E7 (tanto en la forma citoplasmdtica como la de secrecion). Una vez crecidas,
se hizo una dilucién 1:250 en medio de cultive nuevo, se crecierun hasta una OD=10.5-0.6 y
se indujeron con 10 ng/mL de nisina por | hr. Después de la induccién se hicieron
diluciones y se plaquearon los cultivos sobre medio sélido (BHI en lugar de GM17) mds el
antibiético requerido y se incubo toda [a noche. Una vez que las colonias estuvieron bien
formadas se vertid una capa de TBD-Agar (0.05 M Tris pH 9.0, 1% NaCl, 0.1 mM CaCl;,
0.3% ADN de Esperma de Salmon, 0.01% Azul de Toluidina O, 1% Agar). La actividad
nucleolitica se visualizd generalmente después de 2-3 hrs. de incubacion a 37°C por la
aparicion de un halo rosa alrededor de la colonia (fenotipa Nuc+).

3.3.9 Preparacion de muestras proteicas ¢ inmunodeteccion, La extraccion de las
proteinas de los cultivos de los lactococos recombinantes, SDS-Page ¢ inmunorevelacion
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cor anti-Nuc (dilucién 1:250, gentilmente donado por Miller 6 1:250 para anti-E7) fueron
llevadas a cabo tal y como se describid en & capitulo anterior.
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3.4 RESULTADOS

3.4.1 El propéptide sintético LEISSTCDA no mejora la ES de la proteina E7 nativa en
L. lactis. En el capitulo anterior observamos que la proteina E7 del VPH-16 puede ser
producida y secretada eficientemente en L. /actis; sin embargo, aunque la ES fue muy alta
(~95%) no fue total. En este capitulo nos enfocamos en modificar las cargas en el extremo
N- de la proteina E7 para ver si se puede alcanzar un 100% en la ES. Para este propdsito se
construyd el vector pLEISS:E7 (Fig. 1), donde el gene E7 esta fusionado en marco de
lectura (ORF) con un fragmento de ADN que contiene el RBS y el SP de la usp45 (capitulo
2), mas un propéptido sintético, LEISSTCDA (LEISS) el cual ha demostrado en trabajos

- Plasmido/Localizaciéon
Presa SPus E7
pLEISS:E7/secrecion
RBSye« LEISS
trpA
Phae Nuc E7
pCYT:Nuc-E7/intracelular
RBSyspes
rpA
Prsa SPupe Nuc E?
pSEC:Nuc-E7/secrecion
RBS s
trpA
Praa SPiges Nuc E7
pLEISS:Nuc-E7/secrecion
RBSuses  LEISS
pA
P
SPyots €7 Nuc
pLEISS:E7-Nuc/secreciéon
RBSyge LEISS

Fig. 1. Cassettes de expresién para la produccion de E7 en L. lactis. Disciios esquematicos de
las fusiones génicas de E7 bajo ¢l control del promotor P, colocadas en los plasmidos indicados.
Simbolos: p-, promotor lactococal inducible por nisina (P,.,): i , sitio de union al ribosoma del
gene usp45; gl - region codificante para E7; , péptido sefial del gene usp45; [, region
codificante para NucB; M , region codificante para LEISS; T , terminador transcripcional.
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previos aumentar la ES de proteinas heter6logas en L. lactis (Le Loir et al., 1998; Langella
& Le Loir, 1999; Ribeiro ef al., 2002). Para comparar la ES de la proteina E7 entre la cepa
NZSEC:E7 y la NZLEISS:E7, se obtuvieron muestras proteicas de cultivos inducidos con
10 ng/mL (ver mas adelante) de nisina y se analizaron por Western blot revelando con anti-
E7 (Fig. 2). Los resultados obtenidos muestran que la ES de la proteina E7 mas el
propéptido sintético al contrario de lo que se esperaba es drasticamente reducida (~95% a
tan solo un ~5%, Fig. 2).

NZSEC:E7 NZLEISS:E7
- + P +
C 8§ ¢ 8 ¢ 8 ¢Cc s
. ; <«— PreLEISS:E7

PYee? “ ) —E7
L

Fig. 2. Produccion y secrecion de E7 en L. lactis. Se analizé por Western blot la produccion y
secrecion de E7 de cultivos inducidos (+) y no inducidos (-) en fase exponencial de las cepas
NZSEC:E7 la cual codifica para el precursor, preE7 y NZLEISS:E7 que codifica para el precursor
preLEISS:E7. C, fraccién celular; S, sobrenadante. Las flechas indican las pesiciones de la E7
madura y de los precursores.

3.4.2 La fusion Nuc al extremo N- de E7 rescata su produccion en L. lactis. Estudios
recientes han mostrado que es posible rescatar y/o aumentar la produccion de proteinas
heterélogas en L. lactis si estas son fusionadas a la proteina Nuc (Ribeiro er al., 2002).
Nosotros examinamos el efecto de la fusion Nuc al extremo N- de la proteina E7 para
determinar si es posible rescatar su produccién en L. /actis. Nuc es una proteina estable y
bien caracterizada, que es resistente a la desnaturalizacion y que es facilmente detectable
por una simple prueba colorimétrica (ver material y métodos). Ademas, Nuc ha sido
utilizada exitosamente en fusion con otras proteinas (Piard et al., 1997; Poquet et al., 1998;
Langella & Le Loir, 1999). Asi, para analizar el efecto de la fusion de Nuc a E7, se
construyeron los plasmidos pCYT:Nuc-E7 y pSEC:Nuc-E7. Ambos plasmidos fueron
establecidos en la cepa NZ9000 de L. lactis y la produccién de la proteina fue analizada por
medio de la prueba de la nucleasa (ver material y métodos). El azul de toluidina es un
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colorante metacromatico que presenta mayor afinidad por ¢l ADN que por el agar
presentando un color azul intenso cuando esta asociado al primero (Michaelis & Granick,
1945). Asi pues, la hidrolisis del ADN por una actividad nucleolitica provoca que el
complejo ADN-Toluidina se libere cambiando de azul intenso a un color rosa. Cultivos
inducidos de la cepa NZSEC:Nuc-E7 presentaron un claro fenotipo Nuc+ (Fig. 3), tal y
como se esperaba si la proteina hibrida Nuc-E7 esta siendo secretada. La cepa
NZCYT:Nuc-E7 presentd un ligero desarrollo de color rosa (Nuct/-, Fig. 3), sugiriendo
que la proteina intracelular Nuc-E7 esta siendo producida y que probablemente ocurrié
alguna lisis que liberé la proteina en el ensayo. En esta prueba se usé como negativo la cepa
NZ9000 portando un plasmido, ¢l cual contiene nicamente el promotor P4 (pVE3655,
Ribeiro et a@l., 2002).

Una vez detectada la actividad de Nuc sobre cajas Petri se analizo la produccion de
las proteinas hibridas por Western blot usando anticuerpos anti-Nuc (Fig. 4a) 6 anti-E7

(Fig. 4b). Los extractos proteicos fueron obtenidos de cultivos en fase estacionaria, ya que

Fig. 3. Actividad de la nucleasa en clonas de L. /actis expresando la proteina hibrida Nuc-E7.
Andlisis de la actividad enzimatica de la nucleasa en caja Petri demuestran que la forma de
secrecion de la proteina Nuc-E7 da una clara seiial (halo rosa, Nuc+). La forma de citoplasma Nuc-
E7 da una débil sefial (Nuc+/-) debido quiza a lisis de algunas colonias al momento del ensayo.
Como negativo se uso una cepa de L. lactis transformada con un plismido que contiene Unicamente
el promotor P, con la cual no se observa sefial (Nuc-).
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en ésta es donde se observa degradacién de la E7 nativa en citoplasma (capitulo anterior).

Anilisis por Western blot con anti-Nuc de la cepa NZCYT:Nuc-E7 después de la
induccién, revela dos bandas en la fraccién celular y ninguna seiial en el sobrenadante (Fig.
4a). La banda superior migra de acuerdo a lo esperado para la fusion Nuc-E7 (40 kDa
aproximadamente). La otra banda corresponde probablemente a un polipéptido resultante
de una degradacién intracelular de la proteina hibrida Inmunodeteccién de extractos
proteicos de la cepa NZSEC:Nuc-E7 revelan tres bandas en la fraccion celular (Fig. 4a). La
banda mayor cortesponde al precursor SP ., Nuc-E7, las otras dos migran a la misma altura
que las formas intracelulares observadas en la cepa NZCYT:Nuc-E7 y que corresponden a
la forma madura Nuc-E7 y al producto de proteolisis. En la inmunodeteccidn del
sobrenadante de esta cepa s¢ observan dos bandas mayores, las cuales corresponden a la
forma madura Nuc-E7 secretada y la otra al producto de la degradacién observado en
citoplasma; asi también, se detectan polipéptidos de tamailos més pequeiios, los cuaies
pueden ser productos de proteolisis de la proteina Nuc-E7 en el sobrenadante (Fig. 4a). No
obstante, en este caso a diferencia de la proteina E7 nativa la ES es baja (~5%) lo cual se ha
observado frecuentemente en sistemas disefiados para la secrecién de proteinas heterdlogas
(Bolhuis et al., 1999; Dieye et al., 2001). Para tratar de aumentar ES de la proteina hibrida
- Nue-E7 decidimos probar otra construccion, pLEISS:Nuc-E7 (Fig. 1) en la cual al SP se le
fusiond un propéptido sintético que aurnenta la secrecion de proteinas heterSlogas en L.
lactis, LEISSTCDA (Le Loir et al, 1998). Anilisis por Western blot de la cepa con esta
construccion (NZLEISS:Nuc-£7), revelan al igual que para la cepa NZSEC:Nuc-E7, tres
bandas principalmente en la fraccién celular. En este caso 1a banda mayor migra mds alto
debido a que el precursor posee la fusidn leiss, SP.p:Leiss:Nuc-E7; las otras dos bandas
corresponden 4 la forma Nuc-E7 madura y al producto de degradacién. Adicionalmeante, se
observan un gran namero de bandas pequeflas resultado de degradaciones secundarias (Fig.
4a), Ea el sobrenadante, tal y como se esperaba observamos de manera repetible una mayor
ES de la proteina Nuc-E7 (~15%), aunque también aumenta ¢l porcentaje de degradacion.
Curiosamente, los exiractos de proteinas de las tres cepas sin inducir, revelan ligeras
sefiales de produccién de las proteinas hibridas (Fig. 4a). Esto puede ser debido a upa
actividad basal del Picq..
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(a) anti-Nuc
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- - +* - s - +
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Fig. 4. La produccién de Nuc-E7 es estable en L. lactis. Sc¢ analiz6 la produccion de Nuc-E7 por
Western blot con anticuerpos anti-Nuc (a) 6 anti-E7 (b). Los cultivos de las cepas: NZCYT:Nuc-E7
(codifica para Nuc-E7); NZSEC:Nuc-E7 (codifica para preNuc-E7) y NZLEISS:Nuc-E7 (codifica
para prelLEISS:Nuc-E7) fueron procesados en fase estacionaria Como negativo s¢ uso una cepa que
porta Unicamente el plasmido con el promotor P, (Neg.); y como positivo se uso una proteina
purificada Nuc (SIGMA) para la inmunodeteccién con anti-Nuc y una proteina de fusion GST:E7
(E. coli GST:E7) inducible con IPTG (Isopropyl B-D-thiogalactopyranoside) para la
inmunodeteccion con anti-E7. Cultivos no-inducidos (-) e inducidos (+) de las cepas indicadas. Las
flechas indican las posiciones de las formas preLEISS:Nuc-E7, preNuc-E7, v Nuc-E7, asi como
también el producto de degradacién (deg-Nuc:E7) y los controles, Nuc y GST:E7. C, fraccion
celular; S, sobrenadante; Las posiciones y tamafos del marcador de peso molecular son mostrados a
la izquierda.
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Como control negativo de los cultivos inducidos se usd nuevamente la cepa
NZ9000(pVE3655) en la cual no se observa ninguna sefial. Como control positivo se uso
uns proteina Nuc purificads (SIGMA) (Fig. 4a). Finalmente 3¢ realizé una
inmunodeteccion usando wn anticuerpo anti-E7 sobre el mismo Western blot (previa
deshibridacidn) de la figura 4a (Fig. 4b). El perfil de proteinas detectados es similar al
observado con el anticuerpo anti-Nuc, la Gnica diferencia observada es que las pequeiias
bandas producto de la degradacién no son detectadas o son detectadas en menor cantidad
con este anticuerpo, sugirienda que la degradacion ocurre en la parte E7. Aqui se usd como
_ control una proteina de fusidn GST:E7 obtenida a partir de una ¢epa de E coli. Sin
embargo, a pesar de que las tres constrikciones, pCYT:Nuc-E7, pSEC:Nuc-E7,
pLEISSINuc-E7 tienen el mismo disefio, la cantidad de proteina Nuc-E7 detectada en la
cepa NZSEC:Nuc-E7 y NZLEISS:INuc-E7 es significativamente mas alta (dos a tres veces,
respectivamente) que la de la cepa NZCYT:Nuc-E7. Los altos niveles de las proteinas de
secrecion sugieren que entrando 8l proceso de transporte fuera de la célula, éstas son sujetas
a una menor proteolisis que la forma de citoplasma.

