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INTRODUCCION
La infeccion con e virus del papiloma humano,
especialmente el tipo 16 (HPV-16) es el principal factorr
para el desarrollo del cancer cérvico-uterino (CaCu) (4).
Dado que €l gene E7 es constitutivamente expresado en
carcinomas cervicales se considera un blanco potencial
parael desarrollo de una vacuna contra esta neoplasia.
En este trabajo se desarroll6 un sstema para dirigir la
produccién de la oncoproteina E7 en tres diferentes
compartimentos (citoplasma, anclada a superficie y de
secrecion) de la bacteria grado aimenticio Lactococcus
lactis.

METODOLOGIA

Se construyeron tres cepas de L. lactis para expresar la
proteina E7 en citoplasma, pared celular y secretada. Las
diferentes fusiones génicas (1,2) se colocaron bgo €l
control del promotor inducible Rjsa. Estas construcciones
fueron establecidas en lacepaNZ9000 delL. Lactis(4). La
produccion de E7 se corrobor6 mediante andlisis de
proteinas aisladas de |as tres localizaciones de interés. Los
extractos se hicieron de cultivosinducidos (1ng/mL nisina)
de las cepas recombinantes. El andlisis de las proteinas se
hizo por SDS-PAGE y Western Blot revelando con
anticuerpo anti-E7.

RESULTADOSY DISCUSION

Se analizé por Western Blot la capacidad de L. lactis para
producir y acumular E7 en las tres localizaciones
mencionadas. En laFig. 1 se presentan |os resultados de la
revelacion con anti-E7 de pared celular (P), citoplasma (C)
y sobrenadante (S) de las cepas productoras de E7. En la
construccion de secrecion (Fig. 1B) calculamos que la
produccion de E7 es 3 veces mayor que la de la forma
citoplasmatica (Fig. 1A), esto debido quiza a que gracias a
gue la proteina entra ala maquinaria de secrecién escapa a
una posible degradacion intracelular. La eficiencia de la
secrecion es de ~95% la cua es alta comparada con la
produccién de otras proteinas heterélogas en L. lactis.
Andlisis de la cepa que expresa la E7 en superficie (Fig.
1C) revelan una proteina de el tamafio esperado pero en €l
citoplasma, lo cual podria ser debido aque a momento de
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Fig. 1. Expresion de E7 en diferentes localizaciones en
Lactococcus lactis. A) Citoplasma. B) Pared Ceular. C).
Sobrenadante.

la extraccion de las proteinas no se separé completamente
la pared del protoplasto. También se detecta una segunda
banda, del tamafio de la E7 nativa que seguramente
corresponde a una degradacion proteolitica. Actualmente
se estén llevando a cabo en nuestro laboratorio ensayos de
inmunofluorescencia para corroborar si realmente la E7 sé
esta presentando en la pared de la bacteria L. lactis
recombinante.

CONCLUSIONES
Este trabajo representa un (til sistema para la produccion
in vitro de la oncoproteina E7. Ademés las cepas
recombinantes aqui reportadas son potenciales candidatos
para el posible desarrollo de una posible vacunaoral contra
el CaCu.
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