RESUMEN
El virus del papiloma humano tipo 16 (VPH-16) ex considerado como el principsl
agente etiologico del cincer cérvico-uterimo (CaCu). Por lo tanto ¢ necesario el
desarrollo de nua vacuna terapéutica y/o profilictica contra ¢l VPH para combatir el
CaCu. La oncoproteina viral E7 es constitutivamente producida em ueoplasias
cervicales v es considerada como un potencial candidato para el desarrolio de una
vacuna terapéutica comtra ¢l CaCu. En este trabajo desarrollamos um sistema
inducible para producir la proteina E7 del VPH-16, tanto en citoplasma como
secretada al medio de cultivo en [a bacteria lictica (BL) grado alimenticio,
Lactococcus lactis. Ademds, la administracién intranasal en matomes com estos
lactococos recombinantes fueron capaces de despertar una respuesta inmune
especifica de antigeno. Por otre lado, coustruimos una cepa recombinante de L. lactis
capaz de secretar la Interleucina-12 (IL-12), una citocina heterodimérica, que juega
un papel importante en l2 inmunidad celular contra varias infecciones bacterianas,
virales y por parasitos, y qle; ha mostrade ser un buem adyuvante cuando
coadministrada con vacunas de ADN. Las resultades obtenidos muestran que, ceando
Jos ratones son inmunizados intranasalmente con las cepas recombiunantes de L. {actis
expresando la E7 y la IL-I2 simultineamente, la respwesta inmune especifica de
antigeno aumenta significativamente. Esta es la primera vez que se reporta la
produccion de la oncopruteina E7 del VPH-16 y la IL-12 murina eo 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 expresidn seguros.



ABSTRACT
Human papillomavirus type 16 (HPV-16) is the major cause of cervical cancer (CuCa)
ouset. There is thus a need for the development of prophylactic and/or therapeutic
HPY vaccines against this neoplasia. E7 viral oucoprotein is coustitutively produced
in cervical neoplasia and is considered as a suitahle target for the development of
therapeutic vaccines against CuCa. In this work, we developed an inducible system in
the food-grade lactic acid bacterium (LAB) Lacfococcus lactis, to target K7 production
to the cytoplasm or to am extracellular location. Furthermore, after imtranasal
adminisiration of these recombimant lactococci, a HPV-16 E7-specific immune
response was induced. In addition, we coustructed a recombinant L. lactis strain to
secrete the Interlenkin-12 (IL-12), a heterodimeric cytokine, that plays am importamt
rale in cellular immunity against several bacterial, viral and parasitic infections aud
that has been shown to be 2 good adjuvant whea co-delivered with DNA vaccines. Our
results shows, when mice were intranasally co-immunized with vecombinant
Iactococci expressiug E7 oncoprotein aud that secreting IL-12 cytokine the E7-specifie
immune response imcreased siguificantly, This is the first report of E7 and TL-12
production in a food-grade LAB and represents ome wmore step towards the

development for therapeutic uasal amd/or oral vaccine against CaCu using safe
* delivery systems.
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1L1. INTRODUCCION GENERAL

El cancer cérvico-uterino (CaCu) representa uno de los problemas mis g‘raves de salud
puablica 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 denominadas como de alto riesgo (Durst ef al., 1983; Boshart et al., 1984;
zar Hausen, 1985; McCance, 1936). 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 protectara contra el desarrollo del CaCu
una vez que se ha establecido la infeccion con el VPH y que aquellas mujeres que llegan a

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

‘ Dada la alta mortalidad y meorbilidad causada por el CaCu asociado al VPH y el
becho de que la vacunacion contra este virus ha mostrado prometedores resultados en
modelos animales, se ha despertado un considerable interés en el desarrollo de una vacuna
profilactica 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 en 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 proteccion contra la infeccién mediando la respuesta via
anticuerpos neutralizantes. La vacunacion contra las proteinas virales no estructurales E1,
E2, E6 6 E7 no previenen la infeccidn, perc estimulan la regresi6n del tumor, garantizande
el disefio de una vacuna terapéutica. Por otro lado, 8¢ ha comprobado que €l potencial
transformante del VPH depende esencialmente de la accidn de dos de éstas proteinas no
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estructurales (E6 y E7) (Mansur & Androphy, 1993), las cuales son producidas
constitutivamente en lesiones cervicales malignas y premalignas e inactivan las funciones
celulares de las proteinas p53 y pRb, respectivamente (Scheffner et al., 1994). Por esta
razon, la mayoria de los trabajos actuales sobre el desarrollo de vacunas terapéuticas contra
el VPH esta basado en las proteinas E6 y E7.

Estudios previos han demostrado que ¢l transcrito y proteina viral mds 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 umor 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 una 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 VPHL

Diversos grupos de investigacion han tratado de estimular al sistema inmunoldgico
para que recanozca Y ataque a las célulag cancerigenas expresando antigenos tumorales
(E7, por ejemplo). Los nuevos sistemas qué se¢ han encontrado 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 estan analizando nuevas alternativas para generar
vacunas eficientes. Un area que ha venido tomanda fuerza en los iitimos 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 et al., 1991, Pahel et al., 1993; Londofio et al., 1996); sin
embargo 0o se han obtenido los resultados esperados y algunos de sistemas estan basados
bacterias patbgenas atenuadas (por ejemplo, Mycobacterium spp. y Saimonella spp.) lo cual
no deja de representar un potencial peligro para su uso en humanos.

Recientemente algunos grupos de investigacién han comenzado a utilizar bacterias
lacticas (BL) como vectores de expresion de proteinas heterdlogas (Amau ez ai., 1997;
Savijoki et al., 1997; Le Loir et al.,, 1998; de Vos et al., 1999; Geoflroy ef al., 2000). Sin
duda alguna la BL mis estudiada a la fecha es: Lactococeies lactis, un organismo (Gram-
positive que desempeifia un papel importante en la produccion de alimentos fermentados,
razon por la cual es catalogado como un organismo grado alimenticio “generalmente
seguro” (GRAS). Ademas, L. lactis es considerado como un potencial organismo para la
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produccion de proteinas de alte valor comercial y terap€utico 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 para ¢l desarrollo de una vacuna terapéutica de
facil administracién (oral o nasal) y de bajos costos de produccion.

En este trabajo escogimos el sistema inducible {NICE) para construir una cepa
recombinante de L. lactis que exprese la oncoproteina E7 del VPH-16. Ademas, ya que es
de particular interés dirigir la localizacion de la proteina heterdloga (de acuerdo al fin para
el que se requiere) se desarrollaron dos sistemas para la produccidn de la proteina E7, uno
para la acumulacion de la proteina en citoplasma y otro para secretarla al medic de cultivo,
Esta Gltima forma presenta la ventaja de permitir un coatacto directo entre la proteina y el
substrato (sistema inmumitario en mucosas, por ¢jemplo). 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 biolégicamente activa. Finalmente,
analizamos la capacidad de las diferentes cepas construidas para inducir 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 cancer 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 er
al., 1986). Principalmente se reconocen dos tipos histolégicos de CaCu: ¢l epidermoide,
espinocelular o de células escamosas y 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.
1).

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, alimentacién y productos
quimicos entre otros; sin embargo a ninguno se le ha podido asociar tan intimamente como

el de la presencia del virus del papiloma humano (VPH).

colunmun citlls

P sl mial K i

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; usualmente se
presenta entre la quinta y sexta década teniendo una media a los 54 afios. En contraste, las
lesiones intracpiteliales, las cuales son precursoras del cancer invasor, ocutren
frecuentemente en mujeres jovenes, por abajo de los 40 afios de edad. Estas lesiones
precursoras sou comocidas como neoplasia intraepitelial cervical (NIC L, I y IIT) 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 alteracjones en el cérvix son consistentes con la nocion de que la

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

1.2.2 Tratamiento

La principal herramienta en la actualidad para combatir el CaCu, es la deteccion temprana
mediante la mm “Papanicolacu”, con [a cual se identifican lesiones cervicales
premalignas o malignas que requieren posterior evaluacién. Una vez diagnosticada la
enfermedad, 1os pacientes con NIC [ generalmente no requieren posterior tratamiento, dado
que la mayaria de las lesiones se resuelven espontineamente. No asi 1os pacientes con NIC
O y NIC I los cuales requieren de tratamiento para prevenir el desarrollo a estadios
invasivos. Existen dos altemativas para erradicar este Gpo de lesiones (NIC U y NIC [T}, 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 quirirgico con reseccion de un area en forma cdmica de tejido cervical,
incluyendo parte del canal endocervical.