Todos estos resultados muestran que una fusién Nugc, al extremo N- de la proteina
E7 puede estabilizar la produccidn de esta en L. lactis eu sus dos formas (citoplasmaitica y
. de secrecion). Asi también se comprueba que la fusion Nuc puede proteger a la proteina E7
al menos de forma parcial de las proteasas intracelulares de L. lactis.
3.43 Nuc protege a1 E7 de una probable degradacién cuando ey fusionada al extremo
N- 6 al C-. Recientemente se demostrd que la proteina E7 puede ser rescatada de una
degradacidn intracelular en sistemas eucariotes cuando es protegida en su extremo N- pero
no el C- (Reinstein et al., 2000). En este contexto, para probar si la proteina E7 puede ser
rescatada de la degradacién intracelular en L iactis cuando es fusionada a Nuc por su
extremo C-, nos enfocamos en la forma de secrecién LEISS:Nuc-E7. Para dicho propésito
se construy6 un plismido adicional, pLEISS:E7-Nuc y se establecio en la cepa NZ9000
para generar, NZLEISS:E7-Nuc. La produccion de esta construccién se compard con la de
la cepa NZLEISS:Nuc-E7 por Westem blot con anticuerpos aati-Nuc y suti-E7 (Fig. 5). En
la inmunodeteccion con el anticuerpo anti-Nuc (Fig. Sa) de la fraccion celular de la cepa
NZLEISS:Nuc-E7 se puede observer una banda mayor que corresponde a la esperada para
el precursor LEISS:Nuc-E7 (pre). También se detectan varias bandes de menor peso
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molecular, y que, carresponden a productos de degradacién. A pesar de que la migracidn se
hizo bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), se observan varias bandas de alto
peso molecular (arriba de la forma precursora). Estes bandas pueden ser debido a agregados
que no fueron coropletarnente disociados debido al protocolo de extraccién de proteinas
suave que se utilizd (ver material y métodos, capitulo 2). En la fraccidn celular de la misma
muestra pero revelada con un anticuerpo anti-E7 (Fig. 5b), el perfil de proteinas es diferente
y €3 menor que el de la revelacién anti-Nuc. En el sobrenadante de la cepa NZ:LEISS:Nuc-
E7, la inmunodeteccidn con anti-Nuc revela una banda mayor del tamafio esperado para la
proteina LEISS:Nuc-E7, también se pueden abservar otras pequeiias bandas, producto de
degradacion (Fig. 5a). La inmunadeteccidn con anti-E7 presenta un perfil similar (Fig. 5b).

En la cepa NZLEISS:E7-Nuc el anticuerpo anti-Nug revela dos bandas mayores en
la fraccion celular (Fig. 5a), las cuales corresponden a la forma precursora y madura
Curiosamente estos productos presentan un peso molecular ligeramente més pequefio que
las formas LEISS:Nuc-E7. Estas exirailas propiedades en la migracion de E7 se han
observado anteriormente Reinstein y colaboradores (2000), sobre todo cuando la E7 es
protegida por su extremo C-. También se observan algunas bandas de alto peso molecular
al igual que las formas LEISS:NucE7, y que corresponden probablemente a productos de
- agregacién. De forma interesante, se abserva un dramdtico patrdn diferente en las bandas
de bajo peso molecular, que aquel observado en las formas LEISS:Nuc-E7, con un menor
nimero de productos degradados y de diferente peso molecular.

Estos resultados muestran que efectivamente la fusion de la proteina E7 con Nuc a
ambos extremos, N- 0 C- puede efectivamente rescatar a ésta de una degradacion.
3.4.4 Parametros para la induccién cou la nisina. Dado que los niveles de induccion P g
varian de acuerdo a la cantidad de nisina useda (de Ruyter er ql,, 1996), se realizd una
cinética en funcidn de la cantidad de misina necesaria para la induccion y asi determinar las
mejores condiciones para la produccion de E7 y Nuc-E7 bajo el control del promotor
nisina. Para dicho propdsito se escogio la cepa NZSEC;Nuc-E7 y se probaron las diferentes
concentraciones de nisina (ver material y métodos) 1 hr. Los resultados de la cinética (Fig.
6) muestran que es posible producir proteinas bajo el promotor nisina a niveles tan bajos de
concentracion como 0.05-0.1 ng/mL de nisina. Sin embargo ya que la cepa analizada este
ensayc, es para producic una proteina secretada al medio de cultivo, Nuc-E7, los mejores
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Fig. 5. La fusion Nuc al extremo N- 6 C- de E7 rescata su produccién en L. Jactis. Se¢ analizO
por Westem blot la produccion de LEISS:Nue-E7 y LEISS:E7-Nuc de cultivos inducidos de las
cepas que portan los plasmidos pLEISS:Nuc-E7 (carril 1) 6 pLEISS:E7-Nuc (carril 2). (a)
Inmunorevelacion con anticuerpos anti-Nuc. (b) Inmunorevelacién con anticuerpos anti-E7. Las
flechas indican las posiciones de los precursores (pre), la forma madura LEISS:Nuc-E7, LEISS:E7-
Nug, el control Nuc (SIGMA) y el producto de una posible degradacion de la proteina hibrida
conteniendo la parte E7 (deg:E7-Nuc). Las demés bandas en ¢l sobrenadante y fraccién celular

corresponden a productos que contienen la parte Nuc (a) 6 E7 (b) y que son el resultado de
proteolisis secundarias, C, fraccion celular; S, sobrenadante.

niveles de secrecion se alcanzan a 10 ng/mL. Después de esta concentracion (15 ng/mL, por
ejemplo) comienza a haber lisis de las células, ya que se puede observar en el sobrenadante
la forma precursora de la proteina, preNuc-E7. Asi pues, determinamos que para la
produccion de E7 en L. lactis, la cantidad de nisina necesaria para una 6ptima induccion es
de 10 ng/mL. Curiosamente en este ensayo de Western blot la proteina usp45 (usp4s,

fraccion de sobrenadante) reaccioné con los anticuerpos anti-Nuc.
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Fig. 6. Producciéon de Nuc-E7 en L. lactis con diferentes concentraciones de nisina. Se realizo
una cinética con la cepa NZSEC:Nuc-E7 probando diferentes concentraciones de nisina (0.05. 0.1,
1. 5,10 y IS ng/mL) para la induccién del promotor Py.,. El resultado se analiz6 por Western blot
con anticuerpos anti-Nuc. Las flechas indican las posiciones de la proteina madura Nuc-E7
sccretada, ¢l precursor preNuc-E7, y la proteina Usp45. C, fraccion celular; S, sobrenadantc.
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3.5 DISCUSION

3.5.1 Estabilizaciin de proteinas heterlogas en L. lactis, Lactococcus lactis es la BL
mejor caracterizada a la fecha y es un buen candidato para expresar proteinas de interés
médico § tecnoldgico. Actualmente, existen dos barreras para la producciéa de proteinas
heterlogas en L. lactis: bajos niveles de expresion y baja calidad de produccion debido ala
degradacidn de las proteinas heterdlogas expresadas. En el capitule anteriar describimos la
construccion de dos cepas mutantes de L. lactis (clpP y dnaK) las cuales no mejoran la
produccién de E7. Por lo tanto en este trabajo combinamos diferentes fusiones (Nuc y
LEISS) con el uso del sisterna de expresion inducible, NICE, para estabilizar y/o mejorar la
expresion de |z proteina E7 del VPH-16 en L. lactis.

Para analizar el posible efecto protector de una proteina compacta y resistente, la
nucleasa Staphylococcal (Nuc), fusionamos dicha protelna al exoemo N- de E7. Los
resultados obtenidos muestran que efectivamente esta proteina hibrida (Nuc-E7) es mds
estable ain en fase estacionaria (Fig. 4). Trabajos previos en sistemas eucariotes han
mostrado que la proteina E7 puede ser pMeg{do de proteolisis cuando es protegido en su
extremo N- pero no en ¢l C- (Reinstein et al., 2000). Aqui, nosotros demostramos que en L.
. lactis la proteina E7 es protegida de una degradacidn intracelular cuande es protegida por
cualquiera de sus dos extremos (Fig, 5). También se demostré que fusionando un
propéptido sintético (LEISS) 4 la proteina Nuc-E7 podemos mejorar la ES. Curiosamente
esta misma fusidn LEISS a la proteina E7 nativa, disminuye dristicamente su ES (95% a un
5%a), esto debido quizas a las propiedades intrinsecas de E7.

Estos resultados nos lievan a la conclusién que las cargas del extremo N- de la
proteina heterdloga & expresar en L. lactis (en este caso E7) influyen de wanera directa (ya
sea negativa 0 positivamente) con ¢l proceso de translocacién. Por otro lade el uso de un
sistema de expresién génica inducible es ampliamente recomendable, ya que permite la
expresidn de proteinas que pueden ser toxicas a la bacteria cuando se expresan a altos
niveles (Wells et al,, 1995).

3.5.2 Perspectivas en el uso de L. lactis para la produccion de proteinas beterdlogas. El
uso de L. lactis para expresar y exportar proteinas presenta varias ventajas que la hacen un
modelo atractivo para la produccitn de proteinas heterdlogas: 1) algunas cepas no secretan
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proteasas u otras proteinas a altos niveles, caracteristica que puede simplificar el anilisis de
las proteinas producidas; 2) algunas BL son actualmente usadas en procesos industriales (de
Vas et al, 1993) lo cual puede facilitar su aceptacion como vectores de produccidn
heterdloga; 3) su status GRAS representa una importante ventaja para su potencial uso
corma un vector vivo en el desarrolla de nuevay vacunas, y su ruta de administracion (oral,
nasal 0 vaginal), la hace un organismo de ficil manipulacidn y sin la necesidad de personal
entrenado para su aplicacién, ademas de un bajo costo de produccion y 4) algunas cepas
poseen actividad antitumoral (Kohwi et al,, 1978; Kelkar et a/., 1988) y sus propiedades
adyuvantes la hacen un buen candidato para propdsitos de vacunacién contra enfermedades
infecciosas. Finalmente, L /actis es una bacteria no comensal y su paso por el tracto
digestivo es transitorio por lo cual se puede evitar cualquier tipo de intolerancia al antgeno
expresado por esta cepa. En resumen en esta seccion se muestra fas ventajas y alternativas
para mejorar la produccidn heterdloga en L. lactis.
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4.1 Produccién de la Interleucina-12 murina en Lactococcus lactis

RESUMEN

La Interlencina-12 (IL-12) es uma citocina heterodimérica que juega um papel
importante ¢n la inmunidad celular contra muchos agentes microbianos y que ha sido
esada exitosamente en inmunoterapia contra el cincer. La [L-12 también a mostrado
ser buen adyuvante cuando es co-expresado con vacunas de ADN. Por lo tamto esta
citocina es un potencial candidata para su uso terapéutico en e tratamiento del céncer
y en el diseiio de vacanas coutra enfermedudes infecciosas. Desafortunadameate,
todas las terapias actuales con la [1-12 son sistemdéticas, y han sido muy limitadas
debido a su alta toxicidad. En este trabajo disedlamos una ceps recombinante de
Lactococcus lactis, para una expresin inducible y secrecién de la IL-12 murins. Para
determinar la actividad biolégica de la IL-12 producida por dicha bacteria se analizd
la capacidad de inducir interferdn-y (IFN-y) en células de bazo de ratén in witra.
Ademds, la administraciéu intranasz! (£r.) em ratones con la cepa recombinante de L.
{actis productora de IL-12 results en up aumento en la produccion de IFN-y. Este
trabajo muestra y apoya por primera vez la aplicaciéu de una bacteria lictica y grado
- alimenticio como un nueva vector para la expresin in. segura de la [L-12.
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4.2 INTRODUCCION

La interleucina 12 (IL-12), una citocina muitifuncional, fue conocida originalmente como
factor de maduracion de linfocitos T citotdxicos (CTL) y un factoc de estimulacién de
células asesinas naturales (NK) (Kobayashi er al., 1989; Chan et al., 1991; Gubler et al.,
1991; Wolf et al., 1991). La IL-12 es una glucoproteina heterodimérica de 70 kDa (IL-
12p70) constituida por dos subunidades {p35 y p40) unidas por puentes disulfuro que tiene
aumerosos efectos en las células T y NK, resultando et un aumento de actividad citotdxica
¢ induccidn de interferény (IFN<). La subunidad p40 es importante pars la union a
receptares celulares y la p35 es responsable para la especificidad entre especies (Chizzonite
et al., 1990; Schoenhaut ef al., 1992). En modelos animales la IL-12 ofrece proteccion
contra varias infecciones bacterianas (Hultgren et al., 2001). Esta citocina también ha
demostrado bloquear la angiogenesis (aueva formacién de vasos sanguineos) y sus efectos
inmugomoduladores son benéficos contra el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
(Voest et al., 1995; Okada er al, 1997, Jacobson et al., 2000). Dada las propiedades
estimuladoras de la [L-12, existe un continua interés en el uso de esta citocina como un
adyuvante en el desarollo de nuevas vacuoas (Arulanandam et al., 1999). Ademas varios
. grupos de investigacién han demostrado que la [L-12 estimula una respuesta de anticuerpos
[gG en suero (Metzger et al., 1996, 1997; Arulanandam & Metzger, 1999).

Aunque la administracién local de [L-12 tiene un efecto antitumoral i vivo
causando la regresion de tumores bien establecidos y reduce la metdstasis en modelos
snimales (Brunda et al., 1993; Nastala e ai., 1994; Rakhmilevich et al., 1996), la terapia
sistémica con IL-12 ba mostrado una marcada citotoxicidad (Sarmiento et al., 1994; Lui et
al., 2001) y dos pacientes han muerto en ensayos clinicos (Cohen, 1995). Adicionalmente
el tratamiento intraturnoral de ratones con un virus vaccinia que expresa la [L-12 induce
una significativa inhibicion del crecimiento tumoral pero con claros signos de toxicidad
(Chen et al., 2001). Es pues de gran interés desarrollar nuevas formas de expresion de la
IL-12 a niveles controlados de administracién local.

Las superficies en mucosas representan |a primera defensa contra microorganismos
Patogénicos, por lo tanto es interesante el desarrollo de nuevos vectores para expresar la [L-
12 por una ruta en mucosas, Mientras que el tratamiento sistémico con la [L~12 ha
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como sistémica. Na obstante, las actuales estrategias pera expresar la IL-12 por mucosas
son muy limitadas debido a una falta de vectores que puedan ser administrados de manera
segura al humano. El uso de bacterias vivas como vectores para la expresién de proteinas
beterdlogas ha recibido especial interés en el desarrollo de vacunas en la Gltima década. Sin
embargo la mayoria de estos vectores bacterianos actualments en uso son derivados de
microorganismos patdgenos e invasivas (por ejemplo, Escherichia coli y cepas atenuadas
de Mycobacterium y Salmonella).

