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Introduccién En el disefio de vacunas, el uso de adyuvantes
de origen bacteriano representa una prometedora estrategia
para inducir inmunidad local en mucosa. El disefio de genes
de fusién que codifican para proteinas de patdgenos y toxinas
bacterianas capaces de estimular la inmunidad a nivel de
mucosa especifica de antigeno representa una de las mejores
alternativas en el disefio de vacunas, ya que las quimeras
recombinantes pueden ser producidas en un vehiculo
apropiado como una sola proteina en grandes cantidades. La
toxina de colera y la toxina CrylAc de B.t. HD-73 han
demostrado ser potentes adyuvantes en mucosas

(1,2).

En el presente estudio, se presentan resultados sobre la
construccion de genes de fusion entre el gen de la proteina
oncogénica E7 de virus del papiloma humano, HPV16 y los
genes de las toxinas bacterianas: A2B de cOleray latoxinay
los distintos dominios de crylAc de la bacteria
entomopatogéni ca Bacillusthuringiensg(B.t.) HD-73.

Material y Metodos. Se establecieron las condiciones del
PCR y se amplificaron € gen E7 de HPV16, A2B de la toxina
de colera, asi como la toxina (DI-DIII) y los dominios (DI,
DIl, DIl y DI-Il) de B.t. HD-73. Los oligonucleotidos que se
diseflaron para amplificar dichos genes contienen los
siguientes sitios de restriccion: para E7, en 5 Kpnl y en 3’
Sacll; para las toxinas bacterianas y sus dominios, en 5 Sacl|
y en 3'Apal. Este disefio permite la construccion E7-toxinas
bacterianas. Todos los productos de PCR fueron purificados
de geles de agarosa y clonados en el vector pGEMT como
productos de PCR. Se determiné la orientacion 5'-3' dellgen
E7 e indistintamente para |as toxinas bacterianas con Accl en
pGEMT. El gen E7 fue liberado con los sitios Kpnl y Apal y
las toxinas bacterianas con los sitios Sacll y Apal. El gen E7
fue posteriormente sub-clonado en el vector pcDNA3 en los
sitios Kpnl y Apal, y dicho vector (E7-pcDNA3) fue
linearizado con Sacll y Apal para poder llevar a cabo las2.
fusiones. La construccion E7-A2B en pcDNA3 fue
caracterizada con la enzima Accl, e fragmento liberado con
Kpnl y Apal y subclonado nuevamente en el vector de
expresion pPICZA para la levadura Pichia pagoris. Las
construcciones a la toxina de crylAc y sus dominios se llevo
acabo en E7-pcDNA3, aunque también se tuvo la posibilidad

de hacerlo directamente en E7-pPICZA. Las cepas de
Escherichia coli DH5 y Topo 10, fueron usadas para la
transformacion con las distintas construcciones genéticas.
Resultados. Se amplificaron por PCR 7 fragmentos de DNA
con los siguientes tamarios incluyendo los iniciadores: E7:315
pb, A2B:532 pb, DI:780 pb, DII:643 pb, DIII:827 pb, DI-
DI11:1398 pb y DI-DI11:2200 pb. Todos estos productos fueron
clonados en pGEM -T, donde fueron caracterizados con Accl
y liberados con los sitios para las enzimas de restriccion
agregados; Kpnl, Sacll y Apal. Todos los productos liberados
de pGEMT fueron purificados por genclean Ill antes de su
clonacién en pcDNA3. E7 fue clonado con los sitios Kpnl y
Apal en pcDNA3 con direccion 5 y 3’ respectivamente, lo
que permitio la fusion de A2B con Sacll y Apal en 3 de E7.
De igual manera sucedi6 para la toxina y los dominios de
crylAc. E7-A2B en pcDNA3 fue caracterizado con Accl y
liberado el fragmento con Kpnl y Apal, el que fue nuevamente
subclonado en pPICZA con esos mismos sitios. La presencia
del inserto en este plasmido de expresion se confirmo a
liberar el inserto con las mismas enzimas con las que fue
subclonado.

Conclusiones. La estrategia planetada para hacer fusiones de
genes entre antigenos y subunidades de toxinas bacterianas,
puede ser aplicada para desarrollar adyuvantes para otros
patdégenos de mucosas genitales, intestinal es.
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