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1.- RESUMEN.

En el presente trabajo se evaluó la capacidad adyuvante de la secuencia

codificadora de la subunidad B de la toxina del cólera (ctxB), para la producción de

anticuerpos mediada por una vacuna de DNA que contiene la secuencia génica

del gen L1 del virus del papiloma humano tipo 16 (HPV 16), administrada por vía

oral en ratones. Para este fin se clonó la secuencia codificadora de ctxB en el

vector de expresión pcDNA3 para generar el plásmido pctxB, y en el vector que

contiene al gen L1 para generar el plásmido quimérico pctxB/L1. La vacuna de

DNA fue administrada sola o en combinación con pctxB, o bien con la subunidad B

recombinante como control positivo.

Los anticuerpos IgA secretorios e IgG circulantes fueron evaluados en

secreciones cervicales, extractos fecales y suero, respectivamente. Los resultados

mostraron que hubo una potenciación en la producción de anticuerpos

encontrados en extractos fecales y en suero, cuando se inmunizó con el plásmido

quimérico, sin embargo la respuesta mayor fue inducida por la subunidad B

recombinante. El nivel de anticuerpos encontrado en las secreciones cervicales,

producido por el plásmido quimérico fue similar al producido por la toxina

recombinante (no hubo una diferencia significativa).

Los resultados sugieren que la utilización de la secuencia génica de la subunidad

B de la toxina del cólera en una vacuna génica contra L1 Y administrada por vía

oral, puede incrementar significativamente la producción de anticuerpos
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especificas en la mucosa cervical yana-genital. por lo que queda demostrada la

capacidad adyuvante de ctxB. mediante la inmunización con el plásmido quimérico

pctxB/L1.

2
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2. INTRODUCCiÓN.

2.1. Vacunas.

Vacunar: Inocular a un individuo con una cierta sustancia que le confiera

inmunidad contra una enfermedad determinada.

La vacunación contra enfermedades infecciosas data de hace más de 200 años, y

ha demostrado ser una intervención exitosa. Las primeras vacunas, como la

desarrollada por Jenner en 1798, se basaron en el uso de un microorganismo que

en apariencia era igual, o muy parecido, al que causaba la enfermedad pero que

no era capaz de generarla. En el caso de la vacuna contra la viruela, Jenner

utilizó un virus similar al de la viruela humana pero natural de las vacas, que era

incapaz de generar enfermedad en el hombre (Makela, 2000). Comprobó que la

inoculación dérmica con el virus proveniente de las vacas, inducía inmunidad

contra el virus humano cuando se retaba subsecuentemente con éste (Jenner,

1798), lo que marcó el principio de las ciencias de las vacunas y la inmunología

(Bailey y Jenner, 1995).

2.1.1. Vacunas vivas atenuadas.

Este tipo de vacunas consiste en utilizar un agente infeccioso (Vacunas

monovalentes) o varios (vacunas polivalentes) vivo(s) y homólogo(s) al que

produce la enfermedad, pero cuya virulencia haya sido atenuada, de manera que

3
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sin producir ninguna lesión secundaria induzca inmunidad duradera frente al

agente homólogo virulento. El sistema de atenuación más utilizado en la

actualidad, se basa en realizar un gran número de pases o replicaciones del virus

o bacteria virulento en líneas celulares (virus) o medios de cultivo (bacterias), de

tal manera que los microorganismos pierdan virulencia y no produzca algún tipo de

lesión en su hospedero, pero sigan teniendo la capacidad de replicarse o

multiplicarse lo suficiente para que el sistema inmune pueda procesarlo (Sánchez­

Vizcaíno, 2003). El desarrollo de este tipo de vacunas fue, en un comienzo,

completamente empírico, ya sea por su hallazgo en la naturaleza o por su

desarrollo en el laboratorio. Calmet y Guerin desarrollaron en 1909 una bacteria

que lleva sus nombres (BCG) pasando una cepa de Mycobacterium bovis de un

cerdo a otro durante 13 años. Lo que ocurrió durante estos pasajes sucesivos fue

la acumulación de mutaciones (ocurridas al azar) generando en la bacteria un gran

número de cambios. La habilidad de Calmet y Guerin estuvo en seleccionar

aquellas bacterias que habían perdido los factores que hacían que causara

enfermedad en humanos pero conservando, sin embargo. su estructura externa y

su capacidad de multiplicarse (Makela, 2000). Así, al inocularse en humanos, el

sistema inmune se prepara produciendo células B de memoria para una futura

infección, así como células T citotóxicas, pero la enfermedad está ausente porque

la bacteria perdió los componentes que la causaban.

Antipaperas, antisarampión, antirubéola y antivaricela. son vacunas pediátricas de

virus atenuados que se utilizan desde 1960 (Hilleman, 2003).

4
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2.1.2. Vacunas inactivadas.

En el año de 1885, Pasteur demost ró que era posible inactivar a los

microorganismos que causaban las enfermedades y utilizarlos como vacuna, de

aquí se derivaron las "vacunas ínactivadas" . Los métodos de inactivación

utilizados inicialmente consistían en tratamientos térmicos que mataban a los

microorganismos tratando de que se conserven las estructuras externas de los

mismos . Así las vacunas inactivadas están hechas con los mismos

microorganismos que pueden causar la enfermedad pero incapacitados para

mult iplicarse (Makela, 2000). Las vacunas muertas o inactivadas están formadas

por el o los microorganismos completos pero inactivados por algún método físico o

químico. Sin embargo, suelen inducir una respuesta inmunitaria menor que las

vacunas atenuadas , fundamentalmente ligada a linfocitos CD 4+ con producción

de anticuerpos (S ánchez-Vizcalno . 2003). Actualmente contamos con vacunas de

este tipo contra la influenza (Bardiya y Bae, 2005) , la DTP (Godfroid et al, 2004) ,

rabia (Rai Chowdhuri et al, 1984), hepatitis A (Hilleman, 1993) , poliomielitis

(Poliomyelitis prevention, 1997), entre otras.

2.1.3. Vacunas de nueva generación contra toxinas.

Con el correr de los años se comprendió que no era necesaria la presencia de los

microorgan ismos completos para la inmunización y que bastaba con alguno de

sus componentes, como una proteina tóxica purificada previamente identificada

5
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como la causa esencial de la enfermedad (Makela , 2000). Esto dio origen a las

vacunas de subunidades (recombinantes), que consisten en el uso de sólo una

parte del microorgan ismo, en lugar del microrganismo completo , tal es el caso de

la utilización de polisacáridos capsulares en neumococo (Chudwin, 1989). Sin

embargo se vio que estos polisacáridos solo daban lugar a una respuesta mediada

por células B y lo que se necesitaba también era una respuesta de células T que

solo podia ser mediada por una conjugación con una proteina Antígeno (Ag), lo

cual daría lugar a una memoria inmunológica (Makela, 2000), tal fue el caso de la

vacuna contra H. Influenzae tipo B (Makela, 1995).

Estas vacunas fueron introducidas en la década de 1920, siendo las primeras la

del tétano y la difteria. Sin lugar a dudas esto representaba un gran avance , ya

que evitaba el riesgo de inocular microorganismos enteros, ya sea muertos o

atenuados . Sin embargo, en un comienzo esta estrategia no solucionaba el

inconveniente y riesgo de cultivar grandes cantidades de microorganismos

potencialmente patógenos. Pero entonces la posibilidad de manipular los genes y

prescindir de los microorganismos patógenos dio impulso a una nueva generación

de vacunas .

6
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2.1.4. Vacunas recombinantes.

Una vez demostrado que en muchos casos no es necesaria la presencia del

microorganismo completo para la inmunización y que basta con una de sus

proteínas, se planteó la interrogante de producir esta proteina en un sistema no

peligroso. En la década de los 80's se desarrollaron herramientas que permitieron

cortar y pegar fragmentos de ácidos nucléicos (DNA), la tecnología de DNA

recombinante. Entonces, una vez identificado el antígeno que podía ser utilizado

como subunidad para la vacuna, fue posíble aislar el gen que lo codificaba para

producirlo en otra especie que no representara ningún peligro, como una proteína

antigéníca, y poder finalmente generar una respuesta primaria. El

microorganismo inofensivo produciría esta proteína en el laboratorio, .así no era

necesario mantener algún tipo de contacto con el patógeno, ni siquiera durante la

producción de la vacuna', para ello se utilizaron microorganismos como

Eseheriehia coli, Baeillus subtilis y levaduras, ya que eran fáciles de crecer

(Makela, 2000).

Utilizando esta estrategia en 1986 surge la primer vacuna recombinante, fruto de

la producción en levaduras del antigeno de superficie del virus de la hepatitis B

(McAleer et al, 1992).

La tecnologia de las vacunas recombinantes se divide en 2 tipos, en las de tipo Ila

proteína antigénica se produce como se mencionó anteriormente y una vez que

los microorganismos no patógenos han producido una gran cantidad de la proteína

7
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antígénica, esta es purificada y utilizada directamente como vacuna. Las vacunas

recombinantes de tipo 11 o también llamadas de gen deletado consisten en la

deleción de uno o varios genes asociados a la patogenicidad del microorganismo,

para que este no pueda causar la enfermedad pero sí pueda retener su capacidad

de estimular al sistema inmunológico.

2.1.5. Vacunas génicas.

Las vacunas génicas son también llamadas vacunas de DNA y consisten en la

inoculación de una secuencia génica exógena a la célula, clonada en un plásmido

o vector de expresión, que codifica para una molécula antigénica de un patógeno

especifico (Pachuk el al, 2000) como virus, bacterias, parásitos, hongos, alergenos,

y tumores, los cuales han sido usados exitosamente para inducir respuestas

inmunes en especies animales desde ratones hasta humanos (Liu y Ulmer, 2000).

Debido a que contienen solamente gen(es) específico(s) del organismo patógeno,

estos no pueden causar la enfermedad o volver a ser virulentos, no pueden

replicarse y no son difundidos en el ambiente (Tecnología de las vacunas , 1998).

Este tipo de vacunas hizo su aparición en la década de los 90's.

Las vacunas de DNA se empezaron a desarrollar a partir de la observación de

Wolff y colaboradores en 1990, de que la inyección intramuscular de un plásmido

de DNA desnudo que contenía un gen reportero, resultaba en la expresión del gen

in vivo (Wolff et al, 1990).

8
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En ese tiempo, se buscaba mejorar la eficacia de las vacunas anteriores y se

requería un nuevo tipo de vacuna que generara mejores respuestas inmunes

protectoras (Donnelly et al, 1995). En 1993 se comprobó la eficacia protectora de

la inmunización con un DNA que codificaba una proteína viral, fueron inmunizados

ratones con un plásmido de DNA que codificaba proteínas del virus humano de la

Influenza tipo A, desarrollando una respuesta inmunológ ica tanto humoral como

celular (Ulmer et al, 1993). Desde la publicación de este artículo se demostró la

eficacia de las vacunas de DNA para generar respuestas inmunes contra varios

antígenos derivados de patógenos, como el Virus de Inmunodeficiencia Humana

(HIV) (Wang et al, 1993), Herpesvirus bovino (Cox et al, 1993), Malaria (Sedegah

et al, 1994), tuberculosis (Huygen et al, 1995), etc.

Algunas de las ventajas de las vacunas de DNA es que son muy estables y fácil

de manufacturar. La persistencia duradera del plásmido y la síntesis prolongada

de bajas dosis de antígeno imposibilitan la inducción de una tolerancia a altas

dosis y favorecen la generación de células de memoria . La eliminación de

proteínas contaminantes en la preparación del plásmido previene efectos

colaterales como reacciones alérgicas . Además una vacuna de DNA puede inducir

respuestas inmunes tanto humoral como celular (Sona, 2002).

Actualmente existe una gran cantidad de vacunas de DNA probándose en

animales y humanos, como es el caso de la vacuna contra el virus de necrosis

hematopoyética en truchas (Anderson et al, 1996), contra el virus de la rabia en

ratones (Xiang et al, 1994), polyoma virus en hámsters (Israel et al, 1979), virus de

la hepatitis en chimpancés (Will et al, 1982). En humanos se prueban vacunas

9
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contra la Hepatitis B (Tacket et al, 1999), Influenza (Ulmer et al, 1993), Malaria

(Wang et al, 1998), Mycobacterium tuberculosis (Morris et al, 2000), HIV (Stern et

al, 2000; MacGregor et al, 1998), entre otras .

2.2. Activación Inmune mediada por vacunas.

De manera general , las vacunas activan al sistema inmune de acuerdo a las

siguientes características. La inducción de una respuesta inmune humoral

depende del tipo de proteína codificada por el gen foráneo. Mientras que una

proteína llevando epítopes reconocidos por una célula B inducirá la síntesis de

anticuerpos, una proteína que porte epítopes para células T C08 induce una

respuesta de Linfocitos T Citotóxícos (CTL). En el caso de una respuesta inmune

humoral, las células B pueden reconocer epítopes lineales o conformacionales en

la superficie de antígenos secretados por células transfectadas , en suspensión. En

contraste , en el caso de células T C08, los péptidos requeridos para activación de

precursores CTL son generados por la vía endógena, y los complejos péptído­

Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase I (MHC-I) translocados en la

membrana de la célula infectada, son reconocidos por los linfocitos C08

citotóxicos.

Por otro lado, las células T C04 son estimuladas por Células Presentadoras de

Antígenos (APC's) transfectadas in vivo, las cuales sintetizan la proteína, la

procesan y presentan los péptidos en asociación con el Complejo Mayor de

Hístocompatibilidad de clase 11 (MHC-II) a las células T C04 (Bona, 2002).

10
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2.2.1. Características de los anticuerpos.

Los anticuerpos son moléculas de peso molecular aproximado de 150 kOa,

pertenecientes al grupo de las inmunoglobulinas (Ig). Son proteínas capaces de

reconocer antígenos. La capacidad de reconocimiento de un anticuerpo radica en

las secuencias variables de sus cadenas protéicas , generadas por recombinación

de una serie de "cassettes génicos" en el proceso de producció n de los linfocitos

8 y su maduración. La combinatoria de estas secuenc ias de ONA puede producir

más de un billón de secuencias protéicas diferentes. Esta información es

almacenada en el 'pool' de linfocitos 8 presentes en nuestro tejido linfático .