La bacterias licticas (BL) son orgenismos Gram positivos y no patogenos,
considerados buenos candidates para el desarrollo de vacunas vivas orales. Lactococcus
lactis, es la BL modelo y dado que ha sido extensamente manipulada para la produccion de
proteinas heterdlogas (Le Loir et al., 1998; Steidler et al , 1998; Langella & Le Loir, 1999;
Enouf et al., 2001; Chatel et al., 2001, Bermidez-Humarin et ai,, 2002; Ribeiro e al,
2002), incluyendo algunos antigenos de origen bacteriano o viral (Enoufet al., 2001; Lee et
al., 2001; BermUdez-Humaran e al, 2002; Ribeiro et al., 2002), es de particular interés el
desarrullo de vacunas orales o nasales usando éste organismo GRAS, Lactococeus lactis no
sobrevive en e} tracto digestivo de modelos animales y humanos. Esto puede representar
una ventaja comparado al uso de bacterias comensales ya que reduce el riesgo de cualquier
. tolerancia al antigeno expresado. Tanto la inmunidad en mucosas como la tolerancia son
cruciales para mantener la integridad del organismo. Por un lado la mucosa es la mayor
puerta de entrada de patdgenos, los cuales deben de ser combatidos; por el otro, el sistema
digestivo contiene una enorme cantidad de antigenos presentes en los alimentos los cuales
deben de ser tolerados. La inmunidad en mucosas hacia los patdgenos previene las
infecciones mientras que la tolerancia en mucosas a los antigenos presentes en los
alimentos previene la hipersensibilidad. Entre las numerosas funciones de la regulacion de
la respuesta inmune, se¢ ha demostrado que la IL-12 previene la tolerancia en mucosas
(Chen et al., 2000; Claessen et al., 1996, Vao Parijs ef al, 1997). Varias bacterias Gram
positivas, incluyendo algunas especies de BL han sido reportadas como potentes inductores
de la [L-12 (Miettinen et al,, 1998; Hessle ef al., 1999, Hessle et al, 2000). Tomando en
Cuenta todas estas caracteristicas, resulta de gran interés la construccidn de una cepa de L.
lactis productora de la IL-12. Dicha cepa puede servir como un potente adyuvante en el
desarrollo de vacunas vives o en ¢l tratamiento de tumores.
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La IL-12 ha sido producida en sistemas eucariotes y expresada por vectores
retrovirales y técnicas de pistolas génicas (Rakhmilevich, et al,, 1996; Okada ef al, 1997;
Chen et al, 2001; Lui et al, 2001; Mazzolini er al., 2001). La produccién de la TL-12
requiere el ensamblaje de dos subunidades mediante la formacion de puentes disulfuro. En
contraste a las bacterias Gram negativas, la formacién de puentes disulfuro en las bacterias
Gram positivas ha sido pabremente documentado. Solamente unas pocas proteinas
extracitoplasmaticas con puentes disulfuro han sido tdentificadas en Racillus subtiliy
incluyendo proteinas involucradas en la “toma” de ADN por células competentes (Chung et
al., 1998), y una bacteriocina lantibidtica (Paik er @/, 1998). Ademss, se ha reportado la
formacidm de puentes disulfuro en B. subrilur en la produccidn de proteinas heterdlogas
tales como la TEM P-lactamasa (Bolhuis et al, 1999a) y la PhoA Escherichia coli (Payne
& Jackson, 1991). De igual forma se ha logrado de forma exitosa la produccién de algunas
bacteriocinas con puentes disulfuro en BL sugiriendo la habilidad de estos organismos para
catalizar la formacion de dichos enlaces en proteinas extracelulares (Fleury et al,, 1996).
Finaimente, no existen reportes de secrecion de proteinas heterGlogas con puentes
disulfuros en L. lactis. Este trabajo demuestra la capacidad de L. lactis para producir y
secretar dos formas de IL-12 bioldgicamente activas, una citocina compleja compuesta de
dos subunidades unidas por puentes disulfuro: una forma dimérica (expresion de p35 y p40,
IL-12p70) y una forma monomérica (ambas subunidades fusionadas por un péptido
flexible, scllL-12). La cepa recombinante reportada en cste trabajo puede representar un
excelente vector para co-expresar antigenos de interés médico y marcar un nuevo paso en el
desarrollo de vacunas vivas de administracion cral o nasal.

——



Capitulo 4

Produccién de IL-12 en L. lactis

4.3 MATERIAL Y METODOS

4.3.1 Cepas, plismidos, medios de cultive y antibioticos. Las cepas y plismidos
utilizados en este trabaja son listados en la Tabla 1. Lactocaccus lactis y Escherichia coli se
crecieron de acuerdo a lo descrito en el capitulo 2. Los plasmides fueron mantenidos par la
adicién de los siguientes antibioticos (concentracion en microgramos por mililitro, pg/mL):
para L. lactis, cloranfenicol (5) y para E. coli (10) o ampicilina (100).

Tabla 1: Cepas y plasmidos usados.

Cepa Genotipo Referencia
E. coli TG1 supE, kad, &S, thi, Allac-praAB), F'(traD36 proAB-lacZAM1)) Gibson, 584,
L. tatis MG1363 Cepa silvestre. Sin plismidas Gasson, 1983.
L. lactis NZ9000 MG1363 (geaes nisRK ea Gromosoma). Sin plésmidos Kuipers et al., 1993,
Plismidos Replicon | Caracteristicas del plismido y cassettes | Referencia
pOS-SK-I+ ColE( Ay’ Stratagens
A, derivada de pBS con secucncias codificantss pare | Rakhmilevich e af,,
pWRGI169 ColEl las subumidades p35 7 pdd. 1996
pCR-TOPO CalEl |A¢ Tnvizogen
. . : A, fragmentu de PCR que codifica para el primer exén .
POR-TORO:dp3dencnl | o pUC | P O3S sin 0 peptido sedal, Este gabajo
T . Ap' fragmento de PCR que codifica pare cf segpumde exoa .
pCR-TOPO p3Sexan2 ori pUC de la subunidad p3$ Este trabgjo
pCR-TOPO: Ap3$ ofi pUC | Ap', cassette de expresion de la subunidad p35 sin intrén Este trabajo
3 Ap', fragmento de PCR que codifica para la subunidad -
pBS:Ap40:trpA ColEl p40 sin su péptido sefial. Este wabajo
PBS:SPeaw ColE1 g}g', Tragmenta de PCR codificante para el péptida sehal S tdbalo
3 : Ap', cansette de expresida de 8 subumidad pa0: SPygpe: .
PBS:SPepupd0tipA | ColBL | 4t i bujo ol control del promotor Py Este trabajo
. Cm®; cassetic de expresion dol precursor 5Pug:E7 bajo
pSEC:E7 pwvaL | el proatetor Poug Capitulo 2
Cm; cassefte de expresidn de la subunidad p35: SPrygee 3
pSEC:p3s PWVOL | oo ol ootrol del promeotor Poug Este trabajo
Cm"; cassetie de expresion de las subunidades p35 y p4Q .
PSECRIS P PWYOL | s ia IL-12 bsjo el contral del promotor Py, Este wabejo
: . PCR codi g
PCRTOPO:sclLiZ | ori pUC 2:'5;5::’;‘&,“1‘;“" queEmiitin poreJu A2 de Este trabejo
pSEC:scILA12 pWvpy | s cassete de expresidu de 2 5cll.-12 bajo el conrol Este trabsjo

del promator Pass

'Genes da resisiencia a: Ap', ampicilina; Cr', clorsafenicol.
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43.2 Manipulaciones de ADN y métodos usados. Todos los métodos usados en este
capitulo (asilamiento de ADN, transformacion, PCR, Western blot, etc.) se realizaron de
ecuerdo a la metodologia descrita en el capitulo 2. La concentracidn de la IL-12 secretada
gl medio de cultivo s¢ midié usando un kit de ELISA que recomoce (nicamente el
heterodimero de Ja [L-12 (IL-12p70) (R&D Systems).

4.3.3 Mutagéunesis dirigida para eliminar el intrén de la subunidad p35. Se aislaron por
PCR las subunidades p35 y pd0 del vector pWRG1369 el cual ha sido descrito
anterionmente como funcional en un sistema eucariote (gentilmente dooado por A.
Rakhmilevich, Tabla 1, Rakhmilevich ef ai., 1996). Andlisis de la secuencia de la
subunidad p35 revelaron un intrén (ver mas adelante). Aunque este intrén puede ser bien
procesado en sistemas sucariotes, este no ¢s ¢l caso para nuestro sistemna procariote, ya que
en dichos organismos no ocurre splicing del ARN. Para eliminar dicho intron se realizé una
mutagénesis dirigida por PCR sobre la subunidad p35. Primero, se amplificaron por PCR
los dos exones de la subunidad p33, se subclonzaron en el vector pPCR-TOPO (Invitrogen) ¥
se ligaron para generar una subunidad p35 sin intron y sin su péptido sedial (SP, Ap35). El
primer exon fue amplificado con los oligos: §'p35 (3" -GATGCATCAGAGAGGGTCATT
CCAGTCTCTGGA-3") para la cadena codificante y 5"-p35-start (5'-GGGGATCCTCTTG
- TTIGTGGAAGAAGTCTCTCT-3") para la cadena complementaria (Fig. 4). Para el
segundo exdn se usaron los aligos: 3'-p35-stop (5"-GGGGATCCTGCCTGCCCCCACAG
AAGACG-3’) para la cadena codificante y 3'-p35 (5-GGAATTCTCAGGCGGAGCTCA
GATAGCCCA-3") para la cadena complementaria. Los oligos fueron disedados de tal
manera que se introdujera un sitio BamHI sin modificar la secuencia de aminodcidos. Los
dos exones fueron clonados en el vector pCR-TOPO resultando en pCR-TOPO:Ap33exon]
y pCR-TOPO:p35exon2, respectivamente, S¢ aisié el fragmento codificante para p3Sexon2
con las enzimas SamHUXbal-Klenow del vector CR-TOPO:p3 Sexon2 y se lig en el vector
pCR-TQPQ: Ap35cxonl digerido con BamHl/Smal resultando en pCR-TOPCQ: Ap35.

43.4 Coustrucciéu de vna cepa recombinaute de L, lactis que expresa las sabunidades
P35 y p49 de I IL-12. Se amplificé por PCR un fragmento de ADN que codifica para la
region madura de la subunidad p40 (desprovista de su SP, 4p40) del plismido pWRG3169
(Rakhmilevich et ai., 1996) y se subclond en el vector pVE8001 (Poquet et al., 1998)
digerido con Hincll. El vector resultante (pBS:Ap40:trpA) tieme un terminado
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transcripcional (¢rpA4) que ha sido usado exitosamente para expreser proteinas heterdlogas
en L. lactis (Poquet ef al., 1998; Capitulo 2 y 3). La secuencia de los aligos usados fue: 5'-
pd0 (5-GATGCATCAGAGATGTGGGAGCTGGAGAAAGAC-3") para la cadena
codificante y 3'-p40 (5-GGAGCTCCTAGGATCGGACCCTGCAGGGAA-31") para la
complementaria. Posterionmente se realizd una serie de construcciones para fusioonar dos SP
procariotes en las subunidades p35 y p40. Primera se amplificé por PCR un fragmento de
ADN del vector pFUN:Exp4 (Poquet et al., 1998); dicho fragmento contiene el sitio de
union al ribosoma (RBS) y el SP de una probable proteina de secrecion en L. lactis Exp4
(SPexpe, Poquet et al, 1998). Las secuencias de los oligos usados fue: 5-Exp4 (5'-
GGGTACCTTAAGGAGATATAAAAATGAA-3') para la cadena codificante y 3'-Exp4
(5'-GATGCATCATCAGCAAATACAACGGC-3") para la complementaria. Este producto
de PCR se clané en el vector pVER001 digerido con Hinell, resultando en pBS:SPgeu.
Posterionmente, se aislo el cassette Ap40:rpA del vector pBS:Ap40:trpA con las enzimas
Nsil/Kpnl y se clond en el plismido pBS:SPeqs digerido con las mismas enzimas,
obteniendo pBS:SPeqs:p40-trpA. Para la fusion del SP a la subunidad p35, se aislé el
cassette Ap35 del vector pBS:Ap35 con las enzimas NsiT/EcoRI y se clond en el vector
pSEC:E7 (capitulo 2) digerido con las mismas enzimas, para generar pSEC:p35. En este
" plésmido el gene p35 esta fusionado al RBS y el SPygus de la Usp45; ademds, la expresidn
de esta subunidad esta bajo el control del promotor inducible Puy,y. Finalmente para la
fusion de ambas subunidades en ¢l mismo vector, se obtuvo el cassette SPg.qe:p40:trpA del
vector pBS:p40:trpA digiriendo con las enzimas Kpnl/BamHI-Klenow y se clond en el
vector pSEC:p35 digerido con Kpnl/Smal resultando asi en el plasmido pSEC:p35-p40
(Fig. 5). Este vector, que permite la expresién de las subunidades p35 y p40 a través de un
solo transcrita fue introducido en la cepa NZ9000 de L. lactis. Esta cepa se nombrd
NZSEC:p35-p44.

43.5 Coustruccion del cassette de expresidn de la IL-12 de fusion, Para lz construccién
del cassette de expresion de la [L-12 de fusién, se amplificéd por PCR el gene scll-12
usando como templado el vector pPCDNA3:IL12 (gentilmente donado por P. Melby). Los
oligos usados fueron: 5-IL12 (5'-GATGCATCAGAGATGTGGGAGCTGGAGAAAGA
C-3") para la cadena codificante y 3'-IL12 (§'-GGAATTCTCAGGCGGAGCTCAGATAG
CCCA-3") para la complementaria. El producto de PCR obtenido se subclond en el vector
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pCR:TOPQ (Invitrogen) resultando en pCR:TOPO:IL 12 (Tablia ). Posteriormente, se aisld
el gene sclL-12 de este vector con las enzimas Nsil/No! y se clond en el vector pSEC:E7
digerido con las mismas emzimass, resultando en pSEC:IL12 (Fig. S). Este pldsmido se
introdujo en la cepa NZ9000 de L. lactis para generar la cepa NZSEC:scIL-12

43.6 Animales. Los ratones C57BL/6 se adquirieron en los leboratorios Jackson (Bar,
Harbor, ME) y [ueron mantenidos en el bioterio del Laboratorie de Inmunologia y
Virologia de la UANL, México. Todos los experimentos fucron realizados de acuerdo a los
protocalos aprobados por el comité institucional de estudios animales.