El CaCu invasar es asintomdtico, aunque algunas pacientes pueden presentar
descarga vaginal y sangrado vaginal postcoital. El diagndstico 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 del CaCu son
clasificados de acuerdo a criterios puramente clinicos y la mayoria de estas etapas es tratada
con histerectomia sencilla, la cual involucra la ¢liminacion del cuerpo uterino y del cérvix

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.

(shown cut)

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
areas urogenitales, pero solo la mitad se han relacionado con procesos neoplasicos. Entre
los mas importantes estin 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 més
importante, ya que se le ha encontrado en mas del 60% de los casos de CaCu, seguido por
el VPH-18 (Galloway, 1994). Al menos a 12 se les ha determinado su secuencia
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nucleotidica mostrando todos la misma organizacion gendémica. Presentan dos tipos de
marcos de lectura abiertos, tempranos y tardios (E y L, respectivamente). La transcripcion
temprana de E1 y E2 regulan la replicacion; E4, ES, 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 cédpside. 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.

ES

Fig. 3 Virus del Papiloma Humano. A. Representacion esquematica de la organizacién gendmica
del VPH-16. B. Representaci6n 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. 4c 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

12



Capitulo 1 Introduccion y Antecedentes

epitelios escamosos a tumores benignos como son verrugas y papilomas ¢ 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 4f).

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 ez
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 E6 y E7 (Jeon et al., 1995). Esta
desregulacion transcripcional es producida por la perdida de expresion del gene E2,

cominmente interrumpido por la integracion del virus al genoma hospedero. Esto provoca

a. Cérvix Normal
d. Formacion de virus
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Fig. 4 Infeccion y replicacion del VPH en células epiteliales cervicales
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la produccion de una proteina E2 incompleta la cual 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 £6 y E7 del VPH-16 son expresados constitutivamente en
carcinomas cervicales (Smotkin & Wettsteir, 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 ntimero 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 et al., 1988; Tanaka et al., 1989). La habilidad de
transformacion de E7 ademds de su interaccién con pRB, incluye también unién a las
ciclinas A y E, inhibidores de ciclina CDK2, p21, p27 y otros componentes celulares
causando una desregulacian del ciclo celular (Fig. 6) (Zetfass et al., 1995; Mclntyre et al.,
1996; Zerfass-Thome et al., 1996; Jones et al., 1997a).

Similaridad
E1ATLT

E7 1 ' o8
NHZ= [ OOH
L= |
E6 1 313 3 = 2| [4s8
NH2- p53 il AT BT

Fig. 5. Oncoproteinas E6 y E7. Representacién de la interaccion 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 aminoacidos (aa)
con una M= 11,000 kilodaltones (kDa) segin su composicion de aa, sin embargo presenta
un patrén electroforético M= 19,000 (Pahel er 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 II (Firzlaff et al., 1991).

1.2.6 Respuesta inmune contra el VPH

En las etapas previas al CaCu invasor (condilomas y NIC), el sistema inmunolégico es
capaz ain, 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 tumor.

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

Respuesta inpmune humoral

Las infecciones virales son primariamente intracelulares y los antigenos escapan al
alcance de los anticuerpos. La respuesta humoral es importante solo para infecciones
productivas, en lag que las particulas virales salen al espacio extracelular por exocitosis o
durante 1a lisis celular, En el espacio 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 €] lisosoma para producir pequeiios’ péptidos que se unen a moléculas de clase
O del complejo principal de histocompatibilided (MHC, HLA en humanos).
Posteriormente, 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 lag particulas virales no se presentan en el espacio extracelular, y no se
esperaria una respuesta humoral contra los antigenos virales.

Respuesta inmune celular

En las etapas iniciales de la enfermedad la respuesta inmune es ain efectiva porque
las células infectadas por el VPH expresan todavia las moléculas de clase | del HLA. Las
HILLA-I son proteinas de membrana iavolucradas en la presentacion antigénica y juegan wm
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 Beirne B. Carter Center for Inmunology 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 aminoacidos 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 macréfagos 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 inmunolégicos 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 IL-2),
mientras que la produccion de Th2 es elevada (IL-4, IL-10 y TGF-B) (Herndndez-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 bioldgico 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 a un cambio en la produccion de
citocinas Thl a Th2.

1.2.8 Esirategias en el desarrollo de vacunas contra el VPH

Existen dos tipos de vacunas, las profilacticas (preventivas) y las terapéuticas (curativas).
Toda estrategia en el desarrollo de una vacuna o inmunaterapia especifica en cincer debe
estar basada en identificar antigenos tumorales especificos que permitan eliminar Gnica y
exclusivamente las cé€lulas tumorales e ignorar las células normales. Existen principalmente
dos tipos importantes de antigenaes tumorales que pueden ser seleccionados para combatir el
céncer, los oncogenes y antioncogenes celulares, frecuentemente alterados en las células
neopldsicas y, los oncogenes virales expresados en células transformadas por virus
oncogenicos,

Los oncogenes celulares expresan proteinas que pueden ser reconocidas como
antigenos tumorales por el sistema inmune del huésped y activar sistemas citotdxicos
antitumorzales. Tal es e] caso de las proteinas celulareﬁ derivadas de los oncogenes ras y
HER-2/neu que pueden ser reconocidas por CIL y eliminar ¢élulas neoplisicas que
expresen estos ancogenes (Jung & Hermann, 1991; Peace er al., 1994; Yanuck et al., 1994;

Labrecque et al., 1993; Disis et al., 1994a; Disis ef al., 1994b; Nijman et ai., 1994).
' Por lo que respecta a los oncogenes virales, estos expresan proteinas exclusivamente
en celulas infectadas y/o transformadas y por lo tanto son excelentes candidatos para el
desarrollo de una vacuna o estrategia de inmunoterapia en neoplasias con una etiologia
viral asociada. Dada que los oneo;gen Eé6y E7 de VPH-16 son requeridos para el proceso
de transformacion y son altamente expresados en carcinomas cervicales, representan
blancos potenciasies para enfocar la respuesta inmune especifica hacia estas proteinas
oncogeénicas y poder distinguir las células infectadas y/o transfarmadas de las normales.
Las proteinas E6 y E7 de YPH-16 han sido reconocidas 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., 1999). La capacidad de activar
células CTL y Th con péptidos sintéticos (correspondientes a fragmentos de proteinas
virales; E7, por ejemplo) ha estimulado la posibilidm:l de desarrollar vacunas basadas en
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esta proteina, ademds, la activacion de los linfocitos T ofrece la ventaja de producic
memoria de largo plazo y no requiere la persistencia del antigeno, caracteristicas
importantes en una vacuna (Lau et al., 1994; Mullbacher, 1994).