(William, 1993). La estructura básica de un anticuerpo está formada por dos

cadenas protéicas pesadas y dos ligeras, unidas por puentes disulfuro . Las

cadenas pesadas son esencialmente de 5 tipos diferentes : mu, delta, gamma ,

epsilon y alfa. Según la cadena pesada que use el anticuerpo se define su clase o

isotipo: si posee cadenas mu el anticuerpo se denomina inmunoglobulina M o IgM;

si posee delta, se llama IgO; si posee gamma, IgG; si posee alfa, IgA y si posee

epsilon , IgE (Will iam, 1993). Todas las clases de inmunoglobulinas están

presentes en la sangre, pero la inmunoglobulina G (lgG) es la clase dominante y

además es una proteína sérica importante. Los anticuerpos IgM se inducen en las

primeras fases de la respuesta inmunitaria y son también abundantes en sangre,

no en órganos ni en tejidos; los IgA se segregan en las áreas recubíertas por

epitelio mucoso, en el sudor y en la saliva.

11
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La inmunoglobulina A es el isotipo responsable en conferir inmunidad protectora a

las membranas mucosas que se encuentran en los tractos intestinal , respiratorio y

urogenital. La IgA actúa neutralizando bacterias y virus externos que entran al

cuerpo por estas vías (Switzer y Garrity, 1999). Debido a la gran afinidad que

posee por los antígenos de superficie en este tipo de patógenos, esta

inmunoglobulina se une a ellos, previene su adhesión y subsecuente infección a

las células epiteliales que revisten estas membranas. La IgA funciona

principalmente como un dímero en estas áreas del cuerpo, aunque se han

encontrado muy bajos niveles de la forma monomérica de IgA en el límite de

fluidos vasculares . La inhibición de la adherencia microbiana es un paso crítico

inicial para la protección del hospedero y es mediado por mecanismos específicos

y no específicos . Un mecanismo no específico que inhibe la adherencia

microbiana es la presencia de cadenas de carbohidratos en la molécula de IgAs

que se une a la bacteria u otros antígenos (Davin et al, 1991).

La inmunoglobulina G es el isotipo más abundante en la sangre , ofrece protección

a través de la opsonización del agente o patógeno invasor. Después de que la IgG

se une al antígeno, puede inducir a los macrófagos , neutrófilos y otros fagocitos a

fagocitarlos y destruirlos. Este proceso ocurre después de que el macrófago u otra

célula se une al complejo antígeno-anticuerpo a través de los receptores de IgG.

La IgG es el principal isotipo de inmunoglobulinas, inducidas por la repetida

introducción de un antígeno extraño al torrente sanguíneo, y generalmente

presenta la más alta afinidad intrínseca de unión a antígenos (Switzer y Garrity ,

1999).

12
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2.2.2. Funciones de los Anticuerpos.

La función esencial del sistema inmune es buscar y destruir sustancias extrañas

en el cuerpo, esto es realizado en muchas formas diferentes. Los anticuerpos

ejecutan esta tarea de diferentes formas, como la neutralización de toxinas en la

que anticuerpos específicos para toxinas bacterianas se unen a los antígenos

inactivándolos y promoviendo la eliminación de complejos antígeno-anticuerpo por

la vía del sistema retículoendotelial. En la opsonizacíón los anticuerpos pueden

cubrir a la bacterias, asi promueven su paso por los macrófagos, los cuales tienen

receptores para ciertas clases de anticuerpos y al unirse a los macrófagos por

estos receptores facilitan la fagocitosis de los antígenos cubiertos. En la activación

del Complemento, ciertas clases de anticuerpos pueden activar la cascada del

complemento cuando están formando un complejo con el antígeno, si el epitope

está en la superficie de una célula como en una bacteria, el complemento activado

puede lisarla. La clase principal de anticuerpos, las IgG, se unen a través de sus

receptores para Fe, a una subclase de células NK que expresan receptores para

ellos, las células NK armadas con anticuerpos se unen a la célula blanco, ya sea

una bacteria o una célula tumoral, y las destruyen con citotoxinas; a esta función

biológica de los anticuerpos se le denomina citotoxicidad celular dependiente de

anticuerpos. Finalmente, en la neutralización de virus, los anticuerpos específicos

para epítopes en la superficie de un virus, puede bloquear la unión del virus a la

célula blanco, particularmente si los anticuerpos se unen o se acercan al sitio de

unión en el virus (Goodman, 1991). Se ha visto que los anticuerpos IgA secretorios
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son efectivos en la neutralización de virus en diferentes pasos del proceso

infeccioso (Armstrong y Dimmock, 1992), así como en limitar la inhibición de la

fagocitosis, actividad bactericida, y quimiotaxis por neutrófilos, monocitos y

macrófagos (Wolf et al, 1994).

La infección viral de la célula blanco está mediada por receptores que permiten el

ingreso del material viral, la existencia de anticuerpos especificas para la región

del virus que interactúa con el receptor interfiere con este proceso , estos

anticuerpos pueden aparecer entre los 5-10 dias después de la penetración del

virus al cuerpo, formando un complejo inmune antigeno-anticuerpo en la fase de

viremia primaria (http://www.facmed.unam.mx) la existencia de anticuerpos

neutralizantes protege asi a la célula de la infección viral.

2.3. Adyuvantes.

En mucosas, la respuesta inmune a muchos antígenos solubles administrados por

la ruta oral ha sido débil y ha requerido dosis mayores y frecuentes del antígeno ,

para utilizar la practicidad de la inmunización oral y su capacidad especifica para

inducir respuestas inmunes en superficies mucosas, existe una gran necesidad de

encontrar adyuvantes poderosos que puedan mejorar la inmunogen icidad y

facilitar la construcción de vacunas orales efectivas (Homqu ist et al, 1994).

La palabra adyuvante viene del latín adj uvare, que significa ayudar y es una

sustancia que utilizada en combinación con un antígeno especifico, produce
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mayor inmunidad que el antígeno solo (Ramon, 1926). Existen al menos 4

principales fuentes de donde se extraen adyuvantes como la botánica (saponina o

extracto de glucano) , la química (sales de aluminio) , citocinas y hormonas

(interleucina 2, dihidroepiandrosterona), y la bacteriana en la que se incluyen la

enterotoxina termolábil (subunidad B) y la toxina colérica (subunidad B) (Audibert y

Lise, 1993). El adyuvante en mucosas más potente para esta vía identificado, es la

toxina del cólera (CT) (Hornquist el al,1994).

Los adyuvantes han sido utilizados para aumentar la respuesta inmune a

antígenos desde hace más de 70 años. Ramon fue el primero en demostrar que

era posible incrementar los niveles de la antitoxina de difteria o tétanos, por la

adición de migajas de pan, agar, tapioca , almidón, lecitina, o saponina a las

vacunas (Ramon, 1925).

Los adyuvantes se administraban comúnmente por via parenteral, sin embargo

por el uso de agujas que podian estar infectadas, se vio la necesidad de otro tipo

de ruta más fácil y más segura como lo es la oral , y que además este fuera

tolerado por el organismo inmunizado . Los adyuvantes que son tolerados y que

pueden potenciar vacunas juegan un papel importante en la inmunización por

mucosas. Algunos de los más prometedores ya sea completados o cercanos a

pruebas clínicas incluyen microesferas compuestas de copolimeros de ácidos

láctico y glicólico (Tacket et al, 1994), proteosomas (Lowell, 1997), liposomas

(Chaicumpa el al, 1998), secuencias repelidas de CpG's (Moldoveanu el al, 1998),

y Partículas Pseudo-Virales (VLP's) (Cryz y Gluck, 1998).

Actualmente se están haciendo pruebas en humanos para comparar la eficacia y

potenciación de los adyuvantes, ejemplo de ello es una vacuna contra el HIV que
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se encuentra en Fase 1, en la cual se comparan varios tipos de adyuvantes (Keefer

et al, 1997), también vacunas contra la malaria han hecho uso de los adyuvantes

como el aluminio y la toxina A no patógena de Pseudomona aeruginosa (Fries et

al, 1992).

2.3.1. Toxina del Cólera.

La toxina del cólera y la enterotoxina de E. coli, son adyuvantes poderosos que

aumentan la respuesta de anticuerpos sistémicos y locales cuando son

coadministrados con un antígeno, particularmente cuando son liberados por

mucosas (Spangler, 1992; Kotloff et al, 2001).

La toxina colérica es una proteína heterohexamérica, producida en el lumen

intestinal por la bacteria Vibrio cholerae . Consta de una subunidad A tóxica ,

separada del plano del anillo formado por 5 pequeñas subunidades 8 idénticas no

tóxicas (Figura 1). El pentámero 8 se une al receptor GM1 (Gangliósido) en la

membrana de las células del epitelio intestinal o cualquier otra célula que contenga

GM1, incluyendo células de piel, epitelio mucoso , linfocitos , y células dendríticas

(Anjuére et al, 2003). La subunidad A es translocada dentro de la célula donde

puede ribosilar a la subunidad 85 con su actividad de adenilato ciclasa la cual

convierte ATP a AMP ciclico (cAMP) en la célula afectada (Spangler, 1992), este

incremento en la producción de cAMP causa diarrea y pérdida de fluidos por

ínhibición de la absorción de cloruro de sodio y estimula la secreción de cr, a esta
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severa diarrea causada por la infección de la bacter ia se le conoce como cólera

(Holmgren, 1981). Se ha visto que únicamente el pentámero B, no tiene actividad

tóxica.

Figura 1. Representación esquemática de la molécula final derivada de las subunidades

recombinantes A y B donde la subun idad A porta el epitope agregado . Se indican la subunidad B y

la región A 1 de la subunidad A. La unión del epítope toma lugar en el extremo amino de esta última

región.

La toxina colérica (CT) y su análoga enterotoxina termolábil (LT) de Escherichia

coli tienen varios efectos inmunomoduladores, que podrían explicar su acción

adyuvante para estimular la síntesis de IgA secretora , después de la inmunización

oral. En un modelo murino experimental esos efectos incluyen: la presentación

más eficiente de los antígenos por los macrófagos y enterocitos, esta estimulación

de células presentadoras de antígenos (APC) podría ser un mecanismo importante

involucrado en la función adyuvante de CT (Hórnquis t et al, 1994).

Se ha demostrado que la CT y la subunidad atoxica B (CTB) tienen la propíedad

de facilitar la respuesta inmunitaria de la mucosa ante la presencia de varias
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epítopes o antígenos adyuvantes que pudieran servir como vehículo para inducir

una respuesta especifica de tipo IgA en el intestino, glándulas salivales, tracto

respiratorio y mucosa genital, después de una inmunización oral, asi como

también una respuesta de anticuerpos IgG (Anjuére et al, 2003; Hórnquist et al,

1994).

Diversos estudios corroboran el uso de CTB como un potente estimulador de la

respuesta inmune de las mucosas gástrica y genital, cuando ha sido liberada por

vías intranasal, oral, vaginal y rectal (Johansson et al, 1998; Rudin et al, 1999). en

sus formas sintética o purificada. En humanos se ha probado la utilización de CTB

sola o como adyuvante en vacunas contra el cólera (Lycke y Holmgren, 1986),

Streptococo B 111 (Ckerzinsky el al, 1989), Influenza (Chen y Strober, 1990) y en

distintas especies de Helicobacter, entre otras.

2.3.2. Virus del Papiloma Humano.

Los Virus del Papiloma Humano (HPV) poseen DNA de doble cadena, clasificados

dentro del grupo de los Papovaviridae, junto con los poliomavirus y el virus SV40.

Son epiteliotrópicos y su genoma es de aproximadamente 8000 pares de bases

(pb) de longitud, con un peso molecular de 5x106 Daltons, asociado con histonas

celulares para formar una sustancia parecída a la cromatina. Presentan una

cápside icosahédrica compuesta de 72 capsómeros con un diámetro de 52 a 55

nm rodeando al genoma de DNA y conformada por 2 proteínas que son
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sintetizadas por los genes L1 Y L2 (L=Late) . L1 es la proteina mayoritaria de la

cápside, con un peso molecular de aproximadamente 55 kDa, mientras que L2

tiene un peso molecular de 75 kDa aprox. (Koutsky, 1997).

Los virus del papiloma se encuentran presentes en los vertebrados superiores y

son especie-específicos (Broker y Botchan , 1986). Todos los Virus del Papiloma

tienen tropismo por las células del epitelio escamoso, se ha reportado que en la

capa basal , la integrina U6 (receptor membranal de matriz extracelular) sirve como

receptor del HPV 16 (Yoon et al, 2001; Evander et al, 1997). Esta glicoproteína se

expresa únicamente en la capa basal de las células del epitelio escamoso

estratificado, que es considerado el sitio de infección productiva de este virus.

Los tipos que infectan a humanos inducen verrugas que se presentan en muchos

lugares y de muy distintas maneras tanto morfológica como histológicamente. La

infección por este virus necesita de un acceso directo a las células basales

expuestas, tal vez por una lesión del epitelio. Las zonas de transformación entre

los epitelios columnar y escamoso de las mucosas nasal , faríngea y cervical, son

susceptibles a infectarse con estos virus (Broker y Botchan, 1986).

Desde los 70's se ha podido aislar DNA de HPV's tipos 16 y 18, de las biopsias de

Cáncer Cérvico-Uterino (CaCU) (Zur-Hausen y de Villiers, 1994) y actualmente se

ha establecido que la infección de otros tipos de HPV, como el 31, 33, 39, 45, 52,

58, 69, además de los anteriores (Zur-Hausen, 2000), es el mayor factor de riesgo
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para el desarrollo de cáncer en el tracto anogenital, y es mucho más notable en

los tumores del cérvix uterino (Gissmann et al, 2001), por ello estos tipos virales

son conocidos como HPV's de alto riesgo, siendo el tipo 16 el más común en

México.

2.3.3. Características de HPV 16.

El genoma de este virus está organizado en tres regiones principales: dos

regiones que codifican para proteínas tempranas E y tardias L, y una región larga

de control (LCR) no codificante (Park et al, 1995). La región temprana E se

encuentra ubicada río debajo de la LCR y contiene 6 ORF's (Open Reading

Frame) denominados E1, E2, E4, E5, E6 Y El (Park et al, 1995) (Figuras 2 y 3).

El gen E1 es el más grande el genoma viral, relativamente bien conservado, la

proteina que codifica presenta similitudes estructurales con el antígeno T grande

de los poliomavirus (Clertant y Seif, 1984). Esta proteína interviene directamente

en la replicación del DNA viral y también en la estimulación de la actividad

transcripcional de E2 (Huges y Romanos,1993).