4.3.7 Ensayos de induccién in vitro de IFN-y. Se obtuvieran células de bazo de 4 ratones
(6-8 semanas de edad), y se sepuraron las células mononucleares por un gradiente de
densidad en Ficoll-Histopaque (SIGMA). Se sembrd un total de 2 x 10° células/mL en
medio AIM-V (GIBCO) en placas de 24 pozos, 37°C 5% CO;. Estas células se incubaron
con | ng de [L-12 recombinante (R&D Systems) o el nlimero de L lactis recombinantes
para dar la misma concentracién que la del control. Después de 48 hrs. de incubacido se
cosecharon los sobrenadantes y se midié la presencia de IFN-y en el medio por ELISA
(R&D Systems). Todas las muestras se prepararon por triplicado.

4.3.8 Administracién intranasal de los lactococos que expresam la [L-12. A grupos de
‘tres ratones, se les administré intranasalmente (i) los lactococos recombinantes que
expresan la IL-12, la cepa silvestre (wi) & PBS estéril (buffer de fosiato salino). Para esto
los ratones fueron purcislments anestesiados intraperitonealmente con una mezcla de
Xilacina y Ketamina (Cheminova de México, S.A. de C.V.). Un total de 1 x 10° CFU
(unidades formadoras de colonia) s& resuspendieron en 10 pl. de PBS estéril y se
administraron § pl en cada nostrilo del ratén con una micropipeta a los dias 1, 14 y 28.
4.3.9 Ensayo de induccidn de IFN-7. Se¢ obtuvieron los bazos de los animales tratados i.n
con L lactis 6 PBS al dia 35, y se aislaron las células mononucleares tal y como se
describid para el ensayg de induccidn in vitro, Se reestimularon las células de bazo con 50
uL de Phytohemagglutinin (PHA, M Form, GIBCO). Después de 24 hrs. de incubacion se
recupero el sobrenadante de las células reestimuladas y s¢ midié la presencia de IFN«y.
4.3.10 Estadisticas. Los resuitados son expresados como la media £ una desviacién
estdndar.
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4.4 RESULTADOS

4.4.1 Las subunidades p35 y p40 son secretadas y procesadas correctamente por L.
factis. En este trabajo se desarrollo un cassette biscistronico para expresar la IL-12, en el
cual un RBS interno une ambas subunidades (p35 y p40) y bajo el control del promotor
inducible P,4. Para obtener los genes p35 y p40 de la IL-12 murina, usamos un vector
descrito anteriormente en un sistema eucariote (pWRG3169, Fig. 1; Rakhmilevich et al,
1996). Sin embargo, en los productos de PCR meostrados en la figura 2 (700 pb, la
subunidad p35 y 960 pb la p40), la subunidad p35 presenta un tamafio mayor que el
esperado de acuerdo a la secuencia de nucledtidos publicada en la base de datos GenBank
(600 pb, No Acceso. M86672).

23luascnst SKI-;

pRlusscap! SKf+;

mi12
1G158 tp

EGH Priy A

SVeG soisa
CMY Pracicier

XMR1 oaty Prorsorar | SV40 sersa

Fig. 1. Plaismido pWRG3169.

Esto se observd en varios experimentos en geles de agarosa y de acrilamida (mayor
resolucién) y fue consistente ain y cuando el plasmido usado como molde para el PCR
(PWRG3169) fue enviado dos veces por el Dr. A. Rakhmilevich. Por lo tanto se opté por
secuenciar este producto de PCR. El resultado de esta secuenciacion es que las ~70 pb de
mas, encontradas en el PCR, corresponden a un intron (Fig. 3), el cual es seguramente
procesado en células de mamiferos, pero no en células procariotes (L. Jactis). Para eliminar
este intron se procedié a hacer una mutagénesis dirigida por PCR (ver material y métodos,
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ikb =
300pb

Fig. 2. Amplificacion de los genes p35 y p40. Carril |, marcador de peso molecular 1 kb; carril 2;
gene p3J; carril 3, gene p40. Las bandas esperadas son seflaladas con flechas.

Fig. 4), el resultado final es una subunidad p35 con un nuevo sitio, BamHI, el cual no
modifica la secuencia de aminoacidos. Una vez eliminado el intrén de la subunidad p35, se
continud con la construccién del cassette pSEC:p35-p40, tal y como se describe en material
y métodos. Este vector final tiene el terminador transcripcional, trpA4, fusionado al extremo
3' del gene p40 (Fig. 5). Esta construccion fue establecida en la cepa NZ9000 de L. lactis y
. se analizd su capacidad para secretar las subunidades p35 y p40 (Fig. 6a).

GATGCATCAGAGAGGGTCATTCCAGTCTCTGGACCTGCCAGGTGTCTTAGCCAGTCCCGA
AACCTGCTGAAGACCACAGATGACATGGTGAAGACGGCCAGAGAAAAACTGAAACATTAT
TCCTGCACTGCTGAAGACATCGATCATGAAGACATCACACGGGACCAAACCAGCACATTG
AAGACCTGTTTACCACTGGAACTACACAAGAACCGAGAGTTGCCTGGCTACTAGAGAGACT
TCTTCCACAACAGTAAGTAGGCACTCTAAGGGTTCCTTCCCCATGACGGATTCATAACAC
TGATGCCTGGTCATTCTTTCTCTAGAGAGGGAGCTGCCTGCCCCCACAGAAGACGTCTTT
GATGATGACCCTGTGCCTTGGTAGCATCTATGAGGACTTGAAGATGTACCAGACAGAGTT
CCAGGCCATCAACGCAGCACTTCAGAATCACAACCATCAGCAGATCATTCTAGACAAGGG
CATGCTGGTGGCCATCGATGAGCTGATGCAGTCTCTGAATCATAATGGCGAGACTCTGCG
CCAGAAACCTCCTGTGGGAGAAGCAGACCCTTACAGAGTGAAAATGAAGCTCTGCATCCT

GCTTCACGCCTTCAGCACCCGCGTCGTGACCATCAACAGGGTGATGGGCTATCTGAGCTC
CGCCTGAGAATTCC

Fig. 3. Secuenciacion del producto de PCR de la subunidad p35. Se secuencié el producto de
PCR de la subunidad p35 obtenido del vector pWRG3169. Como observamos en la secuencia,
existe un fragmento adicional de 73 nucledtidos (negritas) el cual analizando las secuencias
consenso del procesamiento de ARN en eucariotes, indican que se trata de un intrén.
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exon 1 intrén

Ser Thr Thr Arg Gly Ser Cys Lleu Pro

TCC ACA ACA GT AG AGA GGG AGC TGC CTG cCCC

TCC ACA ACA GT AG AGA GGA TCC
SNl >

—_—

Mutagénesis sitio-dirigida

hacia 3’ exon 1 . .

( ) 5' GG GGA TCC TGC CTG CCC CCA CAG AAG 3 -
3 TGT AAC AGA AGG TGT TGT TCT CET AGG GG §' 6 Eatiob

BamHl

Fig. 4. Mutagénesis sitio-dirigida en la subunidad p35. Para eliminar el intrén presente en la
subunidad p35, se realiz6 una mutagénesis sitio-dirigida con oligos especificos. Para elegir los
oligos a utilizar se analizaron los codones de los tres aminodcidos adyacentes a ambos lados del
intrén (cursivas) y se encontré un sitio BamHI (subrayado y negritas). Posteriormente se disefiaron
dos oligos poseyendo estos sitios (oligo p35 inicio y oligo p35 fin) con los cuales se hicieron dos
reacciones de PCR, usando como complemento los oligos 5°-p35 y 3'-p35 (ver material y métodos).
Una vez obtenidos estos dos productos se digirieron con la enzima BamHI y se ligaron, para asi
obtener la subunidad p35 reparada.

Las muestras de cultivos inducidos se tomaron en fase exponencial (ODg=1). Después de
la induccion, andlisis por Western blot usando un anticuerpo especifico anti-IL12 murino
(R&D Systems) revela dos bandas en el sobrenadante del tamafio esperado para la p35 y
p40 silvestres (Fig. 6b), sin embargo la eficiencia de secrecién es muy baja (~5%), y la
mayoria de la proteina permanece asociada a la fraccion celular y/o a la pared celular tal y
como se ha observado para muchas otras proteinas en organismos Gram positivos (Bolhuis
et al., 1999b, Dieye et al., 2001; capitulo 2).
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Plasmido

pSEC:p35-p40

pSEC:sciL-12

Fig. 5. Cassettes de expresién para la produccién de p35, p40 e IL-12 de fusion en L. lactis.
Disefios esquemdticos de las fusiones génicas de p35, p40 e IL-12 bajo el control del promotor
P.:« colocadas en los plasmidos indicados Simbolos: P promotor lactococal inducible por nisina
(Pumes): B, RBS del gene usp43; [57J, péptido sefial del gene usp45; , region codificante
para p35; 0 | RBS del gene Exp4; [_J, péptido sefial del gene usp45; , regién codificante
para p40: ] . regién codificante la IL-12 de fusién: T . terminador transcripcional.

Para determinar la capacidad de L. lactis para generar la forma heterodimérica (subunidad
p35 unida a la p40, IL-12p70) en el medio de cultivo, preparamos muestras proteicas de
cultivos inducidos de la cepa NZSEC:p35-p40 y las analizamos por Western blot después

(@) ()
S STD

79kDa o7kDa
47kDa

86kDa —
33kDa

45kDa —

- p40 ___

24kDa e | — — 1=

31kDa — p3s “!

Fig. 6. Anilisis de la produccién de IL-12 por L. lactis. Se analizé por Western blot la produccién
de las subunidades p35 y p40 de la [L-12 de cultivos inducidos del lactococos recombinante. (a) C,
fraccion celular de la cepa NZSEC:p35-p40 expresando las subunidades p35 y p40 (IL-12p70); S,
muestras de sobrenadante. (b) Muestras de sobrenadante de la cepa NZSEC:p35-p40 (S)
comparadas contra una [L-12 comercial (STD, R&D Systems). Las posiciones del marcador de
peso molecular son indicadas a la izquierda.
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Fig. 7. Anilisis de la produccién de IL-12p70 producida por L. lactis por gel de acrilamida
bajo condiciones no desnaturalizantes y por ELISA. (a) Gel de acrilamida bajo condiciones no
desnaturalizantes y Western blot de la IL-12p70. STD, IL-12 recombinante usada como control
(R&D Systems); S, muestra de sobrenadante de cultivos inducidos de la cepa NZSEC:p35-p40. (b)
Cuantificacion de la IL-12p70 producida por L. lactis por ELISA. STD, 80 pg del control (IL-12
recombinante R&D Systems); IL.-12p70, muestras de cultivos inducidos de la cepa NZSEC:p35-p40; y sclL-
12, muestras de cultivos inducidos de la cepa NZSEC:scIL-12

de migrar las muestras en un gel de acrilimida bajo condiciones no desnaturalizantes y
" comparandola contra una proteina IL-12 recombinante comercial. Los resultados por
Western usando anticuerpos anti-IL-12 revelan una proteina de aproximadamente 70 kDa
(Fig. 7a). Este peso molecular puede corresponder al heterodimero [L-12p70 o a un
homodimero de la subunidad p40 (p40,). La subunidad p40 puede asociarse con otra
subunidad p40 para formar un homodimero de aproximadamente 80 kDa y antagonizar con
la forma IL-12p70 in vitro (Ling er al., 1995). Para checar que esta forma de alto peso
molecular observada bajo condiciones no desnaturalizantes realmente corresponde al
heterodimero IL-12p70, se analizaron muestras de sobrenadantes de los mismos cultivos
inducidos mediante un ensayo de ELISA (R&D Systems). Usando este ensayo, calculamos
que la concentracién de IL-12p70 en el medio de cultivo de la cepa NZSEC:p35-p40 es de
25 pg/ml (Fig. 7b). Como control, se incluyé una IL-12 recombinante (80pg/mL) incluida
en el kit. Estos resultados muestran que: i) L. lactis es capaz de secretar las subunidades
p35 y p40 de la IL-12 y ii) que al menos parte de estas subunidades son adecuadamente
ensambladas para formar la forma activa de esta citocina, IL-12p70. Esto sugiere que L.
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lactis posee la habilidad de catalizar la formacion de puentes disulfuro en su superficie
celular.
4.4.2 Produccion de una IL-12 de fusion en L. lactis. La secrecion de las subunidades
p35 y p40 como dos unidades por separado puede no representar la mejor manera para
asegurar un adecuado y ptimo ensamblaje de la IL-12p70, ya que esta estrategia permite la
formacion de homodimeros p40,. Una forma de asegurar el correcto ensamblaje es fusionar
ambas subunidades mediante un péptido sintético. Esta estrategia ha sido probada
exitosamente en sistemas eucariotes (Gaucher & Chadee, 2001).

Para probar la capacidad de L. lactis para expresar una proteina de fusion de la IL-
12 (scIL~12) se uso la cepa NZSEC:scIL-12. Para esto, se prepararon muestras proteicas de
cultivos inducidos de dicha cepa y se compararon por Western blot contra muestras de la
cepa NZSEC:p35-p40. Los andlisis por inmunorevelacion usando anticuerpos anti-IL-12,
revelan una clara banda del tamario esperado para la scIL-12 (70 kDa, Fig. 8). La cantidad
de sclIL-12 secretada al medio de cultivo se estimé del mismo modo que para el de las
subunidades p35 y p40 y se comparo la produccion de ambas formas, ademas de incluir
como control la IL-12 recombinante (STD, Fié. 7b). La cantidad de scIL-12 se estimé dos
veces mayor que el de laIL-12p70 (65 pg/mL versus 25 pg/mL; Fig. 7b). Estos resultados
. muestran que L. lactis secreta eficientemente la scll-12, la cual es procesada en una
conformacion activa comparable al de la proteina nativa.

IL-12p70  scil-12 STD

) | ¢ sciL12

Fig. 8. Produccién de la scIL-12 por L. lactis. Se analizaron por Western blot muestras de
sobrenadante de cultivos inducidos de la cepa NZSEC:scIL-12 (scIL-12) y se compararon con
muestras de cultivos de la cepa NZSEC:p35-p40 (IL-12p70) y con el control (STD).
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4.4.3 Caracterizacion funcional (bioactividad) de la IL-12 producida por L. lactis. Para
determinar la actividad de la [L-12 producida por las cepas recombinantes de L. lactis (IL-
12p70 y scll-12), se midi6 la capacidad de estas proteinas para inducir producciéon de [FN-
y tal y como se describié en material y métodos. Las células de bazo se cultivaron con 50
pg/mL de una IL-12 recombinante comercial (rIL-12), ademds se calculé la cantidad de
sobrenadante o cultivo celular necesario para obtener iguales cantidades de IL-12 y se
adicionaron a las células de bazo para el ensayo de induccion de IFN-y. Después de 48 hrs
de incubacién se obtuvo el sobrenadante de las células de bazo y se midi6 la concentracién
de IFN-y por ELISA (Fig. 9). Estos resultados revelan que 50 pg de la rIL-12 inducen la
produccién de 60 pg/mL de IFN-y mientras que la scIL-12 producida por 5 x 10* CFU de la
cepa NZSEC:scIL-12 6 el contenido del sobrenadante correspondiente inducen la
produccion de 33 pg/ml y 26 pg/mL, respectivamente. La cepa NZSEC:p35-p40 productora
de la forma IL-12p70 muestra resultados similares: 30 pg/mL para 1 x 10° CFU y 28 pg/mL
para su sobrenadante (Fig. 9). Como control negativo se incubaron células de bazo con la

‘ @ riL-12 (50 pg)

80
[T 1 x 10° cFu P
NZSEC:p35-p40
40
[-] Sobrenadante de 1 x 10°
NZSEC:p35-p40 - |
ES 5x10°CFU 2 5
NZSEC:sciL-12 =
B2 Sobrenadante de 5 x 10° » s
NZSEC:sclL-12 . B

Fig. 9. Induccién in vitro de IFN-y en células de bazo de ratén por el L. lactis recombinante. S¢
incubaron células de bazo de ratéon con los lactococcos recombinantes o con muestras de
sobrenadante de cultivos para dar aproximadamente la misma concentracion que el control: 1 x 10”
para la cepa NZSEC:p35-p40 y 5 x 10* para NZSEC:IL-12. La concentracién de [FN-y fue de 60
pg/ml para el control (rIL-12), 30 y 28 pg/mL para las células de la cepa NZSEC:p35-p40 y su
sobrenadante respectivamente y 33 pg/mL y 26 pg/mL para la cepa NZSEC:IL-12. Los valores
estan registrados como la media + SE de tres diferentes experimentos.

(INFy) pg/mi
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cepa wt de L lactis o con PBS solo. Como se esperaba, en estas muestras no se detectd
induecidén de IFN-y (datos no mastrados).

Estos resultados sugieren que 1a sclL-12 y la IL-12p70 tienen actividad especifica

similares ya que la induccidn usando cantidades iguales de cada una resulta en cantidades
iguales de IFN-y. Sin embargo hay que resaltar que ls cantided usada de la cepa
NZSEC:p35-p40 para obtener los mismos efectos que la cepa NZSEC:sclL-12 fue dos
veces mayor (1 x 10° CFU versus 5 x 10° CFU). Esto puede representar un problema para
propésites de vacunacion, ya que deberis administrarse un gran nimero de células para
obtener una buena respuesta. -
4.4.4 Administracién intranasal con L. lacfis recombinamte imduce la produccion de
IFN-y en células de baze in vive. Se¢ midio la actividad biglogica de la proteina [1L-12
producida por L. lactis in vive después de la administracién in. de cultivos inducidos de las
cepas recombinantes tal y como se describi6 en material y métodos.

Dado que el objetiva final de este trabajo es el de construir una cepa para uso en
terapia, administramos 5 x 10° CFU de cada cepa (NZSEC:p35-p40 § NZSEC:sclL-12),
que es la cantidad nonmalmente reportada para ensayos de inmunizacidn usando L. lactis
como vector (Steidler er g/, 1998; 2000). La respuesta proliferativa de células de bazo
" reestimuladas con PHA (un mitégeno de <flulas T) fue mayor en aquellos animales que
recibieron las cepas de L lactis expresando la [L-12 (IL-12p70 y scll-12), que aquellos
que recibierun Gnicamente la cepa wt § PBS solo (Fig. 10). De forma interesante las células
de bazo de ratones tratados con la cepa NZSEC:scll-12 (scIL-12) produjeron una mayor
cantidad de IFN-y en respuesta a la estimulacion con PHA que las células de ratones
tratados can la cepa NZSEC:p35-p40 (IL-12p70). Estos resultados muestran que 5 x 10°
CFU de la cepa NZSEC:scIL-12 inducen una mayor producciéon de IFN-y que la cepa
NZSEC:p35-p40. Esta diferencia puede ser debido a la camtidad de IL-12 producida y
observada en las muestras de cultivo de los lactococos recombinantes en los ensayos de
inmunodeteccion y ELISA (Fig. 7b y 8). Las células de bazo de los ratones que recibieron
la cepa wt produjeron muy bejas cantidades de [FN-g, y aquellos que recibieron PBS sclo
no presentaron evidencia de produccién de [FN-y (datos no mostrados),
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Fig. 10. Produccion de IFN-y de células de bazo de ratones tratados con L. lacris
recombinantes. Los niveles de I[FN-y fueron analizados después de sacrificar a los ratones
inmunizados con 5 x 10° CFU de L. lactis recombinantes (dia 35). Note que ambas cepas fueron
administradas a la misma concentracién. Los resultados muestran una mayor produccién de IFN-
v en los ratones que recibieron la cepa NZSEC:IL-12 que aquellos que recibieron la NZSEC:p35-
p40. Los ratones que recibieron la cepa wr muestran un bajo incremento de [FN-y y los que fueron
inmunizados con PBS no muestran evidencia en la induccion de IFN-y. Los valores fueron
registrados como la media + SE de n=tres ratones/grupo tratado.
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4.5 DISCUSION

451 Lactocaccus lactis un vector para la produccifn de IL-12. La IL.-12 es {mica
entre las interleucinas dado que es una proteina heterodimeérica compuesta de dos distintas
subunidades (p35 y p40) codificadas por genes separados en diferentes cromosomas. Por lo
tanto la produccion de una proteina recombinante [L-12 requiere una coordinacion para la
expresion de ambos genes lo cual puede dificuitar su manipulacion in vitro ¢ in vivo.
Ademas, estudios previos han mostrado un efecto inhibitorio de IL-12 por la
sobreexpresion de la subunidad p40 (D' Andrea ez al., 1992; Heinzel er al., 1994). Por lo
tanto en este trabajo se desarrollo primero un cassette bicistrénico para expresar las
subunidades p35 y p40 (Fig. 5). También disefiamos un vecior que permite ]a expresion de
una IL-12 de fusion (Fig. 5). Este cassetie garantiza la estequiomteria de la [-12, ya que
ambas subunidades (p35 y pd0) se encuentran unidas covalentemente por un péptide
sintético; ademads, presenta la ventaja de ser de facil manipulacién y la capacidad para co-
expresar otro gene con dicha citocina, A pesar de que ambas construcciones tienen un
disefio similar y que las inducciones fueron iguales, los datos obtenidos por ELISA
muestran que los niveles de produccion de la scll-12 son de forma significativa mayores
- que los de las dos subunidades (p35 y p40). Se ha reportade que la subunidad p40 es capaz
de formar homodimeros (p40y, Ling et al, 1995). Este fenomeno puede explicar que la
cantidades de I1.-12 activa, sean menor cuando se co-expresan las subunidades p35 y pd0
por separado. Ya que un exceso en la produccion de p40 tiene efectos inhibitorios sobre los
efectos biologicos del heteradimero IL-12 (IL-12p70, Ling ef af., 1995), es preferible el uso
de la IL-12 de fusién (scll-12) para aplicaciones in vivo.

A la fecha, |a mayoria de los reportes en la produccion de IL-12 han sido en
sistemas eucariotes (Gaucher & Chadee, 2001; Takehara et al., 2000; Kokuho er al., 1999;
Shen et al., 1998). Recientemente Steidler et al. (2000) demostraron que L. lactis es capaz
de producir y secretar en forma bioldgicamente activa la IL-10, uma interieucina
manomeérica. En contraste, en este trabajo, nosotros demostramos por primera vez que L.
lactis es capaz de producir, secretar y ensamblar la [1-12, una proteina dimeérica, que
requiere la formaci6n de puentes disulfuro para un apropiado ensamblaje. La formacion de
puentes disulfuro representa un cuello de botella en 12 produccion de proteinas heterdlogas
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en sistemas procariotes, especificamente en organismog Gram positivos, ya que no poseen
espacio periplasmico (Qiu ef al, 1998; Bolhuis ef al, 1999b). Este trabajo demuestra que
L. lactis puede ser usado como un vector para la produccidn de proteinas que posean
puentes disulfuro. Seria interesante analizar la produccién en L. lactis de otras proteinas
heterdlogas que contengan puentes disulfuro, tales como el activador del plasmindgeno, el
cual conticne 17 puentes disulfuro (Qiu et al, 1998). Estudios previos demucstran que es
dificil 1a produccién de este activador en una canformacién comrecta en E coli, y que dicha
produccion puede optimizarse por la co-expresion de uma cisteina oxidoreduciasa en el
peripiasma de la bacteria (Qiu et al, 1998). El creciente conocimiento del genoma de L.
lactis (Bolotin et al, 2001) y la posteriar caracterizacion de la maquinaria de secrecidn
podria en un futuro no muy lejano permitir la construccidn de cepas recombinantes de L.
lactis con capacidad para realizar modificaciones post-traduccionales, incluyendo la
formacion de puentes disulfuro.

4.5.2 Lactococcus lactis como vector de expresion de IL-12 para el desarrolio de uaa
vacuna y para terapia antitumoral. Dado que un gran mimero de vacunas son poco
inmunogenicas, es de particular interés el uso de adyuvantes para €l disefio de nuevas
vacunas contra enfermedades infecciosas. La toxina del célera (CT) y la enterotoxina de E.
- coli (LT) son dos potentes adyuvantes, sin embargo causan serias diarreas en humanos e
inducen una respuesta Th2 que pueden pronunciar la patologia mas que erradicarla
{Graham et al., 1991, 1993). La 11.-12 ha demostrado ser titil cuando es co-expresada con
un antigeno en el desarrollo de vacunas (Boyaka & McGhee, 2001). La [L-12 previene el
desanolio de tolerancia a un antigeno dado (Chen ef a/., 2001). Esta Gltima caracteristica es
de gran interés para e] desarrollo de vacumas vivas, ya que la persistencia del antigeno en la
mucosa puede despertar una respuesta no deseada de tolerancia. La produccion de la [L-12
por L. lactis ofrece difsrentes ventajas: i) L. lactls no persiste en el organismo en modelos
animales, y ii) la IL-12 aumenta la respuesta inmune hacia al antigeno de interés y previene
la tolerancia. Estas caracteristicas hacen a las cepas recombinantes de L. lactis descritas en
este trabajo, de gran interés para usarse como adyuvantes en el desarrollo de vacunas vivas
0 para experimentos de inmunomodulacidn en estudios de alergénos en los alimentos.
Steidler et al. (2000) mostraror que la IL-10 puede ser expresada de forma eficiente

en ratones mediante la administracién oral wa cepa recombinante de L. lactis. La
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concentracion de interleucina necesaria para obtener une respuesta inmune se calculd: 10
veces menor que aquella administrada de forme sistemitica. La administracién local de
citocinas por la bacteria grado alimenticio L. lactis parece por lo tanto ser mas efectiva que
la administracion sistematica. Esto es de gran interés en nuestro caso, ya que [a [L-12
sdministrada sistemdticamente ha presentada efectos negativos. Asi, nuestras cepas
recombinantes represemtan excelentes vectores para la expresidn a nivel mucosas de la IL-
12 en tratamientos donde es preferible la administracion local que la sistematica.