Yacuna profilictica contra el VPH

La infeccion natural de {os papilomavirus ocurre en Ia superficie de la mucosa
genital, la cual se caracteriza por ser un drea de muy pobre inmunogenicidad para el
huésped; esto es reflejado en parte por la falta de una infeccion productiva, las limitaciones
de los queratinocitos para funcionar como células presemadores de antigeno y la co-
evolucion del virus (Tindle, 1996). Una estrategia de vacunacion profilictica debe superar
estos problemas de inmunogenicidad y establecer una barrera inmunoldgica en el epitelio
anogenital dirigida a las proteinas estructurales L1 y L2 de la cipside viral del VPH. Dos
grandes dificultades para producir 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 las lesiones. Recienternente se han desarroliado estrategias para
producir particulas tipo virales {VLP) libres de ADN, asi tambi¢n se han producido las

proteinas L1 y L2 en levaduras y en otros tipos de células usando como vectores virus
" vaccinia, baculovirus y virus de semliki forest (Lee Cann ef ai., 1995; Hofmann et ai.,
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 [as VLP formadas por proteinas de ¢épside L1 y L2 de papilomavirus usadas como
antigenos vacunales son efectivas en producir una inmunidad sistémica y en mucosas y
confieren proteccién a las .Iesioues inducidas por papilomavirus infecciosas. En ciertos
sistemas experimentales animales y humanos es necesario el uso de epitopes
conformacionales en los antigenos para inducir una respuesta optima de neutralizacion
contra los papilomavirus, lo que apoya el uso de antigenos vacunales con conformaciones
nativas. Desgraciadamente estos epitopes conformacionales son generalmente especificos
del genotipo viral (VPH-11, 16 y 18, por ejemple) lo que cbviamente obstaculizard el
desarrollo de una vacuna miitiple contra los diferentes genotipos de VPH asociados a
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lesiones anogenitales de alto riesgo (Cristensen er al., 1996; Breltburd et al., 1995; Suzich
etal., 1993),

Vacuna terapéutica contra el VPH

La prevencion de la infeccion es pues una estrategia dificil debido a las complicaciones
discutidas en la seccion anterior. Sin embargo, existe la pasibilidad de desarrollar una vacima
terapéutica capaz de eliminar las células infectadas por el VPH o causar la regresion del
tumor. Una vacuna terapéutica eficaz debe de inducir la activacién 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¢€lulas diferenciadas de la capa superior del
epitelio infectado por VPH, dirigir pues Ia respuesta de 103 CTL a estas células seria de paco
beneficio terapéutico, ya que son células terminales y no se dividen. Las proteinas blanco mds
adecuadas serian El y E2 las cuales son expresadas principalmente en las células epiteliales
Suprabasales, sin embargo estas proteinas son expresadas a muy bajos niveles (100-500
epitopes virales por molécula de clase I) por lo que el nivel de exposicion seria insuficiente
para convertit a estas cclulas en blanco del ataque de los CTL. Como ya se menciono
_ anteriormente la expresidn de les proteinas E6 y E7 son necesarias para mantener a las ¢élulas
en un estado transformado y por lo cual son consideradas especificas de tumor y podrian
representar blancos potenciales para dirigir una vacuna que controle los tumores inducidos par
el VPHL

A la fecha se han desanrollado diferentes meétodos para el desarrollo 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 sintéticos diferentes laboratorios han fallado en inducir CTL
contra €l E7 de VPH (Jochnms ez al., 1997), esto debido quizis, a que los péptidos utilizados
en estos trabajos no se presentan ¢ N0 son reconocidos de forma eficiente, como aquellos
praducidos a partir de la proteina endogena. También se ha demostrado previamente que
existe una reaccion cruzada entre CTL inducidos por péptidos sintéticos y células alogénicas
(Staerz er al., 1989), por tanto resulta un problema el uso de péptidos sintéticos como agentes
inductores de la respuesta inmune en ¢l desarrollo de vacunas contra el VPH.
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La estimulacion del sistema immumoldgice de mamiferos por administracion
intramuscular de ADN plasmidico (vacunas de ADN) que codifica pare antigenos heterdlogos,
represents una nueva forma de vacunacién, que ha mostrado en repetidas ocasiones inducir
una respuests inmune celular y hnmoral (Ulmer ez al., 1993; Robinson, 1997; Donnelly et al,,
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 en las superficies de las mucosas y eu las secreciones de las
glandulas exocrinas. A pesar de que las mucosas constituyen la primera linca de defensa del

hospedera, siendo la IgA la mas eficiente barrera inmunolégica contra wn gran mimero de
| patdgenos mucosotrdpicos (VPH par ejemplo), contindan siendo uno de los mayores puntos
de entradas de virus y patdgenos. Considerando que la induccion natural de una respuesta
inmune hacia un patégeno comienza probablemente a nivel de mucosas, s logico 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 del sistema inmunolégico de mucosas, tal es el caso de la inmunizacion via

vaginal directs, la oral y la nasal (Jones et al., 1997b; Klavinskis ef al, 1997; Wang, ef al,
1997).

1.2.9 Uso de bacterias en el desarrollo de vacunas

Mientras que varios sistemas de expresidn de antigenos no vives han sido desarrollados a la
fecha, vectores vivos pueden representar um mejor sistema de respuesta natural sin la
necesidad de inmunizar en varias ocasiones para abtener mejores resultados. En la mayoria
de las casos, estos vectores de expresidn de antigenos son bacterias Gram negativas y vicus.
Esto es, debido quizis en parte al gran entendimiento que se tiene de estos organismos (en
cuanto a manipulacién genética se refiere). Sin embargo, dichos organismos generalmente
son patogenos para ¢l humano y ain 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 han desarrollado sistemas con bacterias Gram positivas no patogénicas
(Iwaki er al., 1990; Hansson et af., 1992; Pozzi et ai., 1992; Wells et al,, 1993; Piard et ai.,
1997; Le Loir et al., 1998), En algunos de estos sistemas el antigeno es expresado en el
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citoplasma de la célula hospedera o secretada 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 e 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 heterélogas 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 ademsds
puede simplificar los andlisis de las proteinas secretadas.

Lactococcus lactis como vector de expresién

Lactococcus lactis es un organismo Gram positivo perteneciente al grupo de
bacterias lacticas (BL). Generalmente L. lactis es clasificado como un microorganismo
“generalmente seguro” {GRAS), no patéogeno y no colonizante, el 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
para la produccidn de productos licteos fermentados.

A la fecha numerosas proteinas heterdlogas han sido producidas y secretadas
' existosamente en L. lactis usando péptidos sefiales (SP) mativos 6 sintéticos (Perez-
Martinez ef al,, 1992; Simonen & Palva, 1993; van Asseldonk et af, 1993; Steidler et al,
1995; Norton et al, 1997; Savijoki e al., 1997; Le Loir et al., 1998). (tra bacteria Gram
positiva muy relacionada a L. lactis en cuaate a funcionalidad, es Sireptococcus gordonii
con el cual comparte la capacidad de servir como vector para expresar antigenos para una
inmunizacién de mucosas (Medaglini ez af., 1995). Sin embargo, a diferencia de S. gordonii
la cual es una bacteria comensal, L /actis carece de cualquier capacidad conocida para
multiplicarse in vivo (Gruzza ef 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 ¢olonizacion (Gruzza et al., 1994; Klijn et al.,
1995) y que a pesar de su falta de capacidad para colonizar, L. lactis es capaz de expresar
ant{genos heterdlogos en forma inmunogénica al sistema inmune (Wells & Schofield, 1996;
Steidler er al., 1998). Ademas, 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 (inmunizaci6n, por ejemplo). En
1996 de Ruyter y colaboradores desarrollaron un sistema de expresion 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).
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Fig. 9. Sistema de expresién 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 P, por la adiciéon 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 unicamente 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 intereucina-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 IL-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 [L-12 es
inhibida por las interleucinas IL-4 e [L-10. Las actividades bioldgicas de la IL-12 incluyen
el aumento de CTL, activacion y generacion de células NK por linfocinas, aumento de

citotoxicidad y proliferacion celular de NK, proliferacion de linfocitos T, induccidn de la
- produccion de INF-y por células NK y linfositos T e inhibicidn de la sintesis de IgE por IL-
4 estimulada por linfocitos via mecanismos dependientes € independientes de INF-y (Gately
et al., 1992; Kiniwa et al., 1992; Scott, 1993). Sin embargo, el efecto estimulador de [L-12
en el desarrollo de Thl es antagonizada por [L-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 lumoral (Metzger et al., 1996, 1997).

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

intranasalmente (i.r2) en funcién, 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 IgG2a e IgG3 son consistentes con la
habilidad de [L-12 para inducir INF-y, el cual es un potente factor de encendido tanto para
la respuesta [gG2a e [gG3. Los anticuerpos murinos del isotipo IgG2a son corocidos por
ser eficientes la opsonizacién y complemento de fijacion, mecanismos claves para
aumentar la inmunidad humoral. La IL-12 puede ser por lo tanto administrada i.n. de una
manera no invasiva para influenciar la respuesta inmune humoral de una manera similar a

la administracion perenteral y servir como un adyuvante efectivo y seguro en el desarrollo
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
priacipales tumores en la mujer, y contribuye a un alto numero de defunciones a escala
mundial. Segln estadisticas de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), anualmente se
registran al menos 450,000 casos de los cuales cerca del 45% fallece. Micntras en paises
desarrollados la incidencia y la mortalidad debidas a este padecimiento han decrecido de
manera significativa en este sigla, en los paises pobresa o en vias de desarrollo no se ha
observado esta descendencia y, en particular, los paises de América Latina se han
caracterizado por potificar las mayores tasas de incidencia en todo el orbe. Tan solo en
México, esta ha sido la neoplasia mds frecuente en la poblacion femenina eu la dltima
década y ocupa el primer lugar de muertes por cinceres en la mujer. Por lo tanlo es de gran
prioridad que se tomen nmuevas medidas para prevenir la infeccion o modular la enfermedad.
Asi pues, ¢l objetivo de esta tesis es; “Desarrollar una vacuna probidtica cou la bacterta

grado alimenticio Y no patogena Laciococcus lactis para combatir el CaCu”.
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2.1 Produccién 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 humanv
tipo 16 (VPH-16), una de las principales oncoproteinas virales implicadas en el
desarrollo del cincer cérvico-uterine (CaCu) en la bacteria lictica y grado alimenticio
Lactococcus lactis. Dicha expresién se llevo a cabo bajo un sistema inducible y la
produccién de E7 se dirigio em dos localizaciones diferentes: en citoplasma (forma
intracelular) y en medio de cultive (forma de secrecién). Los resultados abtenidos
muestran que la cantidad de E7 producida es ¢res veces mayor en la forma de
secrecion que en la intracelular. Adem4s, en caltivos procesados en fase estacionaria,
Ia cantidad de E7 en citoplasma se ve dristicamente reducida, mientras que la
secretada incrementa. Esto sugiere una proteolisis intracelular dependiente de la fase
de crecimiente y en la cual, de acacrdo a los resuitados abtenidos no estin
involucradas la proteasa ClpP pi la chaperona DnaK. Este estudio proporciona
nnevas herramientas para la produccion del antigeno E7 in vive, Ademds este trabajo
puede servir como base para el desarrollo de muevos sistemas de monitoreo de

proteinas virales econdmicos y, para el desarrollo de una nueva vacuna oral y/o nasal
contra el CaCu.
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2.2 INTRODUCCION

La infeccidn con el virus del papiloma humano, especiaimente ¢l tipo 16 (VPH-16) es &l
principal factor para el desarrollo del céncer cérvico-uterine (CeCu) (zur Hausen, 1991).
Ademds, se ha demostrado que los genes E6 y E7 son constitutivamente expresados en
carcinomas cervicales y que, son requeridos para el proceso de transformacion, razén por la
cual representan blancos potenciales para el desarrollo de una vacuna contra el CaCu
(Smotkin & Wettstein, 1986, Baker ef al., 1987). La proteina E7 es capaz de interactuar con
varios componentes celulares, tales como el ancagen ras activado, la proteina supresora de
tumor retinoblastoma (pRB), los inhibidores ciclina/CDk p21 y p27 y las ciclinas A y E,
causando una desregulacion del ciclo celular, y conduciendo asi, al proceso de
transformacion (Storey et al., 1988; Dyson et al., 1989; Tanaka et al., 1989; Zerfass et al,
1995; Mclntyre et al., 1996, Zerfass-Thome et al., 1996, Jones et al., 1997).

E7 es una fosfoproteina nuclear de 98 aminodcidos sin actividad enzimatica
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 degradacidon implica la via ubiquitin-
proteosoma (Reinstein er al., 2000),

La produccion de la proteina E7 se¢ ha desarrollado tanto en sistemas eucariotes
como en procariotes. En células de mamiferos transformedas, la expresién del gene E7
generalmente resulta solo en la deteccién del ARN mensajero (Bedell ez al., 1987, Kanda et
al., 1988) lo cual sugiere que la proteina puede ser degradada después de la traduccién. En
levaduras, la produccidn de E7 nativa ha sido repartada tanto en una forma fosforilada, de
localizacién nuclear y bioldgicamente activa en Schizosaccharomyces pombe (Tommasino
et al., 1990) asi como de forma secretada en Saccharomyces cerevisiae (Carter et al.,
1991). En procariotes, la produceién de E7 fue primero reportada en Escherichia cali
fusionada a otras proteinas (Seedorf et al,, 1987, Sato et al., 1989, Barbosa et al., 1989) y
posteriormente en su forma nativa (Imai e al, 1991; Pahel et al., 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 countra ¢l
VPH-16. Asi, Lodoflo y colaboradores (1996) atenuaron una cepa de la basteria Gram
negativa Salmonella typhimurium para producir epitopes de E7 y, Jabbar et al. (2000),
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desarrollaron una cepa recombinante 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 de esta cepas como un simple componente
para el desarrollo de una vacuna. Asi también, Pozz et al. (1992), wtilizaron Ia bacteria
Gram positive Streptococcus gordonil, un organismo “catalogada generalmente como
seguro” (GRAS) para presentar la proteina E7 en la superficie celular en fusidn 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, 3. gordonii es considerado una bacteria comensal y no grado alimenticio. En
algunos casos, para evitar inmunotoleracia es preferible una presentacion transitoria del
antigeno al sistemna inmune por 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 purificacidén y/o para propdsitas de inmunizacion usando bacterias grada
alimenticio. En este contexto, es pecesario el desarrolio de nuevas estrategias pars la
produccidn de la proteina E7 nativa.

La bacteria lactica (BL) Lactococcus lactis, ha sido extensamente estudiada y
" manipulada para la produccién de proteinas heterblogas (Amau et al., 1997; Savijoki et al.,
1997; Le Loir er al., 1998; Steidler er al., 1998; de Vaos, 1999; Langella & Le Loir, 1999;
Gaeng et al., 2000; Geoffroy et al., 2000; Enouf et al., 2001; Chatel et al., 2001). El uso de
L. lactis para producir y secretar proteinas presenta varias ventajas comparado a las
baclerias normalmente usadas para este fin (por ejemplo: E. coli y cepas atenuadas de
Salmonella y Mycobacterium): i) L. lactis €3 un organismo ho patdgeno ampliamente usado
en la industria alimenticia, asi, al ser una bacteria de ingesta rutinaria, no representa peligro
alguno al usarse como vector para expresion de antigenos en humanos, ii) L. lactiy permite
rutas de vacunacion (vaginal, nasal u oral) que hacen a este modelo de ficil administracién
y de bajos costos de produccian, y iii) L. lactis s un organismo no comensal y su paso par
<l tracto digestivo es transi8orio; lo cual representa una ventaja para evitar cualquier tipo de
respuesta de tolerancia al antigeno expresado.
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En este trabajo escogimos el sistema NICE (Expresién Controlada por Nisina, de
Ruyter et al., 1996, Kuipers ef al., 1998) para la expresién inducible del gene £7 en L.
lactis. Dado que la inmunogenicidad de una proteina expresads en una bacteriz puede
depender de su localizaci6n, analizamos la produccién de E7 tanto en citoplasma como en
el medio de cultivo. La localizacion extracelular permite um contacto directo entre el
antigeno y le superficie (mucosas, por ejemplo). Los resultados obtenidos muestraa que la
oncoproteina E7 del VPH-16 puede ser producida en su forma nativa bajo condiciones
estrictas de crecimiento cuando es expresada en el citoplasma de L. lactis, ya que en fase
estacionaria suffe protealisis 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

2.2.1 Cepas, plismidos, medioy de cultivo y antibibticos. Las cepas y plismidos
utilizados en este trabajo son listados en la Tabla 1. Lactococcus lactis fuc crecido en
medio M17 (DIFCO, Terzaghi & Sandine, 1975) suplementado ¢con 1% de glucosa (GM17)
o infusién cerebro corazén (BHI, DIFCQ) a 30°C sin agitacion. Escherichia coli se crecié
en medio Luria-Bertani (LB, Sambrook et al, 1989) a 37°C con agitacién vigorosa. Los
pldsmidos fueron mantenidos por la adicion de los siguientes antibiéticos (cuncentracién en
microgramos por mililitro, pg/mL): para L /lactis, cloranfenicol (10), y para E. coli,
ampicilina (100) o cloranfenical (10).
2.22 Mauipulaciones del ADN, Para ¢l aislamiento de ADN plasmidico de E. coli se uso
¢l método de Birnboim & Doly (1979) y el descrito por Langelia et al. (1993) para L. Jactis
con las siguientes modificaciones: se centrifugaron 2 mL de un cultivo de toda la noche por
5 min., 14000 r.p.m., 4°C, se descarté el sobrenadante y se adicionaron 200 pL de buffer
TES-Lys (25% Sacarosa, | mM EDTA, 50mM Tris-HCl pH 8.0; 10 mg/mL Lisozima).
Una vez resuspendido muy bien el boton se incubd la muestra por 30 min. a 37°C.
Pasteriormente se adicionaron 200 pL de solucién lisis (0.2 M NaOH, 1% SDS) y después
de mezclar ligeramente, se adicionaron 200 pl. de acetata de sodio 3 M (pH 4.8). Se
" mezclo bien por vértex y se centrifugé 15 min. & 14,000 r.p.m., 4°C. Se recuperd el
sobrenadante en un tubo de microcentrifuga nuevo y se adiciond 1 volumen de PCI
(Fenol:Cloroformo: Alcohol-[soamilico, 25:24:1), se dio vértex y se centrifugé por 15 min.
a 14000 r.p.m., 4 C. Se pasé inmediatamente el sobrenadaate 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 absoluto, se mezclé muy bien por vortex y se
centrifugd 15 min. a 14,000 r.pam., 4°C. S¢ descartd el sobrenadante y se lavd el botdn
(ADN) con 1 mL de etanol 70%, se secd a temperatura ambiente y se resuspendio en 20 L
de buffer TE (50 mM Tris-HCl, 5 mM EDTA pH 7.5, 20 pg/mL RNasa).
223 Enximas, Todas las enzimas de restriccion (New England) y modificacion,
(Stratagene y MBI Fermentas) fueron utilizadas de acuerdo 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).

41



Capitulo 2 Produccién de E7 en L. lactis

Tabla 1: Cepas y plismidos usados.

Cepa Genotipo Referencia
E coli TG1 SupF, hsd, A3, thi, AflacproAB), F'(traD36 proAB-lacZAMI135) Gibson, 1984.
L lactis MG1363 | Cepa silvestre. Sin plismidos Gasson, 1983.
i Frees & Ingmer,
L lactis MG1363 | #Ery’, gene cipP interrumpido por recombinacion simple. Sin plasmidos
cipP 1999,
L lactis MG1363 | Ery, gene DraK imerrumpido por recombinacién simple. Sin plismidos Kach et al,, 1998.
L. lactis NZ900G MG1363 (genes misRK en cromosoma). Sin pldsmidos Kuiﬁ ;t al.,
L lactis NZ9000 Strep', Rif, Ery’, Transconjugante MG1363 portando los genes nisRK y el Este trabajo
clpP gene cipP interrumpido. Sin plésmidos
L. lactis NZ9000 Swep’, Riff, Ery’, Transconjuganie MG1363 portando los genes misRK y el Este o
dnak gene Dnak internmmpido. Sin plasmidos
Plasmidos Replicon Caracteristicas del plismido y cassettes Referencia
pBS-SK-TI+ ColEL Ap' Suatagene
pGEM-T ColEL Ap Promega
pGEM:E7 CalEl 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 control del| | Ribeiro @
promotor P,y
PSEC:Nuc pWvo1 | Cm’ cassctte de expresion del precursor SPygusNue bajo el) 1 Ribeiro ®
. control del promotor P,
pCYTE7 pWVOL Cr'; cassette de expresidn de la proteina E7 nativa bajo el Estc trabajo
control del promotor Py
PSEC:E? pwWv(01 | Cm'; cassette de expresiém del precursor SPugssE7 bajo el Estz trabajo
control del promotor P,

“Genes de resistencia a: Ery’, eritromicina; Strep, estreptomicina; Rif', rifampicina; Ap’, ampicilina; Cm", cloranfenicol.
. URLGA, INRA, Domaine de Vilvert, 78352 Jouy en Josas Cedex, Francia.

Para la migracion y analisis del ADN, se usaron geles de agarosa 1% TBE-BET (45 mM
Tris-Borato, 1 mM EDTA, 0.2 pg/mEL 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 Smartl.adder de Eurogenetec.

2.2.4 Amplificacion por PCR del gene E7 y fusion del terminador transcripeional trpA.
Las reacciones de PCR fueron hechas en un aparato Perkin-Elmer Cetus (Norwatk, Conn.)

42




Capitulo 2 Produccion de E7 en L. lactis

usando una Vent ADN Polimerasa (Promega) de acuerdo a las especificaciones del
proveedor. Para la amplificacion del gene E7 se usaron los siguientes oligonucleétidos
(oligos), E7VPH1 (5-GATGCATCACAACATGGAGATACACCTACATTIGCAT-3")
para la cadena codificante y E7VPH2 (5-GGAGCTGTTATGGTTTCTGAGAACAGAT
GG-3") para la complementaria. Como templado para el PCR se utilizo el pldsmido
pCDNA3-E7 (gentilmente donado por V Bermudez, 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 fusioné un terminador
transcripcional (frpA4) al extremo 3' del gene E7 por la insercion de un fragmento Sall/4pal
aislado del plasmido pGEM:E7 en el vector pVEB001 (Poquet, et al., 1998). Este pldsmido
final (pBS:E7:TrpA) fue usado para las siguientes 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 el cassette E7:trp4 del vector pBS:E7:TrpA con las
enzimas EcoRV/Nsil y se cloné en los vectores pCYT:Nue y pSEC:Nuc (Tabla 1) digeridos
con las mismas enzimas resultando en pCYT:ET y pSEC:E7.

2.2.6 Caracterizaciéon. Todas las construcciones y fusiones a mivel de ADN, fueron
_ caracterizadas primero por enzimas de restriccién y posteriormente por secuenciacion 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 utilizé la técnica previamente descrita por Sambrook et al.
(1989). Para L. lactis se siguid el protocolo de Holo & Ness (1995) con algunas
modificaciones. Primero se prepararon c€lulas electrocompetentes segun se describe a
continuacién: se reactivé la cepa NZ9000 de L. /actis (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
agitacion, y se tomaron 4 mL de este cultivo para inocular 200 mL del mismo medio. Se
incub6 a 30°C sin agitacién hasta que el cultivo alcanzé una densidad dpticagee (DO)Y= 0.5-
0.8. Se pas6 inmediatamente a hielo y se incubd 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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Sacarosa, 10% Glicerol). Se realizd un tercer lavado, solo que ahora con 20 mL del buffer.
El botén obtenido de este idliimo lavado se resuspendid en 1 mL de PEG 3000
(Polyethylen-Glycol 3000) y 10% Glicerol y finalmente se hicieron alicuotas de 100 pL en
tubos de 1.5 mL congelando inmediatamente en nitrégeno liquido y almacenando a -80°C.
Para la transformacién se mezclaron 100 ul de células electrocompetentes con 1 ul.
de ADN plasmidico (10 gl en el caso de los productos resultantes de las ligaciones), se
transfirieron a cuvetas de electroporacion (2 mm) previamente enfriadas y se expusieron a
un pulso eléctrico (Gene-Pulser, BIORAD Laboratories), 25uF. 2000}, 2.4kV,
Inmediatamente después de la descarga eléctrica, se adicionaron 900 uL de medio GM17§
(GM17, 0.5 M Sacarosa) y se incubd por 1 hr. para expresion. Finalmente se tomo la
mezcla para sembrar en placas GM17A (GM17, 1% agar), mds cl antibidtico segin el caso.
Se seleccionaron las colonias transformantes después de 48 hrs. de incubacion a 30°C.
2.2.8 Extracciéu de proteinas. Debido a la fragilidad de E7, se desarrollo un protocolo
{modificacion de Le Loir er al., 1998) para la extraccién de proteinas de L. lactis,
incluyende inhibidores de proteasas y procedimientos suaves de precipitacion. Los
extractos proteicos fueron preparados a part;r de 2 mL de cultives inducidos. El boton
celular y sobrenadante fueron procesados por separada. Primero se centrifugo par 5 min. 2
mL de cultivo a 14000 r.p.m. 4°C. Después se filtro el sobrenadante (0.22 pm MILLEX-
GV, Millipore) y se separaron | .4 mL en un vial nuevo, se adiciond 100 pL de icido
tricoloacético (TCA) 100%, | mM PMSF (Phenyl-Methyl-Sulfonyl-Fluoride) y 10 mM
DTT (Dithiothreitol), y se incubo 10 min. en hislo. Se centrifugo 10 min. a 14000 rp.m.,
4°C, se retiro el sobrenadante y se resuspendid el botdn en ¥ volumen de 50 mM NaOH y
Y4 volumen de DTT-LB (50 mM Tris-HC] pH 6.8, 100 mM DTT, 2% SDS, 0.1% Azul de
Bromofenol, 10% Glicerol) segin la DO. Para la fraccién celular, €l pellet obtenido de la
centrifugacion de los 2 mL de cultiva se resuspendié en 2/6 (segin 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 fraccidn celular) fueron incubadas 3 min. a
98°C antes de ser analizadas en gel de poliacrilamida.
2.2.9 Wesatern Blot. Las proteinas fueron separadas por SDS-Page 12% (Laemmli, 1970).
Después de la migracion el gel se incubg 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% Metanol) y a continuacion se
transfirié por espacio de 1 hr. a una membrana de PVDF (WVEN, Life Science Products)
previamente lavada con metanol absoluto y agua destilada. Una vez transferidas las
proteinas a la membrana, se incubd 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 lavd una vez con
TBS-T y se incubd 1 hr. con el primer anticuerpo (anti-E7: HPV-16-E7, TVG710Y, EDI17,
N-21 6 C-20, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) usando TBS-T (2% leche en polvo) para su
dilucion. 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
' revelé la membrana con el Kit ECL (Enbanced ChemiLuminescence, DuPoat 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
propositos de fusion.

El producto de PCR obtenido a partir del plasmido pCDNA3-E7 (Fig. la), se
subcloné 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)
12 8 & e
5000 pb —— pCDNA3-E7
E7 —»
190 pb
300 pb —— 313 pb .

122 pb

Fig. 1. Amplificacion y caracterizacién del gene E7. a) Vector pPCDNA3-E7 y producto de PCR
de E7; carril 1, marcador de peso molecular 1 kb; carril 2, pCDNA3-E7 linearizado con EcoRI;
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 clono en el vector pVE8001
(pBS:E7:TrpA, Fig. 2), en el cual el gene queda fusionado a un terminador transcripcional
trpA (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).

TTRHEEIRY

Fig. 2. Plasmido pBS:E7:TrpA.
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2.3.2 Construccion de cassettes para la expresion de E7 en L. lacfis. 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 ¢l sitio de union al ribosoma (RBS) y el péptido sefial (SP) de la usp45 (SPuspss),
un gene que codifica para Ia Usp45, la principal proteina secretada por L. Jactis (van
Asseidonk et al., 1990). En pCYT:E7 no existe el fragmento que codifica para el SPygps.

A Plasmido/Localizacién
P -
pCYT:E7/intracelular

RBS yspss rpA

Prisa
SP
JL..@’”‘?_?L pSEC:ET/secrecion
RBS yepe5

Fig. 4. Cassettes de expresion para la produccién de E7 en L. lactis. Disefios esquematicos de
las fusiones génicas de E7 bajo el control del promotor P+ colocadas en los pldsmidos indicados.
Simbolas: p , promotor lactococal inducible por nisina (Pyc4); B » sitio de unién al ribosoma del
gene usp4S; gl - resion codificante para E7; , pépiido sefial del gene uspds; | ,
terminador transcripcional.

En ambas construcciones, la expresion de E7 esta controlada por el promotor inducible P
(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 nisK 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 analiz la capacidad de L. lactis para producir la
proteina E7 en dos localizaciones celulares diferentes (intracelular y medio de cultivo).
Para dicho anilisis 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:E7 utilizando anticuerpos anti-E7 revela una clara banda en la fraccion celular del
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a) b)

Fig. 5. Transformacién de la cepa NZ9000 de L. lactis. Se transform6 por electroporacion la cepa
NZ9000 de L. lactis con los diferentes plasmidos construidos y se plaqueé en GMI17A (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.

tamario esperado para la E7 nativa (19 kDa, Pahel ef al., 1993), mientras que no se detecta
sefial 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 SPyjspas-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 (ODgg> 1)
revela una marcada diferencia en la produccion de E7: la cantidad de E7 de forma
citoplasmatica disminuye visiblemente, mientras que la forma de secrecion 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.

50



Capitulo 2 Produccion de E7 en L. lactis

a) Fase exponencial
NZCYT:E7 NZSEC:E7
= - . -
C §Cs &~ 8
i} < preE7
20 kDa - E7 - . E7
b) Fase estacionaria
NZCYT:E7 NZSEC:E7
c s c S
preE7

g «— E7 - < E7

Fig. 6. Produccion de E7 en L. lactis. Se analiz6 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, prel:7. a) Fase exponencial: Cultivos no-inducidos (-) e 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 el 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 degradacion 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 citoplasmética en L. lactis (Frees & Ingmer, 1999). Para determinar si
ClpP esta involucrado en la degradacion de E7, introdujimos los plasmidos pCYT:E7 y
pSEC:E7 en una cepa NZ9000 de L. lactis con una mutacion en el gene clpP (NZ9000
clpP, Bermudez-Humaran ef al., 2002). La figura 7 muestra los analisis 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 AP c SinerBiiiosh
20 kDa — : le— PreE7
-
- e | a7

b) Fase estacionaria

clpPIpCYT:E7 clpPIpSEC:E7

c S c S

20 kDa — ; : ¢— PreE7
22 [ E7
-_ ” «— E7

Fig. 7. ClpP no esta involucrada en la degradacién 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
produccién 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 cipP tomadas en fase estacionaria. C, fraccién celular: S,

sobrenadante. Las posiciones y tamafios del marcador de peso molecular son mostrados a la
1zquierda.

extraccion de proteinas se hicieron tal y como se describi6é 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 presentaciéon 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
produccién de E7 en la cepa wt y en una cepa dnaK mutante (Bermidez-Humarén er al.,
2002). Analisis 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

Cc S C S

pra— E7
20 kDa — — s R
- S ' | «— E7

Fig. 8. DnaK no esta involucrada 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. Analisis por inmunorevelacion muestran que la cepa mutante de L.
lactis para la chaperona DnaK no previenen o al menos disminuyen la degradacion de E7 en el
citoplasma. C, fraccion celular; S, sobrenadante. Las posiciones y tamaiios del marcador de peso
molecular son mostrados a la izquierda.
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2.4 PISCUSION

24.1 Produccion de E7 en L. Joctis. Lactococcus lactis es una bacteria Gram positiva
grado alimenticio, no comensal y no mvasiva que no produce exoproteinas detectables
(cepa libre de plismidos, que noc secreta proteasas), por lo tanto un tuen candidato para la
secrecion de proteinas heterdlogas para diferentes aplicaciones: desde producciin en
fermentador de proteinas de alto valar comercial hasta el uso de este arganismo come un
vectar para el desarralla de vacunas vivas. En ese contextn desarrollamos y estandarizamns
un sisterna para la produccion v localizacion de la oncoproteina E7 del YPH-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 adquicra su actividad nativa (ya sea un antigeno o una enzima).
Algunos trabajos se han enfocado en [a proteolisis en la superficie celular de L lactis
(Poquet et al.,, 2000). En este trabgjo demostramos que la proteina E7 del VPH-16 (una
proteina extremadamente 1&bil) se puede producir de una manera eficiente en L lactis en
una forma de secrecién y, bajo condiciones estrictas de crecimiento cefular en una forma
citoplasmatica.. Ademas, observames una mayor produccidn (de forma reproducible) de la
proteina secretada que la de citoplasma. Este efecto ha sido observado anteriormente en la