El gen E2 codifica para una proteína que se une en forma de dímero al DNA viral,

esta proteína interviene en la expresión y represión de los genes virales (Fields

Virology, 1996), actúa como represor de la transcripción y una de sus principales

funciones en la replicación es dirigir a E1 hacia el origen de la replicación (Piccini

et al, 1995).
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El gen E4 se localiza en la región temprana , aunque se expresa como un gen

tardío con un papel en la infección productiva, interrumpiendo el proceso normal

de diferenciación a favor de la maduración del virión. La proteína E4 se encuentra

principalmente en las capas de células diferenciadas del epitelio (Breirburd et al,

1987).

El gen E5 está altamente conservado en todos los virus del papiloma, la proteína

que codifica transforma indirectamente la célula infectada, al alterar la actividad de

las proteínas de la membrana involucradas en la proliferación celular. Es posible

que esta proteína participe en el proceso de iníciación carcinogénica (Fields

Virology, 1996).

El gen E6 codifica para una proteína que captura e inactiva al gen supresor de

tumores p53, favoreciendo su degradación (Werness et al, 1990), por medio de la

vla de la ubiquitina, causando así la alteración de su función supresora y la

ausencia de regulación del ciclo celular, lo que a su vez no permite la reparación

del DNA antes de iniciar un nuevo ciclo de replicación del DNA (Fields Virology,

1996).

El gen E7 codifica para una proteina que es capaz e unirse al producto génico del

gen RB (Retinoblastoma), que es un gen supresor de tumores (Dyson et al, 1989),

la proteína E7 se une a pRB, lo que conduce a su inactivación y la consecuente

progresión del ciclo celular a la fase S (Cobrinik et al, 1992).

La región tardía L se encuentra ubicada río abajo de la LCR y contiene solo 2

ORF's denominados L1 Y L2 (Figuras 2 y 3), estos genes se transcriben y

traducen exclusivamente en las células más diferenciadas del epitelio, su principal
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función es conformar la cápside de los viriones maduros en la infección productiva

(Fields Virology, 1996).

El gen L1 codifica para una proteína que es el componente principal de la cápside

viral y representa cerca del 95% del peso total. La proteina L1 es la más

antigénica y es capaz de autoensamb larse, esto último es lo que se ha

aprovechado para producir partículas pseudo virales (VLP's) (Hagensee et al,

1993).

El gen L2 codifica para una proteína que es el componente menor de la cápside

viral, presenta la capacidad de unirse al DNA, no es capaz de autoensamblarse y

es muy poco conservada entre los virus del papiloma (Fields Virology, 1996).

Debido a que las proteinas L1 Y L2 son antigénicas, y ya que se encuentran

formando la cápside del virus, son las primeras en ser reconocidas como

antígenos por el sistema inmunológico del organismo infectado , en el que se

desencadena una respuesta primaria basada en anticuerpos de tipo IgA e IgG.
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Figura 2. Genoma del Virus del Papiloma Humano tipo 16.

La expresión de los genes tempranos puede ser detectada en las células del

epitel io escamoso (por hibridación in situ) , sin embargo, la expresión de los genes

tardíos y de los estructurales (entre otros) está restringida a las células

diferenciadas de la epidermis , lo cual implica un vínculo entre la diferenciación

celular y la expresión de los genes virales.

La infección por HPV 16 puede permanecer latente, o desarrollarse

completamente en una infección productiva, debido a una variedad de factores

que aún no son entendidos .
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Figura 3. Representación lineal del genoma del Virus del Papiloma Humano.

2.3.4. Epidemiologia.

En muchos países el HPV es considerado como la infección más común

transmitida sexualmente, mientras que el cáncer cervical es considerado el

segundo tipo de cáncer más común de los que aquejan a la mujer en el mundo

(Bosch y Muñoz, 2002).

Observaciones hechas por Rigoni-Stern y publicadas en 1842, mostraron una

incidencia muy alta de Cáncer Cérvico-Uterino (CaCU) en prostitutas, comparada

con las monjas, esto marcó la primera contribución a los factores etiológicos en el

cáncer genital humano.
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El CaCU es uno de los tipos de cáncer de mayor frecuencia en mujeres de paises

en vías de desarrollo y causa una gran cantidad de muertes debido a la falta de

una detección temprana del mismo (Fields Virology, 1996).

El CaCU es una de las principales causas de muerte en mujeres mexicanas,

cobrando más de 4,000 muertes por año según datos de la Secretar ía de Salud, a

pesar de haberse implementado un programa de detección oportuna del cáncer

que incluyen los estudios de Papanicolaou y Colposcopía. Se ha establecido que

este padecimiento está asociado con la infección por HPV's de alto riesgo (Bosch

y Muñoz, 2002), siendo el tipo 16 el que con mayor frecuencia infecta mujeres en

México.

Debido al número de muertes, es de gran importanc ia construir una vacuna de

tipo profiláctico que proteja contra la infección primaria por HPV 16, impidiendo la

introducción del genoma viral y su inserción en el genoma celular del cérvix, para

así lograr evitar el desarrollo a largo plazo del CaCU, y que además no represente

un problema de costo y complejidad en la elaboración de la misma.

Como ya se ha demostrado , la infección por HPV es considerada como un agente

causal del CaCU (Bosch y Muñoz, 2002). Uno de los grandes retos de los

investigadores es crear una vacuna ya sea terapéutica y preferentemente

profiláctica, contra este virus. Las vacunas profilácticas podrían prevenir la

infección y las vacunas terapéuticas podrían destruir las células neoplásticas

infectadas por HPV (Bright et al, 1995).
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Se sabe que algunos antígenos provenientes de virus como los HPV's, EBV (Virus

de Epstein-Barr) , HTLV-1 (Virus de Linfocitos T Humanos), Hepatitis B, etc., son

detectados por el sistema inmune que produce una respuesta mediada por

anticuerpos y células T (Stern el al, 2000).

2.3.5. Vacunas.

Existen pruebas experimentales de que la inmunización de animales (vacas,

conejos o perros) con proteínas estructurales o partículas pseudovírales (VLP's)

de los papilomavirus animales respect ivos, induce una inmunidad humoral

protectora contra infecciones de los papilomavirus . Las VLP's son obtenidas por

expresión de la proteína estructural principal via vectores recombinantes y son

eficientes en prevenir el desarrollo de los papilomas característicos después del

reto de los animales con partículas virales infecciosas . El desarrollo de vacunas

profilácticas basadas en VLP's contra infecciones de papilomav irus genitales (tipos

11 y 16), es actualmente seguida por compañías farmacéuticas o por científicos

del NIH (Gissmann el al, 2001), ya que es una preocupación en muchos países

como Finlandia , debido al aumento en el número de mujeres jóvenes infectadas

con este virus, por lo que se necesita cumplir rápidamente con los requisitos para

poner en prueba las vacunas existentes (Paavonen el al, 2000).

Vacunas profilácticas basadas en la proteína L1 en VLP's están actualmente en

pruebas clínicas en humanos (Lowy y Frazer, 2003).
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Actualmente se encuentra en Fase I de prueba una vacuna basada en VLP's

contra HPV16 y se han obtenido resultados que demuestran la eficacia de la

vacuna para poder seguir con otras pruebas (Brown et al, 2004). Investigadores

han encontrado que esta vacuna da lugar a una fuerte respuesta inmune, y esta

respuesta fue vista en el segundo mes después de la inmunización, en todos los

casos (Harro y Lowy, 2001).

En Inglaterra, Australia y Holanda, se están llevando a cabo tres protocolos de

vacunas terapéuticas para estimular los Linfocitos T Citotóxicos en pacientes con

cáncer cervical avanzado, utilizando el virus de la vaccinia como vector con E6 y

E7, la proteína E7 fusionada con una proteína bacteriana y péptidos específicos

de E7 (Lin et al, 1996).

Tambíén existe evidencia de pruebas en fase 111 y IV de vacunas contra HPV16 en

Estonia y los países Nórdícos, en mujeres de 15 años (Lehtinen et al, 2000).

Los VLP's quimér icos (CVLP's) construidos por fusión de las secuencias de E7 de

HPV 16, en el extremo C-terminal del gen L1, constituyen la primera generación

de vacunas contra HPV preventivas y terapéuticas (Osen et al, 2000).

El éxito de estas vacunas podría unirse a la vacuna contra la Hepatitis B en la

batalla contra los tipos de cáncer que atacan al hombre (Hilleman , 2000).

2.3.6. Vacuna de DNA.

En nuestro laboratorio se ha diseñado y probado una vacuna génica profiláctica

contra la infección por el HPV 16, la cual está compuesta del gen L1 de este tipo
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viral y se demostró que es capaz de generar una repuesta inmune humoral y

citotóxica (Rocha-Zavaleta et al, 2002). Esta vacuna fue probada en ratones y

demostró que era capaz de producir anticuerpos de tipo IgA secretorios (sigA) en

el área cervical, al igual que una respuesta mediada por Linfocitos T citotóxicos,

lográndose una protección parcial contra la infección por el virus.

A partir de estas observaciones se llegó a la conclusión de que era necesario

incrementar la respuesta inmune inducida por la vacuna génica, tanto a nivel

humoral como celular . Por lo tanto, en el presente proyecto se planteó investigar la

utilidad de la secuencia codificadora de la subunidad B de la toxina del cólera

como un adyuvante para la vacuna génica contra el HPV16.
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3.1 OBJETIVO GENERAL.

Determinar la capacidad adyuvante de la secuencia codificadora de la

subunidad B de la toxina del cólera, en un modelo de vacuna génica.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES.

• 3.2.1. Aislamiento del gen l1 del HPV16 a partir del DNA viral prototipo

contenido en el vector puC19, mediante el método de PCR.

• 3.2.2. Clonación del gen L1 del HPV16 dentro del vector pcDNA3 para

obtener el plásmido pHPV16L1.

• 3.2.3. Subclonación del gen L1 dentro del plásmido pctxB, para obtener el

plásmido quimérico pctxB/L1.

• 3.2.4. Producción de plásmidos para ser usados como vacunas, por

fermentación de las bacterias transformadas.

• 3.2.5. Extracción y purificación del DNA plasmídico.

• 3.2.6. Vacunar ratones con los plásmidos pHPV16L1, pctxB y pctxB/16L1.

• 3.2.7.0btención de secreciones cervicales, suero y extractos fecales de los

animales vacunados.

• 3.2.8. Evaluar la presencia de anticuerpos por el método de ELlSA.
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4. HIPÓTESIS.

Dado que la subunidad B de la toxina del cólera es un adyuvante en la generac ión

de anticuerpos inducidos por diversas vacunas , en el presente trabajo se propone

que el uso de la secuencia génica que codifica para esta subunidad puede servir

como adyuvante de la respuesta humoral mediada por una vacuna de DNA contra

el Virus del Papiloma Humano tipo 16.
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5. MATERIALES Y MÉTODOS.

5.1. Electroforesis en Geles de Agarosa.

La electroforesis de muestras de DNA se llevó a cabo utilizando geles de agarosa

de aproximadamente 1 cm de grosor, los cuales fueron preparados disolv iendo la

concentración requerida de agarosa en buffer TBE más 0.5 Jlg/ml de Bromuro de

Etidio (Apéndice A). Para disolver la agarosa, se calentó la mezcla en un horno de

microondas por aproximadamente 3 minutos o hasta que la agarosa quedara

completamente disuelta . Se dejó enfriar , se vació en el molde de la cámara de

electrofores is y se colocó el peine para formar los pozos. Las muestras de DNA a

analizar se diluyeron con el buffer de carga (Apéndice A), utilizando como

marcador de peso molecular 4 JlI de 1Kb Plus (Gibco). La electoforesis se corrió a

120 v hasta que el colorante delantero migrara poco más del 75% de la longitud

del gel, se utilizó TBE como buffer de corrida .

La presencia de las bandas de DNA fue detectada utilizando un transiluminador, y

fotografiada en un documentador de geles (Foto Analyst Visionary Fotodyne) .

5.2. Digestión Enzimática de DNA.

El DNA fue digerido con endonucleasas de restricción diluyendo 1:1 en su buffer

correspondiente 1Dx, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las
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concentraciones se planearon tomando en cuenta que 1U de enzima digiere 1 ¡lg

de DNA en 50 ~d a 37 oC. A cada reacción se agregó 1/10 del volumen total, de

Albúmina de Suero Bovino (BSA) 1 mglml. Las digestiones fueron llevadas a cabo

a 37 "C por 1 hora. El material digerido fue analizado por electroforesis en geles

de agarosa al 1% (Apéndice A).

5.3. Ligación de Fragmentos de Restricción de DNA en Vectores

de Expresión.

Previo a la ligación del inserto de DNA en el vector de expresión, los vectores

utilizados fueron preparados por digestión enzimática , en las condiciones descritas

en el párrafo anterior.

La digestión de 300 ng del vector fue realizada en un volumen de 60 ul. Se

analizaron alícuotas de 2 ul de las digestiones en geles de agarosa, junto con

material no digerido para evaluar el alcance de la digestión. Al vector totalmente

digerido se le adicionaron 2 ¡ll de fosfatasa alcalina (calf intestinal alkaline

phosphatase , CIAP) con su respectivo buffer 10x, esta mezcla fue incubada a

37°C por 30 minutos. La CIAP remueve los residuos fosfato terminal 5' de los

brazos que resultan de la digestión, para prevenir la ligación entre ellos mismos y

la formación de dimeros.

El vector digerido fue purificado de la restricción enzimática y la desfosforilación

(CIAP) por extracción, primero con fenol :cloroformo y luego con c1oroformo:alcohol
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isoamilico, seguido de una precipitación por etanol (sección 5.5). El pelet

resultante fue disuelto en 20 ~I de buffer TE pH 8.0 (Apéndice A).

La ligación del vector y el inserto de DNA fue realizada en 60 ~I con tres radios

molares 1:1, 1:3 y 1:10 (vector:inserto) , utilizando como base 300 ng de vector

digerido. Para la reacción de ligación se mezclaron 2U de T4 DNA ligasa, 4 ~I de

buffer 5x para T4 DNA ligasa, agua destilada estéril y se mezclaron con el vector y

el inserto de DNA, la reacción se incubó toda la noche en un baño con agua a

16°C . Estas ligaciones fueron utilizadas para transformar bacterias E. coli

competentes (sección 3.6.).