La [L-12 posee también un potents efecto antitumoral y puede representar um
. atractivo agente en la inmunoterapia contra €l cdncer. Sin embargo, a pesar del €xito que ha
tenido la IL-12 en la terapia contra el cdncer, modelos clinico experimentales (donde esta
citocina es administada de forma sistemética) han mostrado una alta toxicidad, relacionada
a una elevada produccidn de I[FN-y. El IFN-y tiene una variedad de efectos
imuunoregulatorios, entre los cuales se incluye la induccién de la diferenciacion celular
Thl y activacién de células NK (Boehm et al., 1997), No obstante, aunque ung respuesta
inflamatoria mediada por citocinas, puede ser protectiva, una produccidn elevada de estas
citocinas (IFN-y, por gjemplo) puede resultar er un efecto tdxico (Cowdery et al., 1996).
Por esto y ya que la induccién de [FN-y por la IL-12 representa la mas clara funcidon
" bioldgica de esta citocina, en este trabajo se determind si la IL-12 producida por L. lactis
induce [FN-y con o sin efectos co-laterales. Los resultados obtenidos muestran que la
administracion in. de L. lactis que expresa la IL-12 induce 13 produccidn de bajos niveles
de [FN-y sin aparente toxicidad. Ademé4s nuestra cepa recombinante de L. lactis carece de
cualquier capacidad para multiplicarse in vivo, lo cual aunado al hecho de que el sistema de
expresion de IL-12 es inducible (por la nisina), garantiza que la cantidad de citocina
administrada es Umica y la respuesta inmune dependerh de la capacidad de L. lactis para
expresar la proteina a través de su paso por las mucosas. Segundo, la ruta de adminisracién
i.n, puede despertar una respuesta de anticuerpos local en la entrada de la mayoria de los
patégenos. Tercero, varios antigenos expresados en L. lactis son poco inmunagénicos (Lee
et al, 2001; L. Ribeiro et al, comunicacién personal, y nuestras observaciones). Por lo
tanto el uso de las cepas recombinantes de L. actis productoras de IL-12 co-expresando
antigenos, podria ser de particular interés en el desarrollo de vacunas, Cuarto, L. lactis, al
igual que otras BL grado alimenticio, tienen la ventaja de ser administradas ficilmente (&
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u oral), bajos costos de produccion y preservacion a largo tiempo, lo cual hace que este
vector pueds ser Bicilmente distribuido para su aplicacién en todo el mundo (sobre todo en
paises en vias de desarrollo). Finalmente ¢l mayor aporte. de este. trabajo s que las cepas
aqui reportadas son capaces de producir y expresar a nivel mucosa después de una
administracién ir la [L-12. El uso de L. lactis expresando IL-12 en terapia puede
representar una mejor alternativa que el uso de la terapia sistémica manteniendo bajos
niveles de produccidn de IFN-y.

103



Capitulo 4 Produccidn de 1L-12 en L. lactis

4.6 REFERENCIAS

Arulanandam BP, O'Toole M, & Metzger DW. (1999). Intranasal interleukin-12 is a
powerful adjuvant for protective mucosal immunity. Journal of Infectious Diseases.
180:940-994.

Bermudez-Humardan LG, Langella P, Miyoshi A, Gruss §, Tamez-Guerra R, Montes
de Oca-Luna R, & Le Loir Y. (2002). Expression of Human Papillomavirus Type 16 E7
Protein in Lactococcus lactis. Applied and Environmental Micrabiology. 68:917-922.
Boehm U, Klamp T, Groot M, & Howard JC. (1997). Cellular responses to interferon-
gamma. Anrual Review in Immunology. 15:749-793.

Balhuis A, Venema G, Quax WJ, Brom S, van Dijl JM. (1999a). Functional analysis of
paralogous thiol-disulfide oxidoreductases in Bacillus subdilis. Jownal of Bisiagical
Chemistry. 274:24531-24538.

Bolhuis A, Tjalsma H, Smith HE, de Jong A, Mcima R, Venema G, Bron S, & van Dijl
JM, (1999b). Evaluation of bottlenecks in the late stages of protein secretion in Baciltus
subtilis. Applied Environmental Microbiology. 65:2934-41.

Bolotin A, Wincker P, Mauger §, Jaillon O, Malarme K, Weissenbach J, Ebrlich SD,
. & Serokin A. (2001), The complete genome sequence of the lactic acid bacterium
Lactococcus lactis 3sp. lactis IL1403. Genome Research. 11:731-753.

Boyaka PN, & McGhee JR. (2001). Cytokines as adjuvants for the induction of mucosal
immunity. Advarices Drug. Deliv, Rev. 51:71-79.

Brunda M, Luistro L, Warrier R, Wright R, Hubbard B, Murphy M, Wolf §, &
Gately MK (1993). Antitumor and antimetastatic activity of interleukin 12 against murine
tumors. Jowrnal of Experimental Medicine. 178:1223-1230.

Chan SH, Perussia B, Grupts JW, Kobayashi M, Pospisil M, Young HA, Wolf SG,
Young D, Clark SC, & Trinchieri G. (1991). Induction of interferon gamma production
by natural killer cell stimulatory factor: characterization of the responder cells and synergy
with other inducers. Journal of Experimental Medicine. 173:869-879.

Chen B, Timiryasova TM, Gridley DS, Aadres ML, Dutta-Roy R, & Fodor L (2001).
Evaluation of cytokine toxicity induced by vaccinia virus-mediated il-2 and il-12 antitumeor
trnmunotherapy. Cytokine. 15:305-134.

104



Capitulo 4 Produccion de IL-12 em L. lactis

Chatel JM, Langella P, Adel-Patient K, Commissaire J, Wal JM, & Corthier G.

(2001). Induction of Mucosal Imumune Response after Intranasal or Oral Inoculation of
Mice with Lacrococcus lactiv Producing Bovine Beta-Lactoglobulin. Clinical and
Diagnostic Laboratory Immunology. 8:545-551.

Chizzonite R, Truitt T, Podlaski FJ, Wolitzky AG, Quinn PM, Nuges P, Steru AS, &

Gately MK. (1991). IL-12: monoclonal antibodies specific for the 40-kDa subunit block
receptor binding and biologic activity on activated human lymphoblasts, Journal of
Immunology. 147:1548-1556.

Chung YS, Breidt F, & Dubuaau D. (1998). Cell surface localization and processing of the
ComG proteins, required for DNA binding during transformation of Bacillus subtilis. Mol.

Microbiol. 29:905-913.

Claessen AM, von Blomberg BM, De Groot J, Wolvers DA, Kraal G, & Scheper R.

(1996). Reversal of mucosal tolerance by subcutaneous administration of interleukin-12 at
the site of attempted sensitization. Journal of Immunclagy. 88:363-367.

Cowdery JS, Chace JH, Yi AK, & Krieg AM. (1996). Bacterial DNA induces NK cells
to praduce IFN-gamms in vivo and increases the toxicity of lipopolysaccharides. Jownal of
Immunology. 156:4570-4575.

- Cohen J. (1995). [L-12 deaths: explanation and a puzzle. Science. 270:908.

D’Andrea A, Rengarajo M, Valiante NM, Chehimi J, Kahin M, Aste M, Chan SH,

Kobayashi M, Young P, Nick-barg E, Chizzonite R, Wolf SF, & Trinchieri G. (1992)
Production of natural killer cell stimulatory factor (interleukin 12) by peripheral blood
mononuclear cells. Journal of Experimental Medicine. 176:1387.

Dieye Y, Usai S, Clier ¥, Gruss A, & Piard JC. (2001). Optimizing protein targeting in
lactic acid bacteria. Jowrnal of Bacteriology. 183:4157-4166.

Enouf V, Langella P, Commissaire J, Cohen J, & Corthier G. (2001). Boviae Rotavirus

Nonstructural Protein 4 Produced by Lactococcuy lactis Is Antigenic and Immunogenic.

Applied and Environmental Microbiology. 67:1423-1428,

Fleury Y, Dayem MA, Montague JJ, Chaboisseau E, Le Caer JP, Nicolas P, & Delfour
A. (1996). Covalent structure, Syathesis, and structure-function studies of mesentericin Y

105(37), a defensive peptide from gram-positive bacteria Leuconostoc mesenteroides.
Journal of Biological Chemistry. 271:1442]1-14429.

105



Capitulo 4 Produccidn de IL-12-en L. lactis

Gasson MJ. (1983). Plasmid complements of Streptococcus lactis NCDO 712 and other
lactic acid streptococci after protoplast-induced curing Journal of Bacteriology. 154:1-9.
Gaucher D, & Chadee K. (2001). Malecular cloning of gerbil mterleukin 12 and its
expressiou as a bioactive single-chain protein. Cytokine. 14:177-183.

Gibson TJ. (1984). PhD thesis. University of Cambridge, Cambridge, England.

Graham BS, Bunton LA, Wright PF, & Karzon DT. (1991). Role of T lymphocyte
subsets in the pathogenesis of primary infection and rechallenge with respiratory syncytial
virus in mice. Journal of Clinical investigation. 88:1026-1033.

Graham BS, Henderson GS, Tang YW, Lu X, Neuzil KM, & Colley DG. (1993).
Priming irnmunization determines T helper cytokine mRINA expression patterns in lungs of
mice challenged with respiratory syncytial virus. Jowrnal of Immunalogy. 151:2032-2040.
Gubler U, Chua AQ, Schoenbaut DS, Dwyer CM, McComas W, Motyka R, Mabavi N,
Wolitzky AG, Quinn PM, Familletti PC, & Gately MK. (1991). Coexpression of Two
Distinct Genes is Required to Generate Secreted Bioactive Cytotoxic Lymphocyte
Maturation Factor. Proceedings of the National Academy of Sciences. USA. 88:4143-4147,
Heinzel FP, Rerko DM, Ling P, Hakimi J, & Schoenhautl DS, (1994). Interleukin 12 is
produced in vive during endotoxemia and stimulates symthesis of gamma interferon.
- Infection and Immumity. 62:4244.

Hessle C, Hanson LA, & Wold AE. (1999). Lactobacilli from human gastroinestinal
mucosa are strong stimulators of [L~12 production. Clinical and Experimental Immmmology.
116:276-282.

Hessle C, Andersson B, & Wold AE. (2000). Gram-positive bacteria are potent inducers
of monocytic interleukun-12 {IL-12) while gram-pegative bacteria preferentially stimulate
[L-10 production. [nfection and Imnmunity. 68:3581-3586.

Hultgren OH, Stenson M, & Tarkowski A. (Z001), Role of IL-12 in Staphylocaccus
aureus-triggered arthritis and sepsis. Arthritis Research. 3:41-47.

Jacobson MA, Hardy D, Comnick E, Watson J, & DeBruin M. (2000). Phase 1 trial ofa
single dose of recombinant human interleukin-12 in human immunodeficiency virus-

infected patients with 100-500 CD4 cells/microl. Jowrnal of Infectian Diseases. 182:1070-
1076.

106



Capitulo 4 Prodaccion de IL-12 em L. lactis

Kobayashi M, Fitz L, Ryan M, Hewick RM, Clark 8C, Chang S, Koudon R, Sherman
F, Perussia B, & Trinchieri G. (1989). Identification and purification of natural killer cell
stimulatory factor (NKSF), a cytokine with multiple biologic effects on human
lymphocytes Jowrnal of Experimental Medicine 170:827-845.

Kokuho T, Watanabe S, Yokomizo Y, & Inumaru S. (1999). Production of biologically
active, heterodimeric porcine interleukin-12 using a monocistranic baculoviral expression
system. Veterinary and Immunological Immuncpathology. 72:289-302.

Kuipers OP, de Rayter PG, Kleerebezen M, & de Vos WM. (1998). Quorum sensing-
controlled gene expression in lactic acid bacteria. Journal of Biotechnology. 64:15-21.
Langeila P, & Le Loir Y. (1999). Heterclogous protein secretion in Lactococcus lactis: a
novcl antigen delivery system. Brazilian Journal of Medical Biological Research. 32:191-
198.

Le Loir Y, Gruss A, Ehrlich SD, & Langella P. (1998). A nine-residue synthetic
propeptide enhances secretion efficiency of heterologous proteins in Lactococcus lactis.
Journal of Bacteriology. 180:1895-1903.

Lee M H, Roussel Y, Wilks M, & Tabaqchali S, (2001). Expression of Helicobacter
pylori urease subunit B geme in Laciococcus lactis MG1363 and its use as a vaccine
_delivery system against H. pylori infection in mice. Faccine. 19:3927-3935.

Ling P, Gately MK, Gubler U, Stern AS, Lin P, Hollfelder K, Su C, Y-C, E. Pan, &
Hakimi J, (1995). Human [L-12 p40 Homodimer Binds to the IL-12 Receptor but Does
Not Mediate Biologic Activity. Journal of Immunology. 154:116-127.

Lui VW, Falo LD, & Haang L. (2001). Systemic production of IL-12 by naked DNA
mediated gene transfer: toxicity and attenuation of transgene expression in vivo. Jowrnal of
Medical Genetics. 3:384-393.

Mazzalini G, Narvaiza I, Perez-Diez A, Rodriguez-Calvillo M, Qian C, Sangro B, Ruiz
J, Prieto J, Melero L (2001). Genetic heterogeneity in the toxicity to systemic adenoviral
gene transfer of interleukin-12. Gene Therapy. 8:259-267.

Miettinen M, Matikainen S, Vuopio-Varkila J, Pirhones J, Varkila K, Kurimoto M,
& Julkunen L (1998). Lactobacilli and streptococei induce interleukin-12 (IL-12), IL-18,
and gamma interferon production in human peripheral blood mononuclear cells. Infection
and Immunity. 66:6058-6062,

107



Capitulo 4 Produccién de [L-12 en L. lactis

Nastala C, Edington H, McKinney T, Fahara H, Nalesaik M, Brunda M, Gately MK,
Wolf S, Schreibier R, Storkus W, & Lotze M. (1994). Recombinant [L.-12 administration
induces tumer regression in associstion with IFN-gamma production. Jownal of
Immunolagy. 153:1697-1703.

Okada E, Sasaki S, Ishii N, Aoki I, Yasuds T, Nishioks K, Fukushima J, Miyazaki J,
Wahren B, & Okuda K. (1997). Intranssal immunization of a DNA vaccine with [L-]2-
and granulocyte-macrophage colomy-stimulating factor (GM-CSF)-expressing plasmids in
liposomes induces strong mucosal and cell-mediated immune responses against HIV-1
_ antigens. Journal of Immurwology. 159:3638-3636.

Paik SH, Chakicherla A, & Haasen JN. (1998). [dentification and characterization of the
structural and transporter genes for, and the chemical and biclogical properties of,
sublazicin 168, a novel laatibiotic produced by Bacillus subtilis 168. Jownal of Bialogicat
Chemistry. 273:23134-23142.

Payae MS, & Jackson EN. (1991). Use of alkaline phosphatase fusions to study protein
secretion in Bacillus subtilis. Jourral of Bacteriolagy. 173:2278-2282.

Piard JC, Jimenez-Diaz R, Ehrlich SD, Fischetti VA, & Gruss A. (1997). The M6
protein of Streptococcus pyogenes and its potential as a tool to anchor biologically active
. molecules at the surface of lactic acid bacteria. Advances in Experimental Medicine and
Biology. p.345-334.

Poquet I, Elrlich SD, & Gruss A. (1998), An export-specific reporter designed for gram-
positive bacteria: application to Lactococeus lactis. Journal of Bacteriology. 7:1904-12.
Qiu J, Swartz JR, & Georgiou G. (1998). Expression of active human tissue-type
plasminogen activator in Escherichia coli Applied and Environmental Microbiology.
64:4891-4396.

Rakhmilevich AL, Turaer J, Ford MJ, McCabe D, Sun WH, Sondel PM, Grota K, &
Yang N-Y. (1996). Gene gun-mediated skin transfection with interleukin 12 gene results in
regression of establisbed and metastatic murine tumors. Proceedings of the National
Academy of Sciences. USA. 93:6291-6296.

Ribeiro LA, Azevedo V, Le Loir Y, Oliveira SC, Dieye Y, Piard JC, Gruss A, &
Langella P. (2002), Efficient targeting of the Brucella abortus immunodominant antigen

108



Capitulo 4 Produccion de IL-12 en L. lactis

L7/L12 by Lactococcus lactis: a first step towards new live vaccines against bruceliosis.
Applied and Environmental Microbiology. 68:910-916.

Shen H, Li C, Lio M, Zhang Z, & Shea Q. (1998). Expression of human interleukin 12
(hIL-12) in insect cells. Chinese Journal of Biotechnology. 14:205-212,

Steidler L, Robinson K, Chamberiain L, Schofield KM, Remant E, Le Page RW, &
Wells JM. (1998). Mucosal delivery of murine interleukin-2 (IL-2) and IL-6 by
recombinant strains of Lacfocaccus lactis coexpressing antigen and cytokine. Infection and
Immunity. 66:3183-3189.

. Steidler L, Hans W, Schotte L, Neirynck S, Obermeier F, Falk W, Fiers W, & Remaut
E. (2000). Treatment of murine colitis by Lactacoccus lactis secreting interleukin-10.
Science. 289:1352-1333.

Schoenbaut DS, Chua AQ, Wolitzky AG, Quinn PM, Dwyer CM, McComas W,
Familletti PC, Gately MK, & Gubler U. (1992). Cloning and expression of murine [L-12.
Journal of Immunology. 148:3433-3440,

Takehara K, Nagata T, Kikuma R, Takanashi T, Yoshiya S, Yamaga A, Yokomizo Y,
& Nakamura M. (2000). Expression of a bioactive bovine interleukin-12 using
baculovirus. Veterinary and Immunological fmmumopathology. T7:15-25

- Voest EE, Kenyon BM, O'Reilly MS, Truitt G, D'Amata Rl, & Folkman J. (1995).
[nhibition of angiogenesis in vivo by iaterleukin 12, Jowrnal of the National Cancer
Institute, 19:581-586.

Van Parijs L, Perez YL, Biuckians A, Maki RG, Londom CA, Abbas AK. (1997). Role
of interleukin 12 and costimulators in T cell anergy in vivo. J Exp. Med. 186:1115-1128.
Wolf SF, Temple PA, Kobayashi M, Young E, Dicig M, Lowe L, Dzialo R, Fitz L,
Ferenz C, Hewick RM, Kelleher K, Herrmanm SH, Clark SC, Azzoni L, Chan H,
Trinchieri G, & Perussia B. (1991). Cloping of cDNA for natural killer cell stimulatory
factor, a heterodimeric cytokine with muitiple biologic effects on T and natural killer cells.
Journal of immunology. 146:3047-3081,

109



Capitulo § Induccidn de una respuesta inmune contra E7 del VPH-16

5.1 Induccién de una respuesta inmune contra la proteina
E7 del VPH-16 mediante su expresion en Lactococcus
lactis y 1a de 1a I1.-12 murina

RESUMEN

El ciancer cérvico-uterimo (CaCu) representa uno de los problemas mis graves de
salud piblica a nivel mundial. El virus del papiloma humanao tipe 16 (VPH-16) es e

priocipal ageute etivlégico del CaCu y algunas de [as estrautegias que se kan
" desarrollado en los iitimas aiics para combatirlo es ¢l desarrollo de vacunas coantra
este virus. Desgracindamente muochas de estas estrategias resultan pocu confiables 6
recomendables em pacientes inmunosuprimidos o en infamtes debido a su
patogenicidad. Como se menciono al principio de este trabajo el objetivo final de
ngestro estedio es el inducir inmuoidad especifica contra la proteina E7 del YPH-16.
Para esto se llevo a cabo la construcecion de cepas recombinantes de Lacfococcus lactis
que cxpresan la proteima E7 en diferentes localizaciones celulares (citoplasma y
secretada) y bajo diferentes condiciones de crecimiento celular. Ademds se aualizo et

efecto estabilizador de una proteina de fusién Nuc-E7. Por otro lado con el prapdsito
" de incrementar la respuests inmune contrs E7 construimos una cepa de L. lactis
capaz de secretar dos tipos de I1-12 murina (fuerte estimulador del sistema inmune)
de forma biolégicamente activa: IL-12 dimérica (subunidades p35 y pd0, IL-12p70) y
una [L-12 mouomérica (ambas subunidades fusionadas, scIL-12). En esta parte fioal
de nuestro estudio se analizé la capacidad de las diferentes cepas caonstroidas para
despertar uns respuesta inmune especifica de antigeno (E7). Los resultados obtenidos
después de la administracion intranasal en ratones muestran que la cepa mis
inmunogénica es aquells que expresa la proteina de fusion Nuc-E7 en forma
secretada. Ademas coando ests proteina es co-expresada con la scli-12, aumenta de
forma significativa ia respuesta inmune. Estos resultados maestran ¢l gran potencial

de nuestro sistems como um modelo seguro de vacuna contra el VPH ¥ otraus
neoplasias relacionadas.
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5.2 INTRODUCCION

El cancer cérvico-uterino (CaCu) representa uno de los problemas mds graves de salud
plblica a nivel mundial. En México es la principal causa de muerte por neoplasias en las
mujeres de 25 aflos y mds y en 1997 se registraron 4,534 defunciones. Esto siguifica que
mueren en ¢] pais | mujer cada 2 horas a causa de esta enfermedad (Mohar ef al, 1997). En
los {iltimos afios se han encontrado fuertes evidencias de que ¢l principal factor causante del
CaCu es la infeccién por el virus del papiloma humano tipe-16 (VPH-16). Bishop et al.
. (1995) calcula que es muy probable que el nimero de casos de CaCu aumente
significativamente el los proximos aflos, esto debido a que conforme aumenta la edad de la
poblacién y aumenta el nimero de mujeres infectadas por el VPH g se encuentran
inmunosuprimidas por la infeccién con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),
también aumentaran 103 caso de mujeres con CaCu. El VIH aumenta la susceptibilidad al
CaCu y sus lesiones precancerosas.

Estudios previos han demostrado que el ranscrito y proteina viral més abundante en
lesiones cervicales asociadas al VPH-16 es la proteina E7, por lo que representa un

potencial candidato para el desarrollo de una vacuna contra el CaCu asociado a la infeccion
- por ¢l VPH.

Las tradicionales vacunas administradas de forma intramuscular o via subcuténea
(inyectables), estdn principalmente involucradas en la induccién de una respuesta inmune
sistémica (anticuerpos €n suero sanguineo y células T), Mientras que estas vacunas pucden
ser apropiadas para enfermedades causadas por agentes infecciosos que penetran al cuerpo
por puncion o daiio en la piel (tétanos por ejemplo), es bien conocide que cerca del 90% de
los patdgenos infectan de manera natural al huésped por via mucoss, ya sea oral, nasal o
genital. Desgraciadamente las vacunas unyectables no son capaces de despertar inmunidad
en mucosas., Por lo tanto es necesario el desarrollo de nuevas vacunas que puedan ser
administtadas por via mucosa, las cuales ademis de resultar mas efectivas en la prevencion
o limitacién de infecciones via mucosa afrecen varias ventajas sobre las inyectables: i) ficil
administracidn, ii) reduccion de efectos colaterales, iii) evita el uso de jeringas, iv) abre la
posibilidad para ilimitadas immunizaciones sin 1a necesidad de personal entrenado. Todas
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estas ventajas pueden reducir considerablemente los costos y seguridad en las campaiias de
vacunacién sobre todo en los paises en vias de desarrollo.

A pesar de las importantes ventajas de la inmunizacion a través de la mucosa, €l
éxito de esta ha sido muy limitado debido a la degradacion de los antigenos usados,
limitada adsorcidn e interaccion con factores en la mucosa del huésped no especificos, y el
uso de sistemas de expresion inadecuados. Recientes investigaciones han resultado en el
desarrollo de prometedoras vacunas basadas en sistemas de expresion de antigenos por via
mucosa. Dichos sistemas incluyen patégenos atenuados expresando algin antigeno de
interés médico y microparticulas inertes sintetizadas quimicamente y precargadas con el
antigeno de interés. El uso de bacterias o virus atenuados tienen la desventaja que son
organismos que han sido modificados para convertirlos en sistemas no patogénicos, y que
improbablemente garantizan la seguridad del sistema, especialmente en pacientes
inmunocomprometidos. Las microparticulas inertes (polimeros biodegradables por
ejemplo) son precargados con la proteina de interés durante €] proceso de elaboracion, por
ende el antigeno debe ser previamente aislado y purificado antes de la formacién de la
micropardcula, lo cual es muy laborioso y costoso. Sistemas de expresidn po patogénicos,
como las bacterias lcticas (BL) pueden representar una alternativa segura y de bajo costo.
Las BL son un grupo de microorganismos bien conocido debido a que sus fermentaciones
constituyen una de las formas mds antiguas de conservacion de productos de la industria
alimenticia (yogurt, quescs, mantequilia, crema, etc) y de la agricultura (sidrs, vino,
cerveza, etc). La BL mejor estudiada y caracterizada a la fecha es sin duda Lactococcus
lacsis, una bacteria gram-positiva no patdgena y 00 colonizante que ha sido ampliamente
manipulada para expresar proteinas heterélogas (Dieye ez al., 2001; Bermidez-Humarén et
al., 2002; Miyoshi ef al,, 2002). Dado que L. lactis no coloniza las mucosas, €3 necesario
cargar a la bacteria con el antigeno de interés antes de la inmunizacion mediante un sistema
de expresion génica inducible. En este aspecto L lactis actuaria similar a las
microparticulas inertes, la diferencia es que aqui no hay necesidad de aislamiento y
purificacion del antigeno, ya que este seria producido por la bacteria. Como todos los
sistemas no replicativas, la inmunizacidn cen L. lactis requiere de el uso de edyuvantes
para inducir una buena respuesta inmune. La Interleucina-12 ([L-12) es una malécula
estimuladora del sistema immunitario (adyuvente) que ha demostrado prometedores
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resultados en la terapia génica contra el cdncer. En este contexto el objetivo ds este trabajo
es &l de inducir una respuesta inmune contra la proteina E7 del VPH-16 mediante su
expresion en la bacteria no patdgena y comestible L. lactis. Dado que la inmunogenicidad
de una proteina expresada en una bacteria puede depender de su localizacidn, asi como de
su conformacién se analizaron las diferentes cepas construidas ea ¢l capitulo 2 y 3 las
cuales mcluyen cepas expresando la E7 en citoplasma, secretada al medio de cultivo y
fusionada & una proteina resistente y compacta, la Nuc. Ademsis para aumentar la respuesta
inmune especifica de antigeno se construyd una cepa capaza de secretar de forma
_ biologicamente activa la IL-12 {(capitulo 4). La expresion de todas las construcciones se
lievo a cabo bajo el control del sistema inducible NICE (Expresién Contralada por Nisina,
de Ruyter er al., 1996, Kuipers et al.,, 1998). Los resuitados obtenidos muestran que L.
lactis es capaz de inducir una respuesta inmupne especifica de antigeno (E7) y que la co-
expresion de dicho antigeno con un fuerte adyuvante como lo es la IL-12, mejora la
respuesta inmune. En resumen este trabajo abre las puertas a una nueva linea de desarrollo
de vacunas seguras y de bajos costos usando bacterias comestibles y no patbgenas.
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53 MATERIAL Y METODOS

5.3.1 Cepas y métodos usados. Las cepas utilizados en este trabajo fueron: NZCYT:E7,
NZSEC:E7, NZCYT:Nuc-E7, NZSEC:Nuc-E7, NZSEC:s¢IL-12 (capitulo 2, 3 y 4) y
NZ9000 de L. lactis (de Ruytex et al., 1997).

53.1 Preparacion de células para ensayos in vitro y/o inmunizaciones, Se cultivaron las
diferentes cepas recombinantes en 20 ml de GM17 hasta una DOgg=0.5, s¢ adiciond nisina
(SIGMA) a uma concentracién de 10 ng/ml y se dejé incubar hasta una DOgo=1. Se
. centifugd para recuperar la pastilla, y se hicieron 3 lavados con PBS. Finalmente las
células se resuspendieron en 200 pL de PBS.

5.3.3 Inmgnizacién, Grupos de 5 ratones C57BL/6) hembras (5-8 semanas de edad) fueron
parcialmente anestesiados con Xilacina via iptramuscular. Se tomaron 20 pL de las
bacterias recombinantes de L lactis (5 x 10° colonias formadoras de unidad, CFU) y se
aplicaron por via iz a los dias 1, 14 y 28. Como control se inmunizaron ratones con ung
cepa silvestre de L. lactis (wt, NZ9000),

$.3.4 Obteucion de células de bazo. Siete dias después de la Gltima inmunizacion (dia 35)
los ratones fueron sacrificados por dislocacidn cervical. Bajo condiciones de total
. esterilidad se obtuvo el bazo, se le agregé 1 mL de medio de cultivo AIM-V (GIBCO) y se
macerd perfectamente. Posteriormente las células fueron transferidas cuidadosamente a un
tubo estéril de 15 mL con I ml de HISTOPAQUE (SIGMA), y se centrifugé a 2500 rpm,
25 min. para separar las células mononucleares mediante un gradiente de densidad. Se
recupero la fase blanca {células mononucleares) y se transfirio a un tubo estérilde 1.5 mL y
se realizaran 2 lavados con 500 pL de medio AIM-V. Finalmenie se resuspendicron en 500
pL del mismo medio y s¢ hizo un conteo de las cétulas con azul tripano (SIGMA).

5.3.5 Induccion de IFN-y ¢ IL-2 en células de bazo por las cepas recombinantes de
Lactococcus lactis, Se analizd la capacidad de diferentes cepas recombinantes de L. lactis
para inducir [a produccién de IFN-y e IL-2, después de una administracion iz Para esto, se
cultivaron 2 x 10° célutas de bazo en cajas de 24 pozos (2 mL por pozo), agregando a cada
pozo 50 plL de PBS estéril 6 2 pg de un péptido sintético de E7 (RAHYNIVTF,
resuspendido en 50 pL de PBS). El volumen se llevé a 2 mL con medio AIM-V y se incubd
37°C con una atmésfera de CO; al 5%. Después de 24 hrs se tond 1.5 mL del cultivo y se
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centrifugd e 5000 rpm por 10 min. Se recuperd el sobrenadante y se transfirié a un tubo
nuevo. La deteccion de INF-y e [L-2 se realizd mediante ELISA (R&D System).

53.6 Estadisticas. Los resultados obtenidos de los ensayos de ELISA son expresados
como la media + una desviacion estindar.
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5.4 RESULTADOS

5.4.1 La proteina hibrids Nuc-E7 ea forma de¢ secreciin es més inmunogéuica que una
E7 mativa. Para determinar cual de las cepas de Lactococcus lactis expresando la
oncoproteina E7 del VPH-16 en diferentes localizaciones celulares y fusionada a una
proteina compacta y altamente estable, la nucleasa Staphylococcal (Nuc), analizamos el
efecto de la administracion local (intranasal, ién) de los diferentes lactococos
recombinantes construidos a lo largo de todo este estudio. Para esto, se immumizaron a
. diferentes tiempos, grupos de 5 ratones con las cepas de L. lactis expresando E7 (ver
material y métodas) y se sacrificaron para detectar la produccidn de citocinas relacionada
con la respuesta inmune celular: [FN-y e [L-2. El IFN-y es una potente citacina producida
principalmente por linfocitos T (LT) activados por mitdgenos y NK y la IL-2 es una
citocina pleiotrépica producida por LT activados por mitdgenos y por antigenos. Ademas,
elegimos determinar los niveles de estas dos citocinas, ya que como se menciond en el
capitulo | (pag. 18), estudios en pacientes con CaCu presentan una disminuciéo eu la
produccion de citocinas Thl (i.e., [FN-y e [L-2).

Los resultados obtenidos del analisis de citocinas de dichas inmunizaciones son
- mostrados en la figura |. De forma sorprendente los resultados revelan una induccion
significativamente mayor en la produccion de INF-y, en aquellos ratones que fueron
inmunizados con las cepas de L. lactis expresando [a ancoproteina E7 fusionada a la Nuc,
que aquellos inmunizados con la E7 mativa (Fig, 1a). Estos resultados pueden ser debido a
dos causas: (1) la cantidad de antigeno producido en la forma de fusién es mayor que la
forma nativa (~15 mg/mL verrus ~5 mg/mL, capitulo 2) & (2) la proteina Nuc puede
coadyuvar con el antigeno E7 y despertar una mayor respuesta inmune, De las dos formas
de proteinas Nuc-E7: expresada en citoplasma y secretada al medio de cultivo, esta daltima
fue la mas inmunogénica (Fig. 1a). Ademds, se (levaron a cabo €nsay0s CON ratones
inmunizados solo con PBS solo, en los cuales no se dstecto induccidn de estas citocinas o
la producsion de éstas fue parecida a la del contral (L. factis, datos no mostrados).

Anidlisis de induccion de [L-¢ en ratones inmunizados con los lactococos

recombinantes muestran el mismo patrdn que el abservado para la produccién de TFN-y
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Fig. 1. Induccion de INF-y e IL-2 por Lacfococcus lactis expresando E7 en diferentes
localizaciones celulares v fusionada a Nue¢. Células de bazo de ratones inmunizados con la cepa
silvestre de Lactococcus lactis (L. lactis) y con las diferentes cepas recombinantes expresando la E7
nativa en citoplasma (NZCYT:E7) 6 secretada (NZSEC:E7) y la proteina hibrida Nuc-E7 en
citoplasma (NZCYT:Nuc-E7) 6 secretada (NZSEC:Nuc-E7), se estimularon in vitro con un péptido
sintético de E7 (RAHYNIVTF) y se detectaron citocinas implicadas en la respuesta inmune celular:
IFN-y (a) e IL-2 (b).

(Fig. 1b), confirmando que la proteina de secrecion Nuc-E7 producida por la cepa
NZSEC:Nuc-E7 al medio de cultivo representa el mejor candidato para despertar una
respuesta inmune contra el antigeno E7 del VPH-16.

5.4.2 La co-administracion de L. lactis expresando la proteina Nuc-E7 y la sell-12
aumenta considerablemente la produccion de IFN-y e IL-2. En trabajos previos Steidler
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et al. (1998) demostraron que L. lactis es capaz de expresar citocinas biolégicamente
activas. Ademads en estos estudios se encontrd que cuando inmunizaban ratones con una
cepa de L. lactis co-expresando un antigeno (fragmento C de la toxina del colera, TTFC) y
una citocina (IL-2 e 11-6) los titulos de anticuerpos anti-TTFC eran sustancialmente
mayores que cuando se administraba Gnicamente una cepa expresando el TTFC. En este
contexto nosotros nos enfocamos en administrar de forma simulténea (co-administracion) la
cepa NZSEC:Nuc-E7 de L. lactis, la cual expresa el antigeno E7 fusionado a la proteina
Nuc, y que de acuerdo a los resultados obtenidos arriba es la forma mas inmunogénica y, la
cepa NZSEC:scll-12 (capitulo 4), la cual produce una forma de fusion de la citocina IL-12
(scIL-12), una potente molécula estimuladora del sistema inmune.

Los ensayos de inmunizacién y andlisis de citocinas se hicieron tal y como se
describié en material y métodos, usando 5 x 10* CFU de cada cepa. Los resultados de este
ensayo son mostrados en la figura 2. Como se observa en la figura 2a existe un claro

aumento en la induccién de IFN-y en los ratones que fueron inmunizados con las dos cepas

(a) (b)
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Fig. 2. Inducciéon de INF-y e IL-2 por Lactococcus lactis co-expresando Nuc-E7 e 1L-12.
Células de bazo de ratones inmunizados con la cepa silvestre de Lactococcus lactis (L. lactis), con
la cepa recombinante expresando Nuc-E7 (NZSEC:Nuc-E7) y con las cepas NZSEC:Nuc-E7 y la
cepa sccretando la scll.-12 (NZSEC:scllL-12) de forma simultinea, se estimularon in vifro con un
péptido sintético de E7 (RAHYNIVTF) y se detectaron citocinas implicadas en la respuesta inmune
celular: IFN-y (a) ¢ IL-2 (b).
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de L /actis expresando Nuc-E7 ¢ [L-12 en comparacién de aquellos ratones que solo
recibieron la ceps productors de Nuc-E7. Estos mismos resultados se repitieron en la
medicion de la IL-2 (Fig. 2b).

Estos resultados demuestran claramente que la IL-12 producida por L. lactis gjerce
un significativo efecto adyuvante cuando ex co-administrado con un aatigeno tumoral (E7).
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5.5 DISCUSION

5.5.1 Lactococcus lactis como un vector pars presentar sutigenos ¥ citocinas a traveés
de superficies de mucosa al sistema inmune. La expresion de proteina heterélogas en L
factis parece ser una buena via de produccidn de proteinas de interés terapéutico, ya que de
acuerdo a nuestros resultados tanto el amtigeno E7 nativo, como uno fusionado a una
proteina altamente estable, Nuc-E7, expresados par L lactis son capaces de inducir la
produccion de IFN-y e IL-2. Estas citocinas, producidas por subpoblaciones de LT, son
importantes moduladores de la respuesta inmune, induciendo la produccién de otras
citocinas que activan la expresién de moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MCH) clase [ y II y promoviendo la expansién clonal de LT
especificos de antigeno entre muchos otros de sus efectos pleiotropicos. El hecho de
encontrar en este trabajo la induccion de IFN-y e IL-2 especifica de antigeno en células de
bazo de ratones nos indica que la proteina E7 esta siendo producida en una forma
inmunogénica. Estudios previos (Wells ef al.- 1995) han demostrado que L. Jactir es capaz
de presentar al sistema inmune la TTFC en una forma inmunogénica. No obstante dichos
estudios solo reportan la produccion de anticuerpos. Por otro lado el hecho de encontrar
una induccién de citocinas en las células de bazo superficie y administrado in. es capaz de
inducir una respuesta sistémica. A 1a fecha y a nuestro conecimiento es la primera vez que
se reporta la induccion de una respuesta inmune celular (o al menos relacionada con esta)
en L. lactis.

5.5.2 Lactococcus lactis como unm vector vivo para ¢l desarrollo de uua nueva vacuna
para combatir el cémcer cérvico-uterino (CaCu). Previamente un grupo de
investigadores obtuvieron una respuesta inmune contra la proteina E7 mediante su
expresion en la superficie de Streptococcus grodonii (Pozz et al,, 1992); sin embargo en
este trabajo tal respuesta se obtuvo en combinacion con el adyuvante de Freund completo.
En este trabajo nosotros obtuvimoes una respuesta inmune espevcifica de antigeno con la
sola administracién de L. lactis expresando E7. Ademas S gordonii &3 un organisma
comensal (microorganismo persistente que puede inducir inmunotalerancia) y GRAS pero
no grado alimenticio. En comtraste L. lactis es una bacteria totalmente inocua y no
persistente que puede servir para el desarrollo de vacunas vivas, sin el riesgo de
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colonizacién y por tanto disminuir las probabilidades de inducir inmunotolerancia.
Ademis, L. lactis es un buen candidato para propdsitos de vacunacién ya que su ruta de
administracién (intranasal, oral o vaginal) lo hace de ficil administracién y de bajo costo
de produccién. En resumen este trabajo demuestra el potencial de una BL grado
alimenticio, no patogénica y no invasiva, para ser considerada como un vector para el
desarrollo de una nueva vacuna viva para combatir enfermedades infecciosas, ¢l CaCu en
particular.
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CONCLUSIONES

Este trabajo demuestra la capacidad de Lactococcus lactis, una bacteria Gram
positiva, para producir la oncoproteina E7 del virus del papiloma humane tipo 16
(VPH-16). Ademis, se analizaron diferentes localizaciones celulares para la expresion
de dicha proteina, encontrando que la secrecion al medio de cultivo representa la
mejor via para su producciém, ya que en citoplasma la proteina E7 sufre proteolisis
dependiente de Ia fase de crecimiento del cultivo. Esto es de gran interés ya que auny
cuando se analizo la produccién de la E7 en cepas de L. lacfis mutantes para las
principales proteasas y chaperonas identificadas a la fecha, no fue pesible rescatarla
de la degradacion. Esto sugiere que existe una nueva proteasa intracelular no
identificada en L. lactis y que es activada en fase estacionaria del cultive celuiar, y,
que la proteina E7 representa un buen modelo para monitorear e identificar dicha

proteasa.

Paralelo a la produccion de E7 en cepas silvestres y mutantes de L. lactis, se analizo la
capacidad de proteecion de una proteina altamente estable y compacta, la nucleasa
Staphylococal (Nuc), fusionada a ambos extrenos de la proteina E7. Los resultados
muestran que dicha fusién resulta verdaderamente en un rescate de la proteina E7 en
el citoplasma de L. lactis, ademas de que mejora el nivel de producciéon. Estos
resultados muestran que la fusion de Nuc a E7 per sus dos extremos es capaz de
rescatar a dicha proteina de degradacion, en contraste a los resultados obtenidos con
una fusion Myc y en un sistema eucariote, en el cual solo se rescata a la proteina E7
cuande es protegida por su extremo amino {N-). Por lo tanto la proteina Nuc puede

servir para producir proteinas extremadamente fragiles en L. lactis.

En este trabajo se reporta también por primera vez, la produccion de una citocina
heterodiniérica, la Interleucina-12 (IL-12), en una forma biolégicamente activa. Esto
es de gran trascendencia ya qoe dicha proteina esta compuesta por dos subunidades
(p35 y p40) unidas por puentes disulfuro, lo cual revela que L. lactis es capaz de

catalizar 1a formacién de puentes disulfuro en proteimas heterdlogas, caracteristica
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poco documentada en bacterias Gram positivas. Ademas, se logré la expresion de una
proteina [L-12 de fusion (sell-12) con funciones biologicas similares e incluso
mayores a las de la [1-12 expresada mediante sus dos subunidades (TL-12p70). Este
proteina garantiza una expresion equilibrada de ambas subunidades y facilita su

manipulacion in vitro.

Finalmente este estudio demuestra el gran potencial de L. {actis, para despertar una
respuesta inmune especifica del antigeno E7 del VPH-16 via mucosa. Lactococcus
lactis, es una bacteria no patogena y no colonizante considerada como un organismo
grado alimenticio. Estas caracteristicas facilitan la aceptacion de este microorganismo
para su uso en humanos, ademas de que su via de inoculacidn (aral o nasal) y su
capacidad para almacenarse por largos periodos de tiempo (sin la necesidad de
refrigeracion), permite que pueda ser ficilmente admipistrade y siu persenal
entrenado, lo cual es recomendable para su distribucion y uso en paises en vias de
desarrollo. En resumen este trabajo representa nn gran paso en el desarrollo de
nuevas vacnunas vivas y seguras para tratar el ciancer cérvico (CaCu) y combatir asi,

una de las neoplasias mas frecuentes y malignas en la mujer mexicana.
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