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La idea de manipular bacterias
para la presentacion de antigenos
heter6logos no es nueva, pero
esta acentuada en la atenuacion
de organismos patégenos como
Salmonella sp. y Mycobaterium
sp., ya que estos microorganis-
mos son invasivos, esta caracte-
ristica puede ser un factor
limitante en ciertos grupos vulne-
rables, como nifios y pacientes inmunosuprimidos.
El uso de bacterias probiéticas recombinantes para
la presentacién de antigenos de interés médico es
una area de investigacion en constante crecimiento;
estos modelos ofrecen mdltiples ventajas, principal-
mente en seguridad. Este trabajo se enfoca en el
uso de la bacteria &cido lactica grado-alimenticio
Lactococcus lactis, cominmente conocida como or-
ganismo GRAS (Generally Regarded As Safe) para
la expresién de la oncoproteina E7 del papilomavirus
humano tipo 16 (HPV-16).

El HPV es el agente causal de las verrugas que
crecen en manos, pies, boca y genitales. La infec-
cién genital por este agente es considerada como la
enfermedad viral de transmision sexual méas comun,
pero lo méas importante de este hecho es que algu-
nos tipos de HPV”s estan involucrados en el desa-
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rrollo de cancer, principalmente en el cancer cervi-
couterino (CaCu). El factor de riesgo mas importan-
te para el desarrollo del CaCu es la infeccién con
algun tipo de los HPV”s catalogados como de alto
riesgo (HPV-16). El CaCu representa un problema
de salud para la humanidad*? porque es el cancer
mas comun después del cancer de mama;?* sin em-
bargo, en México el CaCu ha sido en la Ultima dé-
cada el cancer mas frecuente entre la poblacion fe-
menina.® Debido a esto, es de gran importancia obte-
ner medidas eficaces para la prevencion, el diagndsti-
co oportuno y la terapia contra el HPV y el CaCu.

Actualmente se realizan estudios encaminados a
combatir este patdgeno mediante vacunas, que se-
ran de gran utilidad para el control médico del CaCu.
Se han elaborado diversas estrategias, entre las cua-
les esté el uso de particulas tipo virus (VLP”s) y DNA
desnudo. Con este trabajo pretendemos ampliar las
perspectivas en el tratamiento del CaCu al propo-
ner un nuevo y seguro modelo de expresion de la
proteina E7, que permita inducir inmunidad de tipo
celulary humoral.

Metodologia
Cepas, plasmidos y medios de cultivos. Las cepas

utilizadas en este trabajo fueron: NZ9000y MG1363
de Lactococcus lactis y TG1 de Escherichia coli. L.
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lactis se cultivé en medio M17 (DIFCO), suplemen-
tado con 1% de glucosa (GM17) a 300C sin agita-
cion. E. coli se cultivé en medio LB a 37°C con agi-
tacion vigorosa. Los plasmidos fueron mantenidos
por la adicion de los siguientes antibioticos: para L.
lactis, eritromicina a 5 pg/mly para E. coli ampicilina
a 100 pg/ml o eritromicina a 150ug/ml; cuando
estos antibioticos fueron usados simultaneamente, la
concentracion fue de 75 pg/ml. A menos que se in-
dique lo contrario, todos los plasmidos fueron pri-
mero establecidos en E. coli y después transferidos a
L. lactis por electrotransformacién.® El aislamiento
del DNA plasmidico y las manipulaciones del DNA
en general se hicieron de acuerdo con protocolos
previamente descritos.® Las reacciones de PCR fue-
ron hechas con un aparato Perkin-Elmer Cetus
(Norwalk, Conn.), usando la Vent DNA Polimerasa.
Los productos de PCR fueron confirmados por se-
cuenciacion: «Dye-terminator sequencing», usando
un aparato Perkin EImer Cetus (Norwalk, Conn).

Construccion de plasmidos recombinantes. Para
la expresion de la proteina E7 sobre la superficie de
L. lactis el gen E7 del HPV-16 se cloné en fase de
lectura con dos diferentes sefiales; en el extremo 5~
con la sefial de secrecion de la proteina usp45 de L.
lactis y en su extremo 3~ con un segmento de la pro-
teina M6 de Streptococcus pyogenes, correspondiente
a la sefial de anclaje a membrana, el cual incluye el
motivo LPXTGX.®

Para la amplificacion del gen E7 se disefiaron
los siguientes oligonucleétidos (5’-3°) para dejar en
fase de lectura dicho gen en su extremo 5 con la
usp45 y en el extremo 37 con la sefial de anclaje
CWA:

E7/Sall

(AGTCGACCCATTGCATGGAGATACACCTACATTG)
y E7/EcoRV (CGATATCTCTGGTTTCTGAGA
ACAGATGGGGCA).

Con estos oligos se amplificé por PCR un seg-
mento de 315 pb del plasmido pCDNA3E7. El

programa del termociclador fue (°C/min): un ciclo a
94/4, 35 ciclos de 94/1, 55/1, 72/1 y un ciclo final
de 72/7. El producto de esta reaccion se purificd con
el estuche Gene Clean Il (Promega) y se ligo en el vector
pGEM T (Promega). Este plasmido se nombré pGEMT-
E7 y con él se transformé la cepa IM109 de E. coli.

Clonacion de E7 para su expresion regulada
mediante el uso de un promotor inducible (PnisA).”
El cassette de E7 se liberd con las enzimas Sall y ECORV
del pGEMT-E7, se purificé con el sistema Gene Clean
Il, y se clond en el vector pVES5547 previamente di-
gerido con las mismas enzimas. Este vector contiene
la sefial de secrecién y la de anclaje, entre las que
se fusiond el gen E7.2 De este vector se obtuvo el
cassette usp45-E7-M6 (1200 pb), mediante una di-
gestion con Bglll-Spel y se integr6 en el plasmido
pSEC-E7* digerido con las mismas enzimas. De esta
manera el cassette usp45-E7-M6 quedd bajo la re-
gulacion del promotor (P A). La construccion obte-
nida (pCWA-E7) se introdujo en la cepa NZ9000
para generar NZCWA-E7.

Extraccion de proteinas y Western Blot. La induc-
cion del promotor para la expresion de E7 se realizd
por la adicién de nisina al medio de cultivo a una
concentracion de 10 ng/ml de nisina (SIGMA) por
un periodo de una hora. Los extractos proteicos y
ensayos de Western Blot se realizaron tal y como se
describié anteriormente.*

Ensayo de inmunofluorescencia. De un preindculo
de la cepa NZCWA-E7, creciendo en GM17 con
cloranfenicol, se tomaron 100 pl del cultivo satura-
dos y se inocularon 5 ml de nuevo medio GM17
con cloranfenicol; se dejé en incubacion hasta al-
canzar una DO600 de 0.4 y se realizo la induccidn
con 10 ng/ml de nisina por una hora. Se tomaron 2
ml de este cultivo y se recuperaron las células por
centrifugacién a 5000 rpm / 2 min; la pastilla de
células se resuspendié en 1 ml de una solucion de
PBS con BSA al 3% conteniendo el primer anticuer-
po anti-E7 (ED17, Santa Cruz Biotechnology) a una
dilucién de 1:500, y se incubd toda la noche a tem-
peratura ambiente con agitacion. Al siguiente dia se
centrifugd en iguales condiciones para retirar el an-
ticuerpo y se hicieron cinco lavados con 500 pl de
PBS-Tween 0.05%; posteriormente, las células se in-
cubaron con 100 pl del segundo anticuerpo anti-
IgG de raton conjugado (Alexa-Fluor) (100 ul de
una dilucién 1:50 en PBS-BSA 3% del segundo anti-
cuerpo) y se incubd a temperatura ambiente con
agitacion, toda la noche, en oscuridad. Posterior-
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mente se realizaron tres lavados con PBS-Tween
0.05% vy, finalmente, las células se resuspendieron
en 30 ul de PBS. Con 10 pl de estas células se rea-
liz6 un frotis y se fijo por calentamiento directamente
a la flama de un mechero. Estas preparaciones se
observaron por fluorescencia en un microscopio
confocal. Como control negativo se utilizd la cepa
silvestre de L. lactis (MG1363). Debido a la posibi-
lidad de una reaccion inespecifica, se utilizd tam-
bién un control de la cepa recombinante NZCWA-
E7, sin primer anticuerpo (ED17).

Inmunizacion. Grupos de cinco ratones hembras
C57BL/6J (5-8 semanas de edad) fueron parcial-
mente anestesiados con Xilacina via intramuscular.
Se tomaron 20 pl (1X10° células) de las bacterias de
la cepa NZCWA-E7 resuspendidas en PBS con una
micropipeta y se aplicaron 10 pl en cada nostrilo,
gota a gota. De igual manera se inmunizaron rato-
nes con una cepa de L. lactis que porta el plasmido
pSEC, asi como con la cepa MG1363.

Obtencién de suero. Se obtuvo sangre por via
retroorbital siete dias después de la Gltima inmuniza-
cion y se separo el suero, el cual se almacené a -
20°C hasta ser usado.

Obtencion de células esplécnicas. Siete dias des-
pués de la dltima inmunizacion, los ratones fueron
sacrificados por dislocacion cervical. Bajo condicio-
nes de esterilidad se obtuvo el bazo para separar
las células mononucleares mediante un gradiente de
densidad.

Cultivo de células. Se utilizaron cajas de cultivo
(2 ml), a cada pozo se agregaron 2X10° células.
Los tratamientos aplicados fueron los siguientes: (1)
50 pl de Fitohemaglutinina, (2) 50 pl de agua estéril
y (3) 2 ug de péptido E7 (RAHYNIVTF). Se completd
a un volumen de 2 ml con medio AIM-V y se dej6 24
horas en incubacién a 37°C con una atmosfera de
CO, al 5%.

ELISA. Se tom6 1.5 ml del cultivo celular y se
centrifug6 a 5000 rpm/10 min. El sobrenadante se
transfirié a un tubo nuevo y se almacené a -20°C
hasta ser utilizado. La determinacion de INF-y e IL-2
se realiz6 mediante ELISA, utilizando sistemas espe-
cificos para estas proteinas murinas (R&D Systems).

Resultados y discusion
Expresion de la proteina E7 en la superficie
de Lactococcus lactis

Para analizar la expresion de la proteina E7 ancla-

da a la pared celular de L. lactis (E7-CWA) se reali-
zaron ensayos de Western Blot a partir de extractos
totales de la cepa recombinante (figura 1). En el lado
izquierdo de la figura se observa la especificidad
del anticuerpo al reconocer una proteina E7 produ-
cida en E. coli (control positivo, GST-E7). En los ex-
tractos de L. lactis la reaccion del anticuerpo contra
E7 (figura 1 E7-CWA lado derecho) revel6 tres ban-
das en los extractos celulares: una banda que migra
a 38 kDa aproximadamente y que es el tamafio
esperado para el precursor SPuE7-CWA iy dos
bandas de menor peso, una de las cuales corres-
ponde a la forma E7-CWA . de 32 kDa, que es el
resultado del rompimiento de la SP__, y la otra, que
corresponde a la forma madura E7-CWA de 27 kDa
producto del procesamiento de la CWA . (i.e. rom-
pimiento de CWA . y union covalente entre la E7 y
la pared celular).

Estos resultados muestran que la proteina E7-
CWA es eficientemente producida y procesada en
L. lactis. Puesto que el proposito es el de expresar
esta proteina E7 anclada a la pared celular, se rea-
lizaron ensayos de inmunofluorescencia para deter-
minar su presencia en la superficie de la cepa re-
combinante (figura 2). Como se observa en la figu-
ra, la reaccion con el anticuerpo especifico contra
E7 y visualizado con un segundo anticuerpo conju-
gado a Alexa Fluor, resulté positiva en la cepa re-
combinante de L. lactis (figura 2b), pero result6é ne-
gativa en la cepa control de L. lactis (figura 2a). Este
resultado comprueba que, efectivamente, la protei-
na E7 se encuentra anclada en la superficie de L.
lactis, y en base al niumero de células en el frotis
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Fig. 1. Expresion de la proteina E7 en Lactococcus lactis.
Analisis por Western Blot de extractos celulares de cultivos
inducidos de la cepa recombinante de L. lactis. Se indican las
posiciones del precursor (SPUSp-E7-CWAM6), el producto del
primer rompimiento (E7-CWA, ) y la forma madura de la E7
anclada a la pared de L. lactis (E7-CWA). A la izquierda se
indican las posiciones del marcador de peso molecular.
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versus fluorescentes calculamos que aproximada-
mente un 90% de ellas fueron positivas para la re-
accion.

(a) (b)

Fig. 2. Deteccion de E7 en la superficie de L. lactis por inmu-
nofluorescencia. Micrografias de inmunofluorescencia de las
cepas de L. lactis tratadas con anti-E7 y anti-lgG Alexa Fluor:
(a) cepa silvestre; (b) cepa recombinante expresando E7 en su
superficie. Células fijadas en portaobjetos y visualizadas en
un microscopio confocal Olympus Fluoview IX70.
Magnificacion 100X.

Induccién de una respuesta
inmune humoral

Para determinar la inmunogenicidad de E7 expre-
sado en la superficie de L. lactis, se inmunizaron ra-
tones C57BL/6J a los dias 1, 14 y 28 (cinco ratones
por tratamiento) via intranasal (i.n). A los 35 dias se
obtuvo el suero de los animales inmunizados y se
utilizé en ensayos de Western Blot para determinar si
se habia generado una respuesta inmune humoral.
En este ensayo se uso como antigeno extractos celu-
lares de E. coli que expresan una proteina E7 de
fusidn (GST-E7), y como primer anticuerpo el suero
de los ratones inmunizados, ya sea con la cepa re-
combinante o con la cepa silvestre de L. Lactis. Los
resultados muestran que el suero de los ratones
inmunizados con la cepa silvestre no reacciona con
el antigeno GST-E7 (figura 3A), mientras que el sue-
ro de los ratones inmunizados con la cepa recombi-
nante NZCWA-E7 reaccion6 claramente con los ex-
tractos celulares que contienen la GST-E7 (figura 3B),
reconociendo una proteina de peso molecular simi-
lar a la reconocida por un anticuerpo monoclonal,

comercial contra E7 (figura 3C). Estos resultados
muestran que la proteina E7 del HPV-16 presentada
en la superficie de L. lactis es inmunogénica.
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Fig. 3. Deteccion de anticuerpos anti-E7 por Western Blot en
suero de ratones inmunizados con L. lactis expresando E7 en
su superficie. Extractos de E. coli expresando GST-E7 se re-
solvieron en geles de poliacrilamida-SDS, se transfirieron a
membranas PVDF y se incubaron con los sueros de los rato-
nes inmunizados (+). Como control negativo se usd una cepa
de E. coli que porta solo el plasmido GST (-). Ay B fueron
incubados con el suero de los ratones inmunizados con las
cepas silvestres y la NZCWA-E7, respectivamente. En el pa-
nel C la membrana se hibrid6 con un anti-E7 monoclonal
(Santa Cruz, Biotechnology). Las flechas indican la proteina
GST-E7 o un producto de degradacion de la misma (degGST-
E7). Las posiciones del marcador de peso molecular son indi-
cadas a laizquierda.

Induccion de una respuesta
inmune celular

Con el objetivo de determinar el efecto de la admi-
nistracion i.n. de la cepa NZCWA-E7 sobre la res-
puesta inmune de tipo celular, se monitoreo la in-
duccion de dos importantes citocinas relacionadas
con este tipo de respuesta: INF-y e IL-2. La grafica
de la figura 4 muestra los resultados de la induccidn
de IL-2. No se observé una diferencia significativa
entre la produccion de IL-2 por células de bazo de
ratones inmunizados, ya sea con la cepa control o
con la cepa recombinante que expresa E7 en su super-
ficie.

Respecto a la induccion de INF-y, se observé un
aumento considerable en la produccion de esta
citocina entre los ratones inmunizados con la cepa
control, (NZ9000 portando el vector pSEC)y en los
gue fueron inmunizados con la cepa productora de E7
(figura 5). Esto indica que la cepa recombinante cons-
truida es capaz de inducir la produccion de INF-y cuan-
do es administrada via i.n.

Para determinar el grado de inmunogenicidad
de la oncoproteina E7 expresada en la superficie de
L. lactis y dado que existen reportes de que esta
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Fig. 4. Induccién de IL-2 por Lactococcus lactis expresando
E7 en su superficie. Células de bazo de ratones sin inmunizar
(NI); inmunizados con un L. lactis portando el plasmido pSEC
(NZ9000/pSEC) y con la cepa NZCWA-E7 fueron
reestimuladas in vitro con solucién salina (PBS) o con un
péptido sintético de E7.

12
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8 mN.L/E7
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Fig. 5. Induccién de INF-y por Lactococcus lactis expresando
E7 en su superficie. Células de bazo de ratones sin inmunizar
(NI), inmunizados con un L. lactis portando el plasmido pSEC
(NZ9000/pSEC) y con la cepa NZCWA-E7, fueron
reestimuladas in vitro con solucién salina (PBS) o con un
péptido sintético de E7.

forma es mas inmunogénica que una forma de
citoplasma o de secrecion, se compar6 la induccion
de INF-y (por ser el que mas aumentd en los ensa-
yos anteriores) entre la cepa construida y dos cepas
de L. lactis reportadas anteriormente y que expresan
la oncoproteina E7 en citoplasma y secretada al me-
dio de cultivo.* Los resultados obtenidos (figura 6)
muestran que efectivamente nuestra cepa es ~5 ve-
ces mas inmunogénica que las otras dos.

Este trabajo demuestra el potencial de una bac-
teria 4cido-lactica probidtica para su uso como un
nuevo vector vivo para el desarrollo de una vacuna
terapéutica contra el CaCu. Previamente reportamos

Fig. 6. Induccion de INF-y por Lactococcus lactis expresando
E7 en diferentes localizaciones celulares. Células de bazo de
ratones inmunizados con la cepa L.. lactis portando el plasmido
PSEC(A) y con las diferentes cepas recombinantes expresan-
do E7 en citoplasma (B), secretada (C) y en la pared celular
(D). Se estimularon in vitro con un péptido sintético de E7.

la produccién de E7 en L. lactis4. En dicho trabajo
se encontrd que E7 es extremadamente labil y que
es degradada en el citoplasma de L. lactis. Es inte-
resante advertir que la produccion de E7 puede
rescatarse cuando ésta es fusionada a una proteina
altamente estable a la desnaturalizacion, la nucleasa
Staphylococcal (Nuc). En este trabajo encontramos
que la fusién E7-CWA tiene efectos similares en la
estabilizacion de E7 en L. lactis. Ademas L. lactis pre-
senta la ventaja de que es un microorganismo total-
mente inocuo y no persistente y, por tanto, constituye
un vector seguro para propositos de vacunacion.
Finalmente, las bacterias acido-lacticas pueden ser
administradas a través de las mucosas, lo cual, au-
nado a que pueden ser almacenadas por largos
tiempos, disminuye los costos de produccion y facili-
ta su distribucion, especialmente en paises en vias
de desarrollo, como México.

Resumen

Dado que el virus del papiloma humano tipo 16 (HPV-
16) es la principal causa del cancer cérvicouterino, hay
una gran necesidad de desarrollar una vacuna profi-
lactica y/o terapéutica. La oncoproteina E7 es
constitutivamente producida por neoplasias cervicales
y, por tanto, considerada como un blanco potencial
para dirigir el desarrollo de una vacuna terapéutica
contra el cancer cérvico-uterino. En este trabajo desa-
rrollamos un sistema inducible para expresar la protei-
na E7 del HPV-16 en la superficie de la bacteria
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Lactococus lactis. Los resultados obtenidos muestran que
L. lactis es capaz de presentar E7 en su superficie. Ade-
mas, la administracion intranasal de esta cepa recom-
binante en ratones induce una respuesta inmune espe-
cifica de antigeno. Esta es la primera vez que se repor-
ta el anclaje de la proteina E7 en la superficie de una
bacteria &cido lactica grado-alimenticio. Esto es de gran
interés, ya que representa una nueva via de expresion
de E7 y un avance en el desarrollo futuro de una vacu-
na terapéutica nasal y/o oral contra el CaCu usando
vectores seguros.

Palabras claves: Lactococcus lactis, E7, Cancer, HPV,
Vacunas.

Abstract

Since human papillomavirus type 16 (HPV-16) is the
major cause of cervical cancer (CaCu), there is a
need for the development of prophylactic and/or
therapeutic HPV vaccines against this neoplasia. E7
viral oncoprotein is constitutively produced in cervi-
cal neoplasia and is considered as a suitable target
for the development of therapeutic vaccine against
CaCu. In this work, we developed an inducible system
to anchor the E7 protein at the cell surface of
Lactococcus lactis, a food grade and non invasive
Gram positive bacterium. Our results indicate that L.
lactis is able to display E7 at its cell surface.
Furthermore, after intranasal administration of these
recombinant lactococci, an HPV-16 E7-specific
immune response was induced. This is the first report
of E7 surface anchoring in a food-grade lactic acid
bacterium. This is of particular interest since it is a
new and efficient way to deliver E7 and it represents
one more step towards the development of therapeutic
nasal and/or oral vaccine against CaCu using safe
delivery systems.

Keywords: Lactococcus lactis, E7, Cancer, HPV,
Vaccine.

Referencias

1.

Escanddon-Romero, Benitez-Martinez M.G.,
Navarrete-Espinoza J., Vazquez M., Martinez-
Montefies O.G., Escobedo de la Pefia J.
Epidemiologia del cancer cervicouterino en el
Instituto Mexicano del Seguro Social. Salud Pu-
blica México. (1992) 40, 38-46.
Guzman-Rojas L., Alcocer-Gonzélez J.M., &
Madrid-Marina V. Perspectivas para el desarro-
llo de vacunas e inmunoterapia contra cancer
cervicouterino. Salud Publica México. (1998) 40,
38-46.

Mufoz N., Bosch EX. Cervical cancer and human
papillomavirus: epidemiological evidence and
perspectives for prevention. Salud Publica Méxi-
co. (1997) 39, 274-282.

Bermudez-Humaran L.G., Langella B, Miyoshi
A., Gruss A., Tamez-Reyes R.S., Montes de Oca-
Luna R., Le Loir Y. Production of Human
Papillomavirus Type 16 E7 Protein in Lactococcus
lactis. Applied Environmental Microbiology.
(2002) 68, 917-922.

Sambrook J, Fritsch EF & Maniatis T. (1989).
Molecular cloning: a laboratory manual, 2nd ed.
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, N.Y.

Piard J.C., Jiménez-Diaz R., Ehrlich S.D., Fischetti,
V.A., Gruss A. 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. (1997) 418, 545-550.
de Ruyter PG., Kuipers O.P, de Vos W.M.
Controlled gene expression systems for
Lactococcus lactis with the food-grade inducer
nisin. Applied and Environmental Microbiology.
(1996) 62, 3662-3667.

Dieye Y., Usai S., Clier F, Gruss A., Piard J.C.
Design of a protein targeting system for lactic
acid bacteria. Journal. Bacteriology. (2001) 183,
4157-4166.

[ 44

CIENCIA UANL/ VOL. VI, No. 1, ENERO-MARZO 2003