5.4. Recuperación de DNA de Geles de Agarosa por

Electroelusión.

20 a 30 ~g de DNA fueron digeridos y separados en un gel de agarosa como se

describió en las secciones 3.1. y 3.2. Las bandas de DNA de interés fueron

localizadas y cortadas del gel bajo iluminación UV, utilizando un bisturí estéril,

cuidando que el corte fuera lo más delgado posible para reducir la cantidad de

contaminación con polisacáridos de la agarosa, del DNA.

Las membranas de diálisis fueron preparadas calentando por 10 minutos en un

volumen considerable de bicarbonato de sodio al 2% (w/w) y EDTA 1mM (pH 8.0),

Las membranas fueron enfriadas y almacenadas a 4°C. Cada membrana de

aproximadamente 4 cm fue sellada por un extremo con un clip para diálisis , y
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llenada con buffer de elusión (TAE) 1x (Apéndice A). La rebanada de agarosa con

la banda de DNA se introdujo a la membrana. Se removió gran parte del buffer y el

otro extremo de la membrana se selló con un clip para diálisis . La membrana de

diálisis fue transferida a la cámara de electroforesis. La electroelusión del DNA se

llevó a cabo pasando una corriente eléctrica a través de la membrana , de 150 v

por 20 minutos en Buffer TE (Apéndice A). Después de este tiempo, el DNA fue

extraído de la membrana y purificado por precipitación en fenol:c1oroformo,

seguido de cloroformo :alcohol isoamílico y finalmente con etanol (sección 5.5.)

5.5. Purificación del DNA por Fenol:Cloroformo y Extracción por

Precipitación con Etanol (EtOH).

Un volumen igual de fenol:c1oroformo (1:1) fue adicionado a la muestra de DNA en

un tubo de propileno (eppendorf), mezclando en vórtex hasta formar una emulsión ,

se centrifugó a 13,500 rpm por 5 minutos en una microcentrífuga. El ácido nucléico

contenido en la fase acuosa forma la fase superior , mientras que la fase orgánica

forma una fase inferior amarilla, el color de esta fase se debe a la presencia de

dihidrohiquinolina. La fase acuosa fue transferida a un tubo eppendorf nuevo, y se

adicionó un volumen igual de cloroformo : alcohol isoamílico (24:1). Las fases

fueron mezcladas en vórtex y centrifugadas a 13,500 rpm por 10 segundos . El

DNA contenido en la fase acuosa superior fue transferido a un tubo eppendorf

nuevo. El DNA fue recuperado por precipitación con etanol, mezclándolo con 2

volúmenes de etanol al 95% y acetato de sodio pH 5.2 en una concentración final
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de 0.3 M. Los contenidos del tubo fueron mezclados suavemente por inversión (2

a 3 veces) y congelado a -70°C por una hora. El DNA fue recobrado por

centrifugación a 13,500 rpm a 4°C por 20 minutos . El sobrenadante fue

desechado y el pelet de DNA resuspendido en Buffer TE.

5.6. Transformación de Escherichia coli competentes.

Poco antes de la transformación las bacterias competentes fueron retiradas de su

almacenamiento a -70°C, descongeladas en hielo y se les aplicaron pequeños

golpes hasta formar una suspensión . Se tomaron 100 l.!! de bacterias competentes

y se combinaron con 10 ul del DNA ligado vector :inserto (sección 3.3.) . Después

de incubar las muestras en hielo por 30 minutos, la transformación de células

bacterianas fue realizada por un tratamiento de heat-shock de las muestras a 42°C

por 90 segundos, seguido de la adición inmediata de 500 ¡.tI de medio LB. Las

células fueron después incubadas a 37°C por 1 hora con agitación constante , para

permitirles recobrarse y expresar el marcador de resistencia a antibiótico

codificado por el plásmido (resistencia a ampiclina).

Para probar las bacterias transformadas por selección de bacterias resistentes a

antibiótico, se prepararon placas de selección con una solución de agar al 1%

(w/v) , disuelto en medio LB (apéndice A) y calentada por 5 minutos en un horno de

microondas. La solución fue enfriada a 37°C aproximadamente y se adicionaron

100 ¡.tg/ml de ampicilina . El agar fue vaciado en cajas de petri estériles de 90 mm
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de diámetro , y guardadas a temperatura ambiente. Las placas fueron inoculadas

esparciendo 300 JlI de bacterias transformadas , después de que el inóculo fue

adsorbido , se incubaron en posición invertida a 37°C toda la noche, y transferidas

a 4°C.

Las colonias blancas bien definidas, fueron transferidas a tubos estériles con 5 mi

de medio LB +Ampicilina (100 ¡,¡g/ml ), e incubadas a 37°C toda la noche con

agitación constante . Las colonias que crecieron fueron transferidas a un "master

plate", tomando una gota de cada medio conteniendo una colonia, al master plate

(vaciado como se describió en el medio LB-agar suplementado con ampicilina).

Cada clona fue identificada con un número en el master plate. Después de ser

incubado a 37°C toda la noche, el master plate fue sellado con parafilm y

almacenado a 4°C. Mientras tanto, los cultivos fueron centrifugados a 13,500 rpm

por 10 minutos, se tiró el sobrenadante y los pelets se utilizaron para preparación

de DNA plasmídico.

5.7. Preparación de DNA plasmídico (Miniprep).

Los pelets bacterianos fueron resuspendidos en 200 JlI de solución de glucosa

[50mM de glucosa, 25 mM Tris-CI (pH 8), 10mM EDTA (pH 8)], a la cual se le

adicionó lisozima sólida (cubriendo el extremo de una microespátula). Después de

incubar en hielo por 5 minutos, se adicionaron 400 JlI de una solución de NaOH

O.2M I SOS al 1% (w/v) , los tubos fueron cerrados y sus contenidos mezclados por

inversión rápida 5 veces. Después de una incubación de 5 minutos, se adicionaron
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300 111 de solución de acetato de potasio 5M (pH 5.1) frío, para precipitar el DNA

bacteriano y proteinas, los tubos fueron agitados vigorosamente en repetidas

ocasiones hasta dispersar la solución de acetato de potasio a través del Iisado

bacteriano viscoso . Los tubos fueron incubados en hielo por 10 minutos y

centrifugados a 13,500 rpm por 5 minutos. El sobrenanadante conten iendo el

plásmido fue transferido a tubos eppendorf nuevos de 1.5 mi, se adicionaron 500

111 de isopropanol y se incubaron los tubos en hielo por 10 minutos , se

centrifugaron de la manera descrita anteriormente para precipitar el plásmido . Los

pelets resultantes fueron secados y resuspendidos en 200 111 de buffer TE (pH

8.0), se adicionaron 100 111 de acetato de amonio 7.5M, se mezclaron y se

incubaron en hielo por 20 minutos para precipitar el RNA. Después de centrifugar

los tubos como se describió antes, el DNA fue precipitado del sobrenadante

adicionando 600 111de etanol al 95%, e incubando a -70°C por 1 hora. Después de

centrifugar a 13,500 rpm por 10 minutos, los pelets fueron secados y

resuspendidos en 50 111 de buffer TE. Se adicionaron 20 Ilg/ml de RNAsa

pancreática libre de DNAsa a cada muestra para digerir el RNA remanente. Las

muestras quedaron listas para ser analizadas por restricción enzimática (sección

5.2.).

5.8. Preparación de DNA plasmídico (Maxiprep).

Para obtener los pelets bacterianos se hizo un cultivo, partiendo de los cultivos de

tubos de 5 mi de la sección 5.6., y dividiéndolos en matraces con 250 mi de medio
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LB + Ampicilina (100 ~g/ml), se dejaron a 37°C con agitación por 16 a 18 horas.

Se centrifugaron a 4000-5000 rpm por 15 minutos (en un rotor GSA). El

sobrenadante fue desechado y los pelets se resuspendieron en 10 mi de una

solución de glucosa, es decir, el proceso se continuó como se describió

anteriormente en la preparación de ONA plasmidico de la sección 3.7.,

aumentando las cantidades de soluciones y/o reactivos 50 veces, hasta obtener el

pelet de ONA plasmídico que fue resuspendido en 500 ~I de buffer TE. Se

adicionaron 20 ~g/ml de RNAsa pancreática libre de ONAsa a cada muestra para

digerir el RNA remanente, quedando listo para su posterior cuantificación .

5.9. Cuantificación de DNA.

La cuantificación espectrofotométrica del ONA se llevó a cabo haciendo una

dilución 1:200 del ONA obtenido anteriormente (secciones 5.7. Y 5.8.), es decir, 5

~I de ONA y 995 ~I de agua destilada, para obtener un volumen final de 1 mI. De

esta dilución se tomó la lectura de absorbancia a una longitud de onda de 260 nm

en un espectrofotómetro (Spectronic 210, Milton Roy), para calcular la

concentración de ONA en la muestra. Dado que una densidad óptica (00) de 1

corresponde a aproximadamente 50 ~g/ml de ONA bícatenario, la concentración

de ONA se determinó mediante la siguiente fórmula:

[ONA] (ng/~I) =(00 a 260 nm) (factor de dilución) (00 del ONA)
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Donde:

OD = Densidad Óptica

Factor de Dilución= 200

OD del DNA = 50

5.10 . PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa).

Todos los reactivos usados para el aislamieto y amplificación de DNA, fueron

comprados a Gibco BRL (Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD). El DNA

b r~rw"1l"T....nonn...--rr-.-r"WT""1

~

'~

~
~

T{Ml'IJlT{ STAAND

Genómico fue aislado de cultivos de Vibrio

cholerae biotipo El Tor y usados como templado

para reacciones de PCR. La secuencia completa

que codifica para el polipéptido maduro de la

subunidad B de la enterotoxina , fue amplificada

usando los siguiente oligonucleótidos: Col Tox F

(5' TCA GGC GGC CGC CAT ATG CAC ATG

AGG CAC CT 3') y Col Tox R (5' TCA GTC TAG

ATI MT TIG CCA TAC TM TIG C 3'). Para

facilitar la clonación, se incorporaron sitios de

restricción Notl y Xbal en los primers Col Tox F y

Col Tox R, respectivamente. Los primers fueron

diseñados para amplificar un fragmento de la

posición 187 a la 512 (Lockman y Koper, 1983)
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(acceso no. K01170). Los fragmentos amplificados fueron digeridos con Notl y

Xbal para generar extremos cohesivos, e insertados en los sitios Notl-Xbal del

vector de expresión pCDNA3 (Invitrogene Co., La Jolla, CA), bajo el control del

promotor del citomegalovirus humano (CMV), para generar el plásmido pctxB.

Crecimi ento exponencial del DNA blanco

Duplicación del DNA por acción de la enzima Taq DNA polimerasa

Figura 4. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) .

El gen L1 fue amplificado del genoma de HPV16 tipo silvestre por PCR, usando

los oligonucleótidos : EveL1F (5' CGG TAC CTA GTI CCA GGT CTC CAC 3') y

16L1R (5' CCT CGA GAT ATA CAC AAC CAA ACA AC 3'). Los primers EveL1F y

16L1R amplificaron un fragmento de 1672 pares de bases que contiene la

secuencia codificadora completa de L1. Se incorporaron sitios de reconocimiento

Kpnl y Xhol en los primers EveL1F Y 16L1R, respectivamente . Los fragmentos de

L1 amplificados fueron digeridos con Kpnl y Xhol e insertados en los sitios

correspondientes dentro del vector de expresión pCDNA3 para construir el

plásmido pHPV16L1.
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El gen L1 fue también amplificado usando los oligonucleótidos EveL1F y 16L1R'.

El uso del primer 16L1R' (5' CGC GGC CGC GCGT TIA GCA GTI GTA GAG 3')

permite la amplificación de una secuencia truncada de L1 (1612 pares de bases),

que carece de las señales de término natural. Se incorporó un sitio Notl dentro de

16L1R'. El fragmento truncado L1 fue subclonado en lo sitios Kpnl - EcoRV del

plásmido pctxB para generar el plásmido de fusión pctxB/L 1.

5.11. Secuenciación.

La integridad del DNA de los insertos L1 Y ctxB de todas las construcciones fue

corroborada en un secuenciador automát ico (modelo ABI-PRISM/310/PerKin­

Elmer), utilizando 5 ¡.¡I del oligonucleótido Col Tox R (ver sección 3.10.) a una

concentración de 4 ornol/ut. y 10 ¡.¡I del DNA plasmíd ico de pctxB, a una

concentración final de 50 ng/¡.¡1. Para analizar el plásmido pHPV16L1 se utilizó el

oligonucleótido del promotor de la polimerasa T7 (5' TIA TAC GAC TCA CTA TAG

GG 3'), a una concentrac ión de 4 pmol/ul , y 6 ¡.¡I del DNA plasmídíco, a una

concentración final de 100 ng/¡.¡1. El plásmido quimérico pctxB/L 1 fue analizado de

la forma explicada anteriormente , utilizando los primers Col Tox F, Col Tox R,

EveL1F Y 16L1R.
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5.12. Análisis de RNA.

Se inocularon 1x10s células B16FO (H_2b
) subcutáneamente, en la espalda de

ratones de la cepa C57BU6 y se monitoreó la formación del tumor. Veinte días

después de la inoculación, los tumores fueron transfectados con una inyección de

100 ¡.tg de los plásmidos pHPV16L1, pctxB y pctxB/L1, solos y con una

combinación (cocktail) de 100 ¡.tg de pHPV16L1+ 100 ¡.tg de pctxB. Cuarenta y

ocho horas después de la inyección de los plásmidos, los ratones fueron

sacrificados y se recuperaron los tumores, se obtuvieron 100 mg de muestras

tumorales y se homogenizaron en 1 mi de Trizol (Life Technologies Inc.,

Gaithersburg, MO), usando un homogenizador. El RNA total fue purificado por

separación de fenol-c1oroformo y precipitado con alcohol isopropílico. Las

secuencias específicas de RNA fueron retro-transcritas a cONA y amplificadas por

PCR utilizando el sistema RT-PCR superscrípt! One-StepTM (Life Technologies

Inc., Gaithersburg, MO). La secuencia específica del mRNA de HPV16 L1 fue

amplificada utilizando los oligonucleótidos EveL1F y 16L1R (sección 3.10.),

mientras que la secuencia del mRNA de ctxB fue amplificada con los

oligonucleótidos ColTox F y ColTox R (sección 5.10).