. produccidn de diferentes proteinas heterdlogas en L. lactis, tales como la nucleasa
Staphytococcal (Nuc, Langeila & Le Loir, 1999), et antigeno immumodominante L7/L12 de
Brucetla abortus (Ribeiro et al, 2002), la P-lactoglobulina bovina (BLG, Chatel ef af.,
2001} o la proteina no estructural NSP4 del rotavirus bovino (Enouf et al., 2001). Asi,en L.
lactis la secrecidn parece ser 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 dltimo ]a eficiencia de secrecién de la E7 nativa
abservada eun este tmbagjo es alta, ~95% lo cual es prometedor para la produccion y
purificacién a grandes escalas de esta proteina, ya que a la fecha solo una proteina

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

2.4.2 La estabilidad de E7 en el atoplasma 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 la forma citoplasmatica, analizamos su produccion en fase de
crecimiento celular estacionaria. 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 intracelular. Para tratar de estabilizar la produccion de E7,
tratamos de expresar esta proteina en dos cepas mutantes de L. Jactis (ClpP y DnaK); sin
embargq, anélisis por Westcrn blot mostraron que no hay diferencia entre estas cepas y la
wt de L. lactis. Estos resultados sugieren que la degradacién de E7 es independiente del
complejo ClpP y la chaperona Dnakl

2.4.3 Secrecién de E7 nativa y perspectivas. Dado que el uso de péptidos sintéticos no
puede sustituir a la proteina completa. El sistema desarrollado en este estudio para producic
la oncoproteina E7 del VPH-16 e¢s interesante para el desarrollo de una nueva vacuna
terapeéutica contra el CaCu. Se ha demostrado que la presentacién de epitopes de E7 a
anticuerpos 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
purificacidu y posteriores estudios fisicos y quimicos de esta proteina, ya que L. lactis
secreta pocas proteinas y ninguna proteasa. Puesto que es necesario el desarrollo de nuevos
vectores bacterianos seguros para la expresién de antigenos in vivo, nuestro sistema de
_produccion de E7 puede tener interesantes splicaciones 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 14bil, trabajos
posteriores podrian usar esta proteina para estudios de proteolisis en L. lactis.
Recientemente hemos comenzado a aplicar el sistema aqui reportado para analizar otras
cepas mutantes (hird de L. lactis por ejemplo, Poquet er al., 2000) para un mejor
entendimienta de la relacién entre la secrecién heter§loga y la proteolisis en L. lactis.
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3.1 Estabilizacion en la produccién de E7 en Lactococcus lactis

RESUMEN

Eu el capitulo anterior demostramos que la proteina E7 del VPH-16 puede ser
producida en Lactococcus lactis, sin embargo la forma de citoplasma es muy imestable
y ¢s degradada en fase estacionaria por wna protessa diferente a ClpP. En este
capitulo describiremos como la produccion de la proteina E7 puede ser estabilizada e
incluso mejorada por medio de uns fusion s unas proteina sltamente estable, Ia
nucleasa Staphylococcal (Nuc) a su extremos amino (N-) o carbaoxilo (C-). Asi también
gse probo un propéptida simtético (LEISSTCDA) el cual esta reportado para aumentar
la eficiencia de secrecidu de proteina heterdlogas en L. lactis. Nuestros resultados
sugieren que l2 fusién de una proteina estable coma Nuc y de ua propéptide simtético
a la proteina E7 tienen efectos positivos en su estabilidad cm L. lactis. Curiosamente 1a
cficiencia de secrecion de E7 observada en el capitulo anterior (~95%) en vez de verse
mejorada disminuyé de forma dristica, no asi la de la proteina hibrida Nuc-E7, la
cual se mejord em un 10% (5% versas 15%). Este trabajo representa ua atil sistema
para la expresidn y estabilizacion de otras proteinas frigiles de interés médico (como
. E7)en L. lactis.
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3.2 INTRODUCCION

Las bacterias lacticas (BL) son un diverso grupo de bacterias usadas en la industria
alimenticia desde tiempos inmemorsbles que incluye miembros de los géneros
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus. En los Gltimos
afios muchos laboratorios se han enfocado en la produccion de proteinas heterdlogas en
estos organismas GRAS (generalmente seguros) para fines comerciales (Robinson et al.,
1997; Langella & Le Loir, 1999; Drouault ez ai., 2000; Gaeng et al., 2000; Steidler et al.,
2000; Chatel et al, 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 herramientas
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
patdgena y no colonizante que representa un buen organmismo para la produccion de
proteinas heterdlogas. Una de las propiedades que hace a L. lactiy un buen candidato para
producir proteinas es que, esta bacteria es amp_liamcnte utilizada en la industria alimenticia
(especialmente en productos ldcteos), caracteristica que puede ser explotada para producir
enzimas, metabolitos y antigenos de interés médico en productos como yogurt, quesos, etc.
. Ademas algunos laboratorios han comenzado recientemente a usar a L. lactis como una
vacuna viva (para revision consultar Mielcarek et al., 2001). Finalmente L. lac#s 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 propésito se han desarrollado varias estrategias usando
sistemas de expresién génica inducibles y constitutives (van Raoijen, 1992; Wells et a/,
1993; van Asseldonk, 1994). En 1996 de Ruyter y colaboradores desarrollaron el sistema
NICE (ver capitulo 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 (Paxi). Nosotros eclegimos este sistema para expresar la
oncoproteina E7 del virus del papiloma humanc tipo 16 (VPH-16, capitulo 2). Los
resultados obtenidos mostraron que la E7 es una proteina muy labil que se degrada en <l
citoplasma de L. lactis y que la proteasa ClpP y la chaperona DnaK no estan iovolucradas
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en dicha degradacién. Por lo tanta creemos 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 Staphylococcal (Nuc) en L. lactis
como proteina reportera, la cual es de gran ayuda, ya que facilita detectar la localizacién de
la proteina de iaterés (citoplasma, anclada o secretada, Piard ¢f gl., 1997; Le Loir e 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 fragiles (Ribeiro et
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 la E7 de proteolisis en L. lactis. Ademds, para mejorar la
produccion de E7 en L. lactis, se analizaron y modificaron una serie de parimetros como: i)
cinética en funcién a la cantidad de nisina usada para una buena induccidn 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
produccién 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 observo que la produccion deproteinas
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 fusion a una proteina altamente estable (Nuc) y puede servir como base para la
produccién y estabilizacién de otras proteinas frigiles en L. lacss,



Capitulo 3 Estabilizacién de E7 en L. lactis

3.3 MATERIAL Y METODOS

3.3.1 Cepas, plismidos, medios de cultivo y antibiéticas. Las cepas y plasmidos
utilizados en este trabajo sou listados en la Tabla 1. Lactococcus lactis fue crecido en
medio GM17 6 BHI a 30°C sin agitacion. Escherichia coli se crecid en medio LB 37°C con
agitacion vigorosa. Los pldsmidos fueron mantenidos por la adicion de los siguientes

antibidticos (concentracion en microgramos por mililiro, pg/ml): para L. lactis,

cloranfenicol (10), y para E. coli, ampicilina (100) o cloranfenicol (10).

Tabla 1: Cepas y plasmidos usados.

Cepa Genotipo Referencia
£ coli TG1 supk, hsd, AS, thi, Mlac-pradB), F'(traD36 prodB-lacZAMI5) Gibson, 1984
L. lactis MG 1363 Cepa silvestre, Sin plésmidos Gasson, 1983,
L. lactiy NZ9OO0 MG1363 (genes nisRK en cromosowma). Sin plésmidos K llgggd al.
Plismidos Replicin Caracteristicas del plismido y cassettes Referencia
pBS-E7:TrpA ColEl Ap'; fragmemto de PCR. que codifica para E7 Capitulo 2
. Cn'; cassette de expresidn de Nuc madura bajo el control dai s @
pCYT:Nuc pwWval r P L. Ribeiro
. Cm'; cassette de expresidn del precursor SPysNuc bajo el |
PSECNuc pWYVOL | e oy L. Ribeiro
. Ca’; cassette de expresion de la proweina E7 nativa bajo el
pCYT:E7 pwWVOI 1 del tor P, Capitulo 2
\ Cm"; cassctte de expresidn del precursor SPyzs:E7 baju <l .
ECE7 v st
) pWVOL 1 del P, Capitulo 2
: Cr"; casseite de expresion de la fusion NucE7 bajo el ]
PCYT:Nuc-E7 pWYvol| 1 del Py Este trabajo
‘ Cm"; casseve de expresion del precursor de la Fisida \
EC:
PSECNuc £7 PWVO | SPuypesNUC:E 7 bitjo 8l comtrol del promotor Py Este trabajo
pCR-TOPO CalEl Apf Invitrogen
N Ap', fragmemto de PCR. que coddifica para E7 con sitios Nyil ]
pCRINSILE? ColBl | /o Este trabgjo
. Cm'; casette de expresiin del precursor SPygps:leissue S )
pLEISS:Nue eWVoL | Ll P L. Ribeiro
. Cor'; cassette de exprevida del precursor de la fusidn .
PLEISS:ET PWVOU | SPypsileiss:E7 bajo ol coutrol del promotor Py Este trabajo
. Ca'; cassetie de expresidn del precursor de la fusidn .
PLEISSNucET | pWVOL | gp o leiss:NUG:E7 bajo el ooutrol del promotor P Eiste trabajo
PLEISSE7-Nuc | pwvgl | Cis casetie de axpreaida del precursor de la fusion Este wabajo

SP\ g5 leiss ET-muc bajo el control del promotar P,

*Geues de resistencia « Ap", ampicilim; Co', cloranfenicol.
(). URLGA, INRA, Domaine de Vilvert, 78352 Jouy en Josas Cedex, Francia
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33.2 Manipulaciones del ADN. Para ¢l aislamiento de ADN plasmidico y las
manipulaciones en general del ADN se usaron los métodos descritos en el capitulo anterior.
El PCR (Perkin Elmer Cets apparatus, Norwalk, Corm.) se llevd a cabo con la enzima
Vent ADN Polimerasa (Promega) y las secuencias fueron confirnadas por caracterizacién
con enzimas de restriccion y usando el kir de secuenciacién Dye-terminator (ABI PRISM®
BigDye™ Terminators, Appl. Biosystems).

333 Fusion del propéptido simtético LEISSTCDA a E7. Para obtener la fusion de £7
con un propéptido que aumente la ES en L. lactis (leiss:E7), donde leiss codifica para el
propéptido sintético LEISSTCDA,; se purificd un cassette E7:1rp4 del vector pBS:E7:TrpA
digerido con las enzimas Nsil/EcoRV y se clond en el vector pLEISS:Nuc digerido con
EcoRI-Klenow/Nsil (eliminande la nucleasa) resultando en pLEISS:E7. Este vector se
introdujo en la cepa NZ900Q (ver capitulo 2) resultando en: NZLEISS:E7.

3.3.4 Fusién de la nucleasa Sthapylococcal (Nuc) al extremo N- de E7. Para analizar ¢l
efecto de la fusidn de Nuc al extremo amino (IN-) de la proteina E7 (INuc-E7) tanta en la
forma citoplasmatica coma en la de secrecidn, se purificd un cassette ruc cou sitios Nsil a
ambos extremos del vector pBS:Nsil:nuc (gt';ntilmente donado por S. Nouaille, URLGA,
INRA, Jouy en Josas, Francia) y se clono en los vectores pSEC:E7 y pCYT:E7 digenidos
con Nsil para damos pCYT:Nuc:E7 y pSEC:Nuc:E7 (Tabla 1). Estos plismidos se
establecieran en la cepa NZ9000 y se nombraron: NZCYT:Nuc-E7 y NZSEC:Nuc-E7.
3.3.5 Fusion del propéptido sintético LEISSTCDA a ta proteina hibrida Nuc-E7, Para
analizar el efecta de! propéptido LEISSTCDA fusionado a una proteina hibrida Nuc-E7,
aislamos un casseite suc (tal y como se acaba de describir) y se clond en ¢l vector
pLEISS:E7 digerido con Nsil. El plésmido s¢ nombro pLEISS:Nuc-E7 y se introdujo en la
cepa NZ9000 (NZLEISS:Nuc-E7).

3.3.6 Fusién de la nucleasa al extremo N- § C- de E7. En esta seccion nos enfocamos en
observar el efecto de la nucleasa fusionada al extremo carboxilo (C-) de E7 (E7-Nuc). Par
cuestiones de factibilidad en las clonaciones se eligio la forma LEISS:E7 para comparar la
fusién de Nuc a ambos extremos y se construyeron dos cassettes: SPgy leiss:-nuc-E7 y
SPyugp-leiss: E7-nuc. Para la construccion SPigp-leiss:nuc-£7 se obtuvo el cassette nuc como
se describid anteriormeunte (pBS:Nsilmue digerido con Nsil) y se clond el vector
pLEISS:E7 digerido con |a misma erizima para obtener pLEISS:Nuc-E7. Por otro lado para
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la construccidn del cassette SP,,-leiss:E7-nuc, primero se amplificé ¢l gene E7 por PCR
con un par de oligas diseflados para adicionar sitios Nsil a ambos lados (5' y 3') del gene
E7. La secuencia de 1os oligos usados fue: S'Wul-E7 (5'-GATGCATCACAACATGGAGA
TACACCTACATTGCAT-3") para la cadena complementaria y 3'Nsil-E7 ($'-GGATGCAT
GTGGTTTCTGAGAACAGAT-3") para la complementaris. El producto de PCR fue
clonado en el vector pCR-TOPO, resultando en pCR:Nsil:E7 (Tabla 1). Después se aislé 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 en la cepa
NZ9000: NZLEISS:Nuc-E7 y NZLEISS:E7-Nuc.

3.3.7 Condiciones para la inducciéun con la nisina basiadose en su concentracion. Para
la induccion del promotor nisina, se tomo una dilucion 1:250 de un cultivo ON de la cepa
de interés, se inoculo en medio nuevo y se dejo crecer hasta una DO~ 0.4~0.6, una vez
alcanzada esta densidad se indujo con las siguientes concentraciones de nisina (en
nanogramos por mililitro, ng/mL): ¢, 0.05, 0.1, 1, 5, 10 y 15. Una vez determinada la
concentracién Sptima 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 utilizd el protocolo desarrollado por Le Loir y
colaboradores (1994, medificacion hecha después de Lachica et @, 1971). Primero se
cultivaron toda la noche las cepas de L. lactis manipuladas para producir la proteina de
fusion Nuc-E7 (tanto en la forma citoplasmatica como la de secrecion). Una vez crecidas,
se hizo una dilucién 1:250 en medio de cultivo nuevo, se crecieron hasta una OD=0.5-0.6 y
se indujeron con 10 ng/mL de nisina por 1 hr. Después de la induccion se hicieron
diluciones y se plaquearon los cultivos sobre medio sdlido (BHI en lugar de GM17) mis el
antibiotico requerido y se incubo toda [a noche. Una vez que las colonias estuvieron bien
formadas se vertié una capa de TBD-Agar (0.05 M Tris pH 9.0, 1% NaCl, 0.1 mM CaCly,
0.3% ADN de Esperma de Salmén, 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 Preparacién de muestras proteicas ¢ inmunodeteccion. La extraccion de las
proteinas de los cultivos de los lactococes recombinantes, SDS-Page ¢ inmunorevelacion
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