5.13. Inmunización.

Grupos de 10 ratones hembra de la cepa C57BU6, de 6 a 8 semanas de edad,

fueron vacunados con dos dosis de ONA plasmídico (100 ¡.tg I 100 ¡.tI PBS)
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separadas por 2 semanas por la vía oral, utilizando una sonda intratraqueal. Los

grupos experimentales quedaron constituidos como se muestra en la siguiente

tabla:

GRUPO VACUNACiÓN
1 pHPV16L 1
2 pctxB
3 pctxB/L1
4 pHPV16L 1 + pctxB
5 pHPV16L1 + 10 ¡.tg coltoxB purificada (Sigma)
6 PBS (control negativo)

5.14. Colecta de muestras.

Se colectaron muestras de suero, secreciones cervicales y secreciones fecales en

el día 28, post-vacunación.

Los ratones fueron sangrados por punción retro-orbital. El suero fue separado por

centrifugación a 12,000 rpm por 15 minutos, inactivado 30 minutos a 56°C y

almacenado a -20°C.

Las secreciones cervicales fueron colectadas lavando el tracto genital tres veces

con 30 ul de PBS estéril libre de contaminantes. Las secreciones fueron limpiadas

de desechos celulares y fragmentos de tejido por centrifugación a 13,000 9 por 5

minutos y almacenadas a -70°C.

Las secreciones fecales fueron colectadas y pesadas, el volumen final se ajustó a

100 mg/ml con PBS conteniendo 0.01% de azida de sodio. Los muestras fecales

fueron suspendidas por agitación en vórtex y limpiadas de desechos fecales por
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centrifugación a 13,000 g por 5 minutos, los sobrenadantes fueron colectados y

almacenados a -70°C.

5.15. Análisis de la presencia de anticuerpos por el método de

ELl5A (Enzyme Linked Immunosorbent Assay).

La presencia de anticuerpos contra la proteina L1 del VPH16 se evaluó mediante

un ensayo ELlSA, usando como antígeno blanco VLP's (Virus Like Particles),

constituidas por L1 Y expresadas en el modelo de Baculovirus (Donadas

generosamente por el Dr. John Schiller , National Institutes of Health, Bethesda

MA, USA). Las placas para ELlSA fueron cubiertas con 100 ng de VLP's por pozo,

diluidas en 100 111 de PBS. Las placas se incubaron a 4°C toda la noche. Las

placas se lavaron 4 veces con TBS (Tris) 0.1% / Tween 20 (v/v). Para bloquear

sitios de unión no específicos, se agregaron 200 111 de solución TBS/ 0.1% (v/v)

Tween 20 / 2% (p/v) BSA, por pozo y se incubó a 37°C por 2 horas. Transcurrido

este tiempo, se volvieron a lavar las placas como se describió y se agregaron 100

¡.t.1 de suero (diluido 1:10 en solución de bloqueo TBS-T 2% BSA) y 100 111 de

secreciones cervicales y fecales (diluidas 1:2 en la misma solución de bloqueo

anterior). Las placas se incubaron a 37°C por 2 horas y posteriormente se lavaron

6 veces con el mismo buffer; se adicionaron 100 111 del anticuerpo secundario (Ab­

Rabbit antialgG+A+M de ratón) acoplado a fosfatasa alcalina (AP, Dako Ca.

Carpinteria, CA ) por pozo, diluido 1:200 en solución bloqueadora y se incubó a

37°C por 2 horas; después de 6 lavados (Buffer TBS-T), se quitaron las burbujas y
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se adicionó el sustrato de la AP, disolviendo una tableta de 5 mg de sustrato de

fosfato Sigma 104 (Sigma Co. UK), en 5 mi de dietanolamina al 10 % (v/v) pH 9.8.

A cada pozo se le adicionaron 100 111del sustrato y se incubaron por 2 horas , para

poder revelar la presencia de anticuerpos mediante la reacción colorida entre la

fosfatasa alcalina y su sustrato. La reacc ión fue determinada en un lector de

ELlSA a 405 nm.

45

Neevia docConverter 5.1



6. RESULTADOS.

El genoma del Virus del Papiloma Humano tipo 16 (HPV 16) prototipo , de

aproximadamente 8000 pares de bases se obtuvo a partir del plásmido

puCHPV16 , en donde se encontraba clonado como un fragmento Bam HI - Bam

HI.

6.1. Obtención del gen L1.

El gen L1 se amplificó mediante PCR (sección 3.10) a partir del genoma completo

de HPV 16 obtenido. El resultado de la amplificación se muestra en la Figura 5.

Como control positivo se incluyó el plásmido pGFP16L1 que contiene la secuencia

completa de L1 Y como control negativo se usó agua en lugar de DNA. En el

control positivo se pudo observar la amplificación de un producto de

aproximadamente 1670 pb. La amplificación del genoma de HPV16 obtenido

produjo una banda de un peso similar a la observada en el control positivo, y que

corresponde con el peso esperado para el fragmento que contiene al gen L1. Por

otra parte, en el control negativo no se observó amplificación de producto alguno.

Estos resultados sugieren que el producto obtenido del PCR es el fragmento que

contiene al gen L1.
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Figura 5. Amplificación del gen L1 a partir del genoma del HPV16. El gen L1 fue amplificado por

PCR usando los oligonucleótidos EveL1F Y 16L1Sal.

Carriles: 1.- Marcador de peso molecular; 2.- Control Positivo; 3.- Genoma de HPV16 obten ido de

puCHPV16 ; 4.- Control negat ivo.

6.2. Clonación del gen L1 dentro del vector pcDNA3.

El gen L1 de HPV 16 se obtuvo por PCR como un fragmento Kpnl - Xhol de 1670

pb Y se ligó en el vector pcONA3, para generar el plásmido pHPV16L1. El

producto de la ligación se utilizó para transformar bacterias competentes.

Posteriormente se seleccionaron 10 colonias bacterianas y su ONA se analizó

para determinar la presencia del plásmido por restricción enzimática con Hind 111.

La enzima Hind 111 corta en un sitio único situado en la región de poli-clonación del

vector pcONA3 y no tiene sitio de corte en el inserto, por lo que se espera que

linearice el plásmido, lo cual permitirá diferenciar las colonias recombinantes, que

presentarían un fragmento único de 7Kb, de las no recombinantes, que
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presentarian una banda de 5.4 Kb. En la Figura 6 se muestra el resultado del

análisis de restricción para dos colonias. En ésta se observa que solamente la

colonia número 2 presentaba una banda del tamaño esperado para el plásmido

pHPV16L1 (Figura 6 carriles 2 y 3). Estas dos colonias fueron estudiadas

poster iormente por restricción enzimática doble usando Hind 111 y Xba 1. Al igual

que Hind 111 , la enzima Xba I tiene un solo sitio de corte en la región de

policlonación del vector pcDNA3 y no corta al inserto, por lo que se espera que la

doble digestión con estas enzimas libere un fragmento de 1670 pb conteniendo al

inserto L1 Yuno de 5.4 Kb que correspondería al vector . El resultado de esta doble

digestíón mostró que solamente la colonia 2 presentaba las 2 bandas esperadas,

tanto de L1 como del vector (Fígura 6 carriles 4 y 5). Dado que ésta es la mísma

colonia que presentó la banda de 7 Kb en la restricción enzimática anterior, los

resultados sugieren que la colonia 2 es recombinante (Fígura 6 carriles 3 y 5).

2 2 colonla
pb

7000
5000

2000
1600

000

500

_ 7 kb (pHPV16Ll)

- 5.4 kb (pcDNA3)

- 1.6 kb (Ll)

Hind 111 Hind 111 - Xha I
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Figura 6. Anál isis por restricción enzimática de las colonias bacter ianas 1 y 2. Las colonias fueron

analizadas con la enzima Hind 111 sola, o sometidas a una doble digestión con Hind 111 - Xba 1como

se indica.

El primer carril contiene el marcador de peso molecular .

Con el fin de corroborar que el fragmento clonado en el vector es el gen L1, se

analizó el DNA de la colonia recombinante por PCR utilizando oligonucleótidos

específicos para la amplificación del gen L1 del HPV16. Como control positivo se

usó el plásmido pGFP16L 1, obtenido anteriormente en el laboratorio y como

control negativo agua en lugar de DNA. La reacción produjo la amplificación de un

fragmento de un peso similar al obtenido en el control positivo y que corresponde

al esperado para el gen L1. Estos resultados muestran que el fragmento clonado

es el gen L1 del HPV16 (Figura 7).

2 3 4
pb

6000

2000
1600

000
500

- 1670 pb (Ll)

Figura 7. Amplificación del gen L1 a partir de la colonia recombinante (No. 2).

Carriles: 1.- Marcador de peso molecular; 2.- Control positivo (pGFP16L1); 3.- Producto de PCR

de la colonia recombinante; 4.- Control negativo.
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Juntos, estos resultados demuestran que la clonación del gen L1 dentro del vector

de expresión pcONA3 para formar el plásmido pHPV16L1 (Figura 8) fue exitosa.

pHPV16-L1: Kpn I - Xho I

!lL""TlPO"'- ""'-.I~"~IPU-."...,

Figura 8. Representación esquemática de la clonación del gen L1 en el vector de expresión

pcONA3. en la región de policlonación , como un fragmento Kpn I - Xho 1.

Como se indicó en la sección 3.10 el plásmido pctx8 (Figura 9) fue construido

previamente en el laboratorio, y contiene al gen que codifica para la subunidad 8

de la toxina col~rica clonado como un fragmento Not 1- Xba 1, dentro del vector de

expresión pcONA3.
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p...."'txB: Not I - Xba I

p,.",

.. ... ...."........~ . ­
" ' ,o l"'oot l _ t .".

J\l\llv:" tllt.1
U ..

Figura 9. Representación esquemática de la clonación del gen de la toxina colérica como un

fragmento Not I - Xba 1, dentro del vector de expresión pcDNA3.

De igual forma, el plásmido quimérico pctxB/L 1 (Figura 10) fue también construido

previamente en el laboratorio, subclonando el gen L1 como un fragmento Kpn I -

EcoRV, en el plásmido pctxB.
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pctxBIL 1: ll " Kpn I • EcoRV. ctxB" Nol I • Xba I

st :''lif IUK) 4'í'l\l:~" IU() S.U _I InOt.:,.. f"c.R'" ~.. I

,.

.....

......

1'1"11 11

Figura 10. Represen tación esquemática de la subclona ción del gen L1 como un fragmento Kpn I -

EcoRV. en el plásmido pctxB.

Con la finalidad de determinar la integridad de las secuencias clonadas en los

diversos plásmidos, los genes L1 Y ctxB fueron analizados en este trabajo por

secuenciación (sección 3.11). Al comparar las secuencias resultantes del anális is

con las secuencias obtenidas del banco de datos (Gene-Bank), se pudo constatar

que no hubo cambios en ellas.

6.3. Estudio de la expresión de L1 Y ctx8 a partir de los

plásmidos.

Con la finalidad de determinar si los genes clonados son expresados a partir de

los plásmidos en células vivas, se realizó un ensayo de expresión in vivo de los
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plásmidos en células de mamífero, a través de la transfecc ión de tumores de

melanoma murino con los plásmidos pHPV16L1, pctxB y pctxB/L1. El RNA fue

aislado, retrotranscrito a cONA, y amplificado. Los resultados obtenidos muestran

que se amplificó un fragmento de 325 pb correspondiente al tamaño esperado

para la secuencia de ctxB, de las células transfectadas con el plásmido pctxB.

(Figura 11 carril 2), por otro lado, se amplificó el fragmento completo del gen L1 de

1670 pb, de las células transfectadas con el plásmido pHPV16L1 (Figura 11 carril

3). Se amplificaron fragmentos del tamaño esperado tanto de ctxB, como de L1,

de las células transfectadas con el plásmído quimérico pctxB/L1, utilizando

oligonucleótidos específicos para ctxB (Figura 11 carril 4) o L1 (Figura 11 carril 5).

Además se amplificó un fragmento de aproximadamente 2000 pb de las células

transfectadas con el plásmido pctxB/L1 (Figura 11 carril 6), usando una

combinación de los oligonucleótidos L1 forward y ctxB reverse, indicando que los

genes de L1 YctxB son transcritos como una sola secuencia .

pb

2000- ...,

ISOO - ':.: .:::

pb

.. '_ " ' _ 0. _2036
-1600

600 ­

400 ­

300 -

\- - '_. '
-8S0

-500
- 400

2 3 4 5 6 7

Figura 11. Anál isis de la expresión de los genes L1 Y ctxB en células de mamífero. Los plásmidos

pctxB (carril 2), pHPV16L1 (carril 3), y pctxB/L1 (carriles 4, 5 Y 6) fueron inyectados directamente
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en tumores de melanoma creciendo en ratones. 48 hrs. después el RNA total de las células

transfectadas fue extraldo, retro-transcrito y amplificado utilizando oligonuc leótidos específicos

para el gen L1 (carriles 3 y 5), para la secuencia ctxS (carriles 2 y 4), o bien con una combinación

de los oligonucleótidos L1-forward y ctxS-reverse (carril 6). Carriles 1 y 7.- marcadores de peso

molecular.

Estos resultados sugieren que los genes clonados pueden ser expresados por

células de mamífero, a partir de los plásmidos constru idos. Por lo tanto se pueden

utilizar para la inmunización de los ratones.

6.4. Generación de anticuerpos en los ratones vacunados.

Se sabe que la subunidad B de la toxina del cólera es un fuerte adyuvante de la

respuesta inmune de anticuerpos mediada por vacunas tradicionales. Sin

embargo, se desconoce si el uso de la secuencia génica que codifica para dicha

subunidad puede ser incorporada como un adyuvante en un modelo de vacuna

génica. Para investigar acerca de este punto, en el presente trabajo se probó el

efecto adyuvante de la inclusión de plásmidos que expresan ctxB para la

generación de anticuerpos. tanto sistémicos (lg8) como secretorios (lgA cervicales

y fecales), inducidos por una vacuna génica contra el HPV16. Para este fin se

vacunaron grupos de ratones con el plásmido pHPV16L1 solo o en combinación

con el plásmido pctx8. También se vacunaron ratones con el plásmido quimérico

que expresa a L1 como una fusión con ctxB. Como controles negativos se

utilizaron grupos de ratones vacunados con PBS o bien con el plásmido pctxB
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solo. Finalmente, como un control positivo se incluyó un grupo de ratones

vacunados con el plásmido pHPV16L1 en combinación con la subunidad B de la

toxina colérica recombinante.

6.5. Efecto adyuvante de pctxB sobre la producción de

anticuerpos del tipo IgA en secreciones cervicales.

Las secreciones cervicales de los ratones vacunados fueron colectadas 28 dias

después de la vacunación. La presencia de anticuerpos fue analizada mediante

ensayos de ELlSA utilizando VLP's como antígeno blanco. Como se puede

observar en la Gráfica 1, la vacunación con el plásmido pHPV16L1 indujo la

generación de una respuesta de anticuerpos significativamente mayor a la

observada en los controles negativos que recibieron solo PBS (p=O.002), o fueron

inmunizados con el plásmido pctxB (p=O.056). De manera interesante , el promedio

de la respuesta de anticuerpos incrementó cuando se utilizó el plásmido pctxB

como adyuvante, sin embargo esta diferencia no fue estadisticamente significativa

(p=O.161). Por otro lado, es notable observar que la vacunación con el plásmido

que expresa a L1 como una fusión con ctxB indujo un incremento en la respuesta

promedio de anticuerpos que resultó altamente significativa (p=O.0002), sugiriendo

que la expresión conjunta de las proteínas tiene un efecto adyuvante sobre la

producción de anticuerpos cervicales. Como se esperaba , la co-administración de

la subunidad B recombinante produjo un efecto adyuvante significativo (p<O.0001).

Es interesante hacer notar que cuando se comparó el efecto adyuvante producido
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por la proteína de fusión y la subunidad recombinante no se observó una

diferencia significativa (p=O.7413), lo que sugiere que poseen un efecto similar .
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Gráfica 1. Detección de anticuerpos IgA en Secreciones Cervicales. Grupos de 10 ratones fueron

vacunados por la vía oral con el plásmido pHPV16L 1 solo, en combinación con pctxB, y con el

plásmido de fusión pctxB/L1. Como controles negativos se utilizaron grupos de ratones

inmunizados con PBS o con pctxB solo. Como control positivo se incluyó un grupo que recibió

pHPV16L1 ca-administrado con la subunidad B de la toxina colérica recombinante (ctxBr) . Las

barras representan el valor promedio de absorbancia de los 10 ratones de cada grupo por

duplicado. La Desviación Estándar de cada grupo de datos se presenta en cada barra.

Adicionalmente se realizó el análisis cuantitativo de la proporción de individuos

que respondieron a la vacunación en los diferentes grupos experimentales . Los

resultados se pueden observar en la Tabla 1. El valor de corte de positividad a la

presencia de anticuerpos se calculó como el promedio de los valores de

absorbancia obtenidos en los grupos de ratones inmunizados con PBS y con el

plásmido pctxB. En el grupo de ratones que recibieron el plásmido pHPV16L1 se

56

Neevia docConverter 5.1



observó que 7 de 10 presentaron anticuerpos contra L1, mientras que solo 6 de 10

del grupo que recibió el plásmido pHPV16L1 en combinación con pctxB

respondieron generando anticuerpos. En el caso del grupo que recibió el plásmido

quimérico el número de animales que generaron una respuesta de anticuerpos se

incrementó a 8 de 10. Finalmente en el grupo que recibió el plásmido pHPV16L1

en combinación con la subunidad B recombinante se observó que 9 de 10

animales generaron una respuesta positiva de anticuerpos.

Tabla 1. Estudio cuantitativo de los individuos que desarrollaron una respuesta de anticuerpos de

tipo IgA en Secreciones Cervicales después de la vacunación .

VACUNACION No. DE ANIMALES No. DE ANIMALES CON
VACUNADOS ANTICUERPOS

PBS 10 O
pctxB 10 O

pHPV16L1 10 7
pctxB + pHPV16L1 10 6

pctxB/L1 10 8
pHPV16L1 + ctxBr 10 9

6.6. Efecto adyuvante de pctxB sobre la producción de

anticuerpos del tipo IgA en extractos fecales.

Los extractos fecales de los ratones vacunados fueron colectados 28 días

después de la vacunación. La presencia de anticuerpos fue analizada mediante

ensayos ELlSA como se mencionó en la sección 6.5. Como se puede observar en

la Gráfica 2, la vacunación con el plásmido pHPV16L1 indujo la generación de una

respuesta de anticuerpos significativamente mayor a la observada en los controles
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negativos que recibieron PBS (p=O.0008), o fueron inmunizados con el plásmido

pctxB (p=0.433) . De suma importancia fue el hecho de que el promedio de la

respuesta de anticuerpos incrementó cuando se utilizó el plásmido pctxB como

adyuvante, siendo estadisticamente significativo (p=O.0068). Por otro lado se

observó que la vacunación con el plásmido que expresa a L1 como una fusión con

ctxB indujo un incremento en la respuesta promedio de anticuerpos que fue

altamente significativa (p<O.0001), lo cual sugiere que la expresión conjunta de las

proteínas tiene un efecto adyuvante sobre la producción de anticuerpos anales, y

mayor que la respuesta obtenida en secreciones cervicales . Como se esperaba, la

co-administración de la subunidad B recombinante produjo un efecto adyuvante

significativo (p<O.0001). Es necesario decir que cuando se comparó el efecto

adyuvante producido por la proteina de fusión y la subunidad recombinante se

observó una diferencia significativa (p=O.0008), lo cual sugiere que la subun idad

recombinante posee un efecto mayor de capacidad adyuvante.
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Gráfica 2. Detección de anticuerpos IgA en extractos fecales. Grupos de 10 ratones fueron

vacunados por la vía oral con el plásmido pHPV16L1 solo, en combinación con pctxB, y con el

plásmido de fusión pctxB/L1. Como controles negativos se utilizaron grupos de ratones

inmunizados con PBS o con pctxB solo. Como control positivo se incluyó un grupo que recibió

pHPV16L 1 co-adm ínistrado con la subunidad B de la toxina colérica recombinante (ctxBr). Las

barras representan el valor promed io de absorbancia de los 10 ratones de cada grupo por

duplicado. La Desviación Estándar de cada grupo de datos se presenta en cada barra.

Se realizó también el análisis cuantitativo de la proporción de individuos que

respondieron a la vacunación en los diferentes grupos experimentales. Los

resultados se pueden observar en la Tabla 2. El valor de corte de positividad a la

presencia de anticuerpos se calculó como el promedio de los valores de

absorbancia obtenidos en los grupos de ratones inmunizados con PBS y con el

plásmido pctxB. En el grupo de ratones que recibieron el plásmido pHPV16L 1 se

observó que 7 de 10 presentaron anticuerpos contra L1, mientras que 8 de 10 del

grupo que recibió el plásmido pHPV16L1 en combinación con pctxB respondieron

generando anticuerpos. En el caso del grupo que recibió el plásmido quimérico el
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número de animales que generaron una respuesta de anticuerpos se incrementó a

9 de 10. Finalmente en el grupo que recibió el plásmido pHPV16L1 en

combinación con la subunidad B recombinante se observó que los 10 animales

generaron una respuesta positiva de anticuerpos.

Tabla 2. Estudio cuantitativo de los individuos que desarrollaron una respuesta de anticuerpos de

tipo IgA en extractos fecales después de la vacunación .

VACUNACION No. DE ANIMALES No. DE ANIMALES CON
VACUNADOS ANTICUERPOS

PBS 10 O
pctxB 10 O

pHPV16L1 10 7
pctxB + pHPV16L1 10 8

pctxB/L1 10 9
pHPV16L1 + ctxBr 10 10

6.7. Efecto adyuvante de pctxB sobre la producción de

anticuerpos del tipo IgG en suero.

La sangre de los ratones vacunados fue colectada 28 días después de la

vacunación. La presencia de anticuerpos fue analizada mediante ensayos ELlSA

como se describió en la sección 4.5. Como se puede observar en la Gráfica 3, la

vacunación con el plásmido pHPV16L1 indujo una generación de anticuerpos

significativamente mayor a la observada en los controles negativos que recibieron

solo PBS (p=0.0058), o fueron inmunizados con el plásmido pctxB (p=0.764).

Interesantemente, el promedio de la respuesta de anticuerpos incrementó cuando

se utilizó el plásmido pctxB como adyuvante, siendo esta diferencia

estadisticamente significativa (p=0.0073). Por otro lado, es interesante observar
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que la vacunación con el plásmido que expresa a L1 como una fusión con ctxB

indujo un incremento en la respuesta promedio de anticuerpos que resultó

altamente significativa (p=O.0001), sugiriendo que la expresión conjunta de las

protefnas también tiene un efecto adyuvante sobre la producción de anticuerpos

sistémicos . Por otro lado, la co-administración de la subunidad B recombinante

produjo un efecto adyuvante significativo (p<O.0001). Es interesante hacer notar

que cuando se comparó el efecto adyuvante producido por la proteina de fusión y

la subunidad recombinante sí se observó una diferencia significativa (p=O.0438), lo

que sugiere que la toxina recombinante tiene un efecto adyuvante mayor en la

generación de anticuerpos IgG circulantes .
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Gráfica 3. Detección de anticuerpos IgG en suero. Grupos de 10 ratones fueron vacunados por la

vía oral con el plásmido pHPV16L1 solo, en combinación con pctxB, y con el plásmido de fusión

pctxB/L1. Como controles negativos se utilizaron grupos de ratones inmunizados con PBS o con

pctxB solo. Como control positivo se incluyó un grupo que recibió pHPV16L 1 ca-administrado con

la subunidad B de la toxina colérica recombinante (ctxBr) . Las barras representan el valor promedio
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de absorbancia de los 10 ratones de cada grupo por duplicado . La Desviac ión Estándar de cada

grupo de datos se presenta en cada barra .

Como en el caso de las secreciones cervicales y los extractos fecales, se realizó el

análisis cuantitativo de la proporción de individuos que respondieron a la

vacunación en los diferentes grupos experimentales. Los resultados se pueden

observar en la Tabla 3. El valor de corte de positividad a la presencia de

anticuerpos se calculó como el promedio de valores de absorbancia obtenidos en

los grupos de ratones inmunizados con PBS y con el plásmido pctxB. En el grupo

de ratones que recibieron el plásmido pHPV16L1 se observó que 7 de 10

presentaron anticuerpos contra L1, mientras que 8 de 10 del grupo que recibió el

plásmido pHPV16L1 en combinación con pctxB respondieron generando

anticuerpos. En el caso del grupo que recibió el plásmido quimérico el número de

animales que generaron una respuesta de anticuerpos se incrementó a 9 de 10.

Finalmente en el grupo que recibió el plásmido pHPV16L1 en combinación con la

subunidad B recombinante se observó que los 10 animales generaron una

respuesta positiva de anticuerpos.
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Tabla 3. Estudio cuantitativo de los individuos que desarrollaron una respuesta de anticuerpos de

tipo IgG en suero después de la vacunación.

VACUNACION No. DE ANIMALES No. DE ANIMALES CON
VACUNADOS ANTICUERPOS

PBS 10 O
pctxB 10 O

pHPV16L1 10 7
pctxB + pHPV16L1 10 8

pctxB/L 1 10 9
pHPv16L1 + ctxBr 10 10

63

Neevia docConverter 5.1



7. DISCUSiÓN.

En este proyecto se estudió el efecto adyuvante de la subunidad B de la toxina del

cólera como potenciador de la respuesta inmune mediada por anticuerpos tipo IgA

secretorios e IgG séricos, después de inmunizar por vía oral con una vacuna

génica conteniendo la secuencia del gen L1 del Virus de Papiloma Humano tipo

16. Los resultados indican que la inclusión de ctxB aumenta la producción de

anticuerpos específicos, dando lugar a una mayor respuesta humoral en mucosas

y suero.

En el estudío de la expresión de los genes L1 Y ctxB in vivo, a partir de los

plásmidos pHPV16L1, pctxB y pctxB/L1, se observó que los genes L1 Y ctxB

pudieron ser expresados en células de mamífero a partir de los plásmidos

pHPV16L1 y pctxB respectivamente, como lo indica la presencia del RNA

mensajero para cada uno. Estos resultados sugieren que los genes clonados en

estos vectores se transcriben eficientemente en células de mamífero. Además, de

la misma manera se pudo observar que en las células transfectadas con el

plásmído quimérico pctxB/L1, los genes de L1 Y ctxB son transcritos como una

sola secuencia, por lo que se espera la produccíón de una proteína de fusión. El

análisis de RNA mensajero muestra que los genes están siendo transcritos , sin

embargo no demuestra que las proteínas se producen. Para demostrar lo anterior

sería necesario extraer las proteínas de las células transfectadas , separarlas por

electroforesís, y detectar las proteínas de interés mediante un Western Blot con
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anticuerpos específicos contra L1 ó ctxB .

Los anticuerpos IgAs producidos en superficies mucosas son la primera línea de

defensa en contra de patógenos que infectan las membranas mucosas (Goodman,

1991). Se sabe que la mucosa genital es la vía de entrada del HPV16 al

organismo, por lo que es importante que una vacuna sea capaz de inducir la

producción de este tipo de anticuerpos.

La producción de anticuerpos del tipo IgA fue evaluada en secreciones cervicales.

Como se esperaba, la vacunación con el plásmido que expresa L1 indujo la

sintes is de anticuerpos especificos. El nivel de producción de este tipo de

anticuerpos aumentó con la ce-administraci ón de ctxB recombinante. Estos

resultados coinciden con lo encontrado por Chen [1990] y Hirabayash i [1991] ,

quienes observaron el incremento en el nivel de anticuerpos IgA, utilizando a ctxB

como adyuvante después de una vacunación contra la influenza , por via oral e

intranasal, respectivamente, y sugieren que la ctxB puede ser utilizada como un

adyuvante de la generación de anticuerpos cervicales mediados por vacunas

génicas . Es interesante observar que la co-adm inistración del plásmido que

codifica la ctxB indujo un aumento en la producción de anticue rpos cervicales,

pero este incremento no fue significativo. Esta observación contrasta con el hecho

de que la vacunación con el plásmido que expresa la prote ína quimérica L1-ctxB

produjo un aumento significativo de la respuesta de anticuerpos, mismo que fue

similar al producido por la toxina recombinante. Es probab le que esta diferencia se

deba a que durante la co-administración de 2 plásmidos diferentes, las células no
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estén internalizando la misma cantidad de un plásmido que del otro, y por lo tanto

no se produzca una cantidad adecuada de adyuvante, mientras que cuando se

administra la toxina recombinante junto con el plásmido que codifica para L1, la

toxina va purificada y es más fácil que sea reconocida por las células del sistema

inmunológico, obteniéndose una respuesta más rápida y efectiva , que cuando se

administra el plásmido. Esta observación coincide con lo encontrado por Hornquist

y sus colaboradores, de que la subunidad B de la toxina colérica es el adyuvante

más potente en mucosas (Hornquist el al, 1994), aún cuando es administrada por

via oral (Rask et al, 2000), aumentando la respuesta de anticuerpos locales

(Spangler, 1992).

Por otro lado, el estudio cuantitativo de los individuos que desarrollaron una

respuesta de anticuerpos IgA en secreciones cervicales , corrobora lo anterior, ya

que se pudo observar que fue mayor el número de individuos que respondió

cuando se vacunó con el plásmido que expresa L1, que cuando se vacunó co­

administrando pctxB, apoyando la teoria de que quizás la respuesta pudo haber

sido menor en la co-administración ya que eran 2 plásmidos diferentes y la

captación de estos por las células no fue igual que si se administrara uno solo. De

igual manera se observó que el número de individuos que respondió fue mayor

que los anteriores cuando se administró el plásmido quimérico, pero fue uno más

el que respondió cuando se administró la toxina recombinante, apoyando

nuevamente la capacidad adyuvante de ctxB y demostrando que la toxina

recombinante purificada produce mayor respuesta, medida en este caso por un

individuo más que responde.

La producción de anticuerpos del tipo IgA fue también analizada en extractos
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fecales. La vacunación con el plásmido que expresa L1 indujo la producción de

esta clase de anticuerpos. Esta observación resulta interesante porque

anteriormente no se habia probado la capacidad de la vacuna génica para

producir anticuerpos de la mucosa que recubre el tracto digestivo, y se pudo

observar que al utilizar la secuencia génica que expresa ctxB , el nivel de

anticuerpos aumentó de manera significativa. Estos resultados coinciden con lo

encontrado por Czerkinsky y colaboradores [1989], en cuanto a que ctxB provoca

un incremento en la inmunidad de mucosas contra un antígeno foráneo,

incluyendo la formación de anticuerpos IgA en el intestino después de una

inmunización oral, e implican que ctxB puede ser utilizado como un adyuvante

muy eficiente para producir una respuesta de anticuerpos IgA en la mucosa

gastro-intestinal.

Según lo encontrado en un estudio , la producción de anticuerpos IgA generada

por ctxB es mediada por la interleuc ina TGF-p1 y es dependiente de IL-2 como

cofactor (Pyeung-Hyeun et al, 1998). Se sabe que TGF-p1 promueve la

recombinación de las cadenas pesadas para IgA en células murinas y humanas , y

la IL-2 puede promover la secreción de IgA por células B del bazo (Kim y Kagnoff,

1990), ya que permite la activación de células B que a su vez encienden a las IgA,

promoviendo as! su secreción (Pyeung-Hyeun et al, 1998).

Por otro lado, la co-administración del plásmido pctxB , indujo un incremento en los

anticuerpos presentes en los extractos fecales , que a diferencia de lo observado

en secreciones cervicales, fue estad!sticamente significativo. Es posible que esta
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diferencia se deba a la presentación al sistema inmune en la superficie mucosa

gastro-intestinal a través de la capacidad de ctx8 de unirse a los receptores GM1

de las células epiteliales y asi potenciar el transporte del antígeno a través del

epitelio (Neutra et al, 1987). Esto podría ser más rápido y efectivo ya que esta

zona se encuentra más cerca de la cavidad oral por donde fue administrado el

plásmido, a diferencia del epitelio cervical en donde quizás la captura de los genes

sea un poco más compleja por todo el recorrido que tiene que hacer el plásmido

que los contiene para poder ser captados por las células del epitelio cervical. Para

demostrar lo anterior sería necesario realizar un ensayo de unión al gangliósido

GM1, utilizando células del epitelio gástrico y compararlo con epitelio cervical, para

poder observar las diferencias en los niveles de unión de ctx8 a los 2 epitelios.

Coincidentemente con lo observado en los anticuerpos cervicales , la respuesta de

IgA en extractos fecales fue de manera importante potenciada por el plásmido que

expresa la proteína de fusión L1-ctx8. El efecto adyuvante de esta fusión fue

similar al registrado para la subunidad 8 recombinante .

Es importante mencionar que los niveles de anticuerpos encontrados fueron más

altos en los extractos fecales que en las secreciones cervicales , en todos los

grupos experimentales . Quizá el efecto es menor en el epitelio cervical debido a

que inicialmente ctx8 que es el adyuvante que utilizamos en este experimento,

tiene predilección para unirse a las células del epitelio mucoso que se encuentra

en el intestino, y tal vez en el paso a la mucosa urogenital, el efecto adyuvante

puede ir diluido y verse disminuida su capacidad para producir anticuerpos . Por

otro lado, las células del epitelio cervical (endometrio) se desprenden en la última

68

Neevia docConverter 5.1



parte de la fase lútea llamada fase secretoria en el ciclo estral de las ratonas ,

debido a que el óvulo liberado no fue fertilizado (Animal Phisiology, 1997), y ya

que estas son poliéstricas continuas y su ciclo estral tiene una duración de 4 a 5

días (Ganong, 1991), esto pudo haber influido en que hubiera una menor

captación de los plásmidos por las células del epitelio cervical, y por consiguiente

la respuesta inmunológica humoral fue un poco más baja que la observada en la

mucosa intestinal.

Se observó también la respuesta de los individuos de cada grupo exper imental , y

al igual que lo encontrado en secreciones cervicales , la ca-administración de pctxB

produjo una respuesta en un mayor número de individuos que cuando se

administró el plásmido que codifica para L1 solo, sin embargo, el número de

animales que respondieron en estos 2 casos, fue mayor al que se observó en

secreciones cervicales. El plásmido quimérico produjo una respuesta en un

número mayor de individuos que la co-administración de los plásmidos , e

interesantemente la toxina recombinante produjo una respuesta de anticuerpos en

el 100% de los individuos, apoyando lo discutido en cuanto a que el nivel de

anticuerpos IgA es mayor en extractos fecales que en secreciones cervicales.

La producción de anticuerpos IgG en suero fue evaluada y se observó una

respuesta significativa en la producción de estos anticuerpos cuando se administró

el plásmido que codifica para L1, de la misma manera que la respuesta de

anticuerpos observada en secreciones cervicales y extractos fecales . La co­

administración de pctxB tuvo un efecto adyuvante en la producción de los

anticuerpos circulantes, que al igual a lo que se observó en extractos fecales , tuvo
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un valor significativo , lo cual nos indica que no solo se está obteniendo una

respuesta local, sino que también se obtiene una respuesta de anticuerpos de tipo

IgG sistémica.

De la misma manera a lo observado en secreciones cervicales y extractos

fecales, se observó una potenciación significativa de la respuesta de IgG mediada

por el plásmido quimérico. Finalmente, cuando se comparó la respuesta inducida

por el plásmido quimérico con la respuesta obtenida de la toxina recombinante, se

vió que sí hubo una respuesta significativa de la toxina recombinante , al igual que

lo observado en los IgA's de los extractos fecales, corroborando una vez más que

existe una mayor adyuvancia producida por la toxina recombinante tanto en IgAs

como IgG circulantes. Esta observación coincide con lo encontrado por Shen

[2000], Czerkinsky [1989] y Arrington [2002], de la capacidad de la subunidad B de

la toxina del cólera para potenciar una respuesta inmune, aumentando la

producción de anticuerpos séricos (lgG) , en otros modelos de vacunas génicas ,

por el uso de vectores plasmidicos que codifican la secuencia de esta subunidad.

Al realizar el estudio cuantitativo de los individuos que desarrollaron una respuesta

de anticuerpos IgG en suero, se pudo observar exactamente el mismo

comportamiento presente en los resultados obtenidos cuando se evaluó el número

de individuos que respondieron al tratamiento en secrec iones fecales , aunque el

promedio del nivel de anticuerpos es menor al observado en extractos fecales, lo

cual nos indica que responde el mismo número de animales a cada tratamiento,

pero produciendo una cantidad menor de estos.
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Al evaluar la capacidad inmunoestimulante de los plásmidos utilizados como

vacuna en este estudio, se pudo observar que el plásmido quimér ico fue el que

demostró una mayor capacidad adyuvante , sin embargo no se sabe aún si la

localización extracelular y el tamaño de la proteína de fusión afecta las

propiedades físicas y biológicas de ctxB, lo cual podría ser importante para la

inmunogenicidad producida por la proteína quimérica, ya que se sabe que su

capacidad inmunológica está relacíonada al menos en parte, a su afinidad por el

gangliósido GM1, (receptor de membrana) (Dertzbaugh y Elson, 1993). Para poder

demostrarlo, sería necesario realizar un análisis de expresión del plásmido

quimérico in vitro y un Western Blot con el fin de conocer la correcta expresión y el

tamaño de la proteína de fusión, así como también un ELlSA para corroborar la

unión a los anticuerpos específicos anti-L1 yanti-ctxB.

Los resultados sugieren que ctxB posee una propiedad esencial para incrementar

la respuesta de anticuerpos en el tracto intestinal y que esta es mayor a la

producida en el tracto genital y sistémica , respectivamente, esto podría deberse a

la correcta expresión de la proteína ctxB en el epitelio que recubre al tracto

intestinal (Dertzbaugh y Elson, 1993), y como se mencionó anteriormente , a que

pasa primero por este epitelio que al torrente sanguíneo y finalmente al epitelio

cervical , los cuales presentan características químicas ligeramente diferentes.

Se sabe que ctxB debe estar ensamblada en forma de pentámero para poder

expresar su capacidad adyuvante (Hornquist et al, 1994). Es muy probable que la

toxina recombinante mantenga dicha conformación, y produzca por tanto un efecto
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adyuvante potente. En nuestro trabajo observamos que la potenciación inmune

mediada por el plásmido quimérico fue menor a la producida por la toxina

recombinante. Esto podría deberse a la concentración en que se encuentra la

toxina, es decir, cuando se administra la subunidad recombinante la concentración

es conocida, sin embargo, cuando se administra el plásmido que codifica para

dicha subunidad, la concentración que se conoce es la del plásmido y no la de la

subunidad B de la toxina.

La decisión de utilizar solo la subunidad B y no la toxina colérica completa, se

basó en estudios anteriores que han demostrado que ésta es segura para su

administración en humanos a diferencia de la subunidad A que es tóxica

(Spangler, 1992; Arrington et al, 2002), ya que es translocada a la célula después

de unirse la subunidad B al receptor celular, una vez dentro de la célula

hospedera, es desdoblada en el reticulo endoplásmico para poder llegar al citosol

en donde la subunidad A se repliega nuevamente, evadiendo al proteosoma y

generando toxicidad dentro de la célula (Lencer y Tsai, 2003).

Existen estudios que confirman la seguridad del uso de ctxB como adyuvante en

vacunas humanas, como el realizado por Lucas y colaboradores [2005], en donde

utilizaron la subunidad B recombinante en una vacuna oral contra el cólera en una

población urbana del Sahara africano, que resultó altamente efectiva en esta

población con una alta prevalencia de infección por HIV. En un estudio realizado

por Taylor y colaboradores [2000], demostraron la efectividad de la subunidad B

recombinante en una vacuna oral contra el cólera, en un grupo de personas de 2 a
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65 años en Perú, en un lapso de 2 años. Existe también un estudio realizado por

Petersen y colaboradores [2003], en donde se acopló la subunidad B a insulina

humana y porcina para reducir la respuesta auto-agresiva que se obtiene al utilizar

la insulina humana sola, y se encontró que este acoplamiento puede ser utilizado

para producir una respuesta de las células reguladoras de la insulina utilizando

una menor cantidad de insulina humana, así mismo abre las posibilidades de

utilizar este adyuvante oralmente para la prevención de la diabetes tipo 1.

Según algunos reportes, la duración de la respuesta inmune generada por una

vacuna génica tiene una permanencia a largo término, esta afirmación se basa en

estudios en donde se ha dado seguimiento a inmunizaciones en las cuales se han

detectado anticuerpos en contra del antígeno hasta 2 años después de la primera

inmunización (Fazio et al, 2004). Otro estudio soporta la hipótesis de que las

vacunas génicas pueden desencadenar una respuesta humoral , seguida de una

respuesta de células B y T de memoria que es mantenida en una parte

significativa de la vida del animal (Hassett et al, 2000), aún cuando son

administradas en los primeros días de vida.

Algunos reportes sugieren que la vacunación génica puede promover una

respuesta inmune de larga duración (Minor , 1995). Sin embargo, se sabe que la

inmunización génica por la vla oral requiere ser administrada en dosis repetidas,

ya que es indispensable la expresión prolongada de la proteína antigénica para

desarrollar una adecuada respuesta inmune en las mucosas (Ramachandran ,

1998).
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La respuesta inmune sistémica y en la mucosa que recubre el tracto ano-genital

que se obtuvo en este trabajo podría permanecer por un largo periodo de tiempo,

ya que existen reportes de que la respuesta inmunológica humoral en mucosas y

sistémica producida por una vacuna de DNA, puede producir células de memoria,

esto aunado a que la respuesta producida por Vibrio cholerae puede durar años ,

sin embargo se requiere de un estudio de seguimiento a través del tiempo de vida

de las ratonas vacunadas, que podría ser un periodo de aproximadamente 2 años ,

midiendo el título de anticuerpos, asi como también la respuesta inmune mediada

por células , incluyendo como grupos de estudio a las ratonas inmunizadas con el

plásmido quimérico y utilizando como control positivo al plásmido pHPV16L1 más

la subunidad B recombinante.

Las vacunas de DNA ofrecen una serie de ventajas sobre las vacunas

tradicionales, incluyendo una gran estabilidad además de iguales ventajas cuando

son administradas con un adyuvante . El uso de plásm idos que codifican moléculas

con capacidades adyuvantes demostradas, podria ser una alterna tiva conven iente

para mejorar la eficacia de vacunas de DNA, sin dism inuir sus ventajas para un

desarrollo comercial. Se ha podido demostrar que este tipo de vacunas presentan

muy pocos efectos colaterales que no son peligrosas para los individuos

inmunizados, además de que los genes que controlan la replicación del plásmido

de origen bacteriano no tienen homología o similitud con las secuencias génicas

en un hospedero eucariótico, esto reduce considerablemente la probabilidad de

recombinación e integración con el DNA hospedero. Otra gran ventaja de las

vacunas génicas desde el punto de vista de los países en vías de desarrollo, es
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que pueden ser manufacturadas sin una sofisticada tecnologia de producción y

purificación de proteínas.

Con base en lo anterior y a los resultados obtenidos en este proyecto, podemos

ver la necesidad de realizar estudios posteriores para poder igualar la potenciación

de las respuestas obtenidas con la subunidad B y con el plásmido quimérico en el

modelo de vacuna génica contra HPV16, para que esta fusión de la proteína

antigénica L1 a la subunidad B de la toxina del cólera, produzca una respuesta

inmune de tipo celular que perdure en el tiempo de vida del organismo vacunado .
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8. CONCLUSIONES.

El uso de la secuencia codificadora para la subunidad B de la toxina del cólera,

incrementa significativamente la producción de anticuerpos especlñcos mediados

por una vacuna génica contra L1, en suero y en las mucosas gástrica y cervical.

El nivel de potenciación de la respuesta de anticuerpos inducido por un plásmido

quimérico que contiene a los genes L1 Y ctxB, es mayor que el inducido por la co­

administración de plásmidos individuales.

El efecto potenciador del plásmido quimérico fue semejante al inducido por la

toxina recombinante en la mucosa cervical, marginalmente superior en el suero y

significativamente más alto en la mucosa gástrica.

La secuencia codificadora de la subunidad B de la toxina colérica puede ser usada

como un adyuvante en vacunas génicas de administración oral, para potenciar una

respuesta inmune sistémica y en el tracto ano-genital.
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APÉNDICE A:

Buffer de carga

Azul de bromofenol 0.25%
Xilencianol FF 0.25%
Glicerol puro 45.0%

Los colorantes se disuelven en 20 mi de agua destilada estéril con un agitador

magnético hasta asegurarse de que se disuelvan por completo (si es necesario ,

agregar otros 20 mi de agua). Se agrega poco a poco el glicerol manteniendo la

agitación y se afora a 100 mi, se almacena a temperatura ambiente.

Buffer de Elusión TAE 1x (Tris-Acetato)

Tris-acetato 0.04 M
EDTA 0.001 M

Para preparar este buffer, se disuelven los reactivos anteriores en agua

desionizada y se afora al volumen deseado. Se esteriliza en autoclave (15 Ib/sq en

ciclo liquido). Se almacena a temperatura ambiente.

Buffer TBE 1x (Tris-Borato-EDTA)

Tris-base 0.45 M
Ácido Bórico 0.45 M
EDTA 0.001 M

Para preparar 1 litro de este buffer, se disuelven 5.45 g de Tris-base más 2.78 g

de ácido bórico, en 800 mi de agua desionizada, posteriormente se agregan 0.37g

de EDTA Yse justa el pH a 8.0, se afora a 1000 mi y se esteriliza en autoclave (15

Ib/sq en ciclo liquido) . Se almacena a temperatura ambiente.
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Buffer TE (Tris-Hel EDTA, pH 8.0) 1X

Tris-HCI 10 mM
EDTA 1 mM

Para preparar 1 litro de este buffer, se disuelven 1.21 9 de Tris-Hül más 0.37 9 de

EDTA, en 800 mi de agua desion izada y se ajusta el pH a 8.0, se afora a 1000 mi

y se esteriliza en autoclave (15 Ib/sq en ciclo líquido) . Se almacena a temperatura

ambiente.

Gel de Agarosa al 1%

1 9 de agarosa
100 mi de Buffer TBE 1x

Se disuelve en calor, ya bien disuelta la agarosa se deja enfriar y se le agregan

100 ¡.tI de Bromuro de Etidio (0.5 mg/ml).

Medio LB

10 9 de Bactotriptona
5 9 de Extracto de levadura
10 9 de NaCI
400 J.11 de NaOH 10 M

Se disuelven en agua destilada y se afora a 1 L, ajustando el pH a 7.5, se

esteriliza en autoclave y se conserva en refrigeración en condición estéril.

PBS 1X (1L)

KCI
NaCI
KH2P04

Na2HP04

0.2 9
8.0 9
0.24 9
1.44 9
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Se disuelven todos los reactivos en 800 mi de agua desionizada y se ajusta el pH

a 8.0. Se afora a 1L Y se esteriliza en autoclave (15 Ib/sq en ciclo líquido). Se

almacena a temperatura ambiente.
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Cholera Toxin B-Subunit Gene Enhances Mucosal Imrnunoglobulin A,
. Thl-Type, and CD8+ Cytotoxic Responses When Coadrninistered

Intradermally with a DNA Vaccine
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A plasmid vector encoding the cholera loxin n snbunit (p Clll) was evaluatcd as an int ra dc r ma l gcnctic
adj uva nt for a model DNA vaccine expressing the human papillomavirus type 16 L l capsid gene (pI 6L1 ) in
mice . p16Ll was coad min is tered with pla smid pcm or comm ercial polypcptide cm as a positivc control.
Coadmín ístratlon of pCID índuced a significanl incremenl of specilic ant i-Ll immunoglobulin A (lgA) a nti­
bodies in cervical secrclions (1' < O.OS) and fecal extracts (1' < O.OOS) . Additionally, coadminislralion of pcm
cnhanccd the produclion of interleukin-Z and gamma inlerferon by spleen cells bul did not affect the produc­
lion of interl eukin-a, suggesting a Th l-type helper response. Fu r lhermore, improved CDS+ T vcclt-mcd tntcd
cytotoxic activity was observed in mice vaccinat ed with Ihe DNA vaccine with pcm as an adjuvanl. Thi s
adj uvan l eITeclwas comparable lo that induced by the CID polypeplide. These resulls indicatc th at inl radennal
coadmlnlstratlon of pcm is an adequate mean s lo enh ance thc rnucosa-, Th l-, and CDS+ -m cd ia ted cylo loxic
resp on ses induccd by a DNA vaccine,

Cholcra toxin (Cl'), thc cntcrotoxin produeed by Vibrio chol ­
erae, is a potcnt irnmunoadjuvant (2 6) . cr is cornposcd of IwO
structura lly and functionally diffcrcnt subunits, thc toxic A
subunit (C 1A) and thc ccll -binding 13 subunit (Cm ). Bio logi ­
ca lly ac tive CI I3 assembles ínto penlamers a nd binds with a
high affinit y lo thc cellular receptor GM, gangliosidc (35 ),
which is expressed by a wid e range of nuclcated cells, including
cpithcl ial ccll s, Iymph ocyles, and antigen-prcscn tin g ee lls
(AP Cs) . 013 is recognized as a mucosal adjuvant itsclf ( 12).
W hen c m is applied simulta neously with hcterolog ou s anti­
ge ns, it induces thc st irnula tion of a mucosal respon se to thc
adrnixcd antigcn (15).

The adjuvant capacity of cr for orally adrninistercd antigcns
has long been reeogni zed (26) . More reeently, c m has been
uscd ro enh ance imrnunc responses ro antigcns dclivcrcd by
novel imrnunization routcs (16, 20) . In particular , application
of 0 13 onlo mou se skin ha s been proved lo inducc po le nl
hum oral and ce llula r res po nses aga insl lhe coadminislered an·
ligcn (1).

Th e use o f DNA vaccines represenls a novel slr alegy fo r lhe
induclion of specifie mueosal immune responses. Like lr ad i­
lional v"ecines , lhe abi lity of DNA vaeeines lo el icil mu eosal
respon se s can polenlially be improved by the use of adjuva nls .
Coadminislralion of cr has been used lO increase lhe specilic
immunoglobulin G (IgG) (S) and mueosal IgA (24) respon ses
mediat ed by DNA vaecines. However, lhe use of CII3 alone as
an adjuvanl for DNA vaccines is slill limiled. In ad l1ilion, use
of lhe cr-cod ing sequences as genelic adjuvanls for DNA

• Corrcspondingauthor. Mailing addrcss: Instituto de Investigado·
nes Biomédicas, Dcpto . Biologia Molecular y Biolecnología, UNAM,
Circuito Escolar s/o, Ciudad Ynivcrsllaria. Apdo. Postal 70228, Méx­
ico D.F. CP 04510, Mcxico. Phooc: (5255) 56 22 38 76. Fax: (52 55) 56
22 38 SS. E-mail: lrochaz@scrvidor.unam.mx.
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vaccincs has rcccntly bcen proposcd as an innova tivc app roac h
tha t has produ ced promising rcsul ts (2 ) and tha t dcscrves (u r­
thc r invcstiga tion,

Plasm id DNA encoding suitab lc an tigc ns can read ily and
eco nom iea lly be co ns tructed and produced in large q ua ntit ics .
T hc final pro duct ret ain s an inlrinsic ch ar act e ristic o f D NA:
sta bi lity . This is of particular inl er esllor vaccines meant to be
applied in developing countries, since it would red uce thc nccd
for costly co ld sto rage , Fo r that reason, designing and tcsting
of p!asmids conraining co d ing seq ue nces with thc potcruial of
enha ncing res po nses aga ins t D NA vaee incs is an at t rac tivc
approach nowadays.

In the prcsent work we in vcstigat cd th e capacity o f t hc
Ctll -cod ing seque nee lo enhance th c hum or al a nd cc llu lar
resp o ns es medi at ed by a DNA va ecine . T o do th is, a p las mid
co n ta in ing th c 0 13 genc was con st ru ct cd an d used as an
ad juva n l for a mo del DNA va ec inc co nla in ing lhe Ll ge ne
fro m hum an pa p illo mavirus (H PV ) lype 16 (HPV -16) (32).
Mice wer e im mu nized inlrade rm ally wilh lh e DNA vacci ne
an d lh e pl asm id expressing C IB (p Cm), co m me rcia l CII3
polypepl ide, cr hoJoloxin, or a lr an slati onal fusion p lasm id
exp ress ing a b io logi cally in acli vc 013. Q u r sludy showcd
lhal coa dm ini slration o f pCtI3 en hances lhe p ro d ucl io n o f
fec al a nd ge ni lal IgA antibodi es. Fu rt he rmo rc, pCt I3 in·
duced a Thl-lype re sponse as soei a led wilh a n incremenl o n
C DS +-T- ce ll-spec ilic cytoloxie aeli vil y aga insl Ll -expressing
eell s . The adjuvanl eapaeity of pC113was eomparab lg'lo l hal
of lhe CII3 polypeplide. The fusion pl asmid did nol show
adjuva n l aetivil)'. These resu1l s suggesl lh al lhe p las m id
exp ress ing lhe cm gene can be used as a slro ng adjuva nl fo r
inlrad ermally ad m inisle red DNA vaecines nol o n ly lO en­
hance mucosal responses bul a lso lo improve Thl·mediale d
cell u lar re sponses .
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Cons trucrinn uf plasmlds, AII reag enls uscd Ior thc i!il\I:llion and a mpli f icarion
o( 0:'-:1\ wcrc purchascd from Gibco BRL (Li fe Tcchnologics Inc.• Gaithcrsburg.
~id .) . Genomie D~A "'-as isolated Irom cultures of thc V.cholem("El Tnr biotypc
and .....as uscd as thc te mplare Ior r CRs. Thc complete scqu cncc coding far the
cmcrutoxiu Bcsubunit maturc polypcpri dc was amplificd wiih rhc follo wing oli­
genucl condcs : C tBF (5'-TeA GGC CGC cec CAT ATG CA C ATG AG G
CAe Cf·J' ) and CIIlR (S'·TCA GTC TAG -rrr AAT l T G CCA TAl' TAA
TfG e -J ') . To Iacñita rc clo ning, NUII an d Xbnl rcstr iction sites were incc rpo ­
rat cd inro primcrs ODF and OUR, rcspcctlvcly; thc scqucnccs are show n in
i(.al i~ . Tbc primen wcrc dcsigned to amplify a Iragmcn t sp ann iug from posirio n
un to pos iuon 51::! (Gennank accesr..ion no. K01l70) (25) . Amplificd Irngmc nts
wc rc digc stcd with No II and Xba l to ge nerare cohc swc cuds and insc rtcd imo
thc ;-':\111 and X!:l;¡,1 sitcs uf thc pCDNA3 cxprcssion vector {Inviuogc n e n.• La
JoIIOl . Cllif.), under thc cont rol of thc hum an cytomcgalcvirus immcdiatc-cnny
promotor. lo generare plasm id pOn.

Tbc t i gene was amplilied Irom a wild-type IlrV-16 genom e by r CR with the
(nlln'loing olignnucle\)(ides: UF (S'-Cee TAe CTA GTf CC A GGT CT C
CAC·J') .ud UR (Y ·CeT CGA GAT ATA CAl' AAC CAA ACA AC-J ') .
Pr imer) UF and LlR amplily a 1,672-bp fragment eonlain i n~ Ihe entire LI ­
,oding Sl:quencc . Reeognition sitcs for Kpnl and XhoJ wcre incor por alcd ¡mo
prim er$ 1I r: alld LI R. r c.~pecl ivc ly, and are indicatcd in ilali..-s. Amptilicd LI
fr¡¡gmenl~ were digcsl Cd wilh Kp nJ and Xhol aod ifl'iCrted into the eorre spon d­
ing siles of Ihe pCO NA J \"cclor lo CrC4-i le lhc p l6U expre~iun co nstrucL

T he LI gene u as a lso amp lificd wilh the Uf amI UR' oligo nuclcoti des . Use
uf I'"mer U R' (S' ·CGC GGC CGC GCGT TIA GCA GTI GTA GAG-J")
!cad !> tu lh... amplifiealion of a Iru ncated LI sequcnce (1,612 bp) that lacks the
n.... tur al Il.':r minJ tion !ligna l. A No ll sitc was ineorpora lcd into L1R' <tnd is ind i­
c~l ed in il;l lics. Thc lr unealcd 1.1 (ragm ent w35sub!.:loncd inlu th " Kpn l " nd No ll
sill.'s uf p1;umid pOU to gene ntle translation :ll (usion pl:nmid pLIlU.

The inlegrity o f lhe DNA o( rhe CIB and U inscr ts (rol11all const ruels W¡U;
cnrrnhm .u ed h)' scqu cncing with an AIlI PRI SM 310 Genetie An:tlyze r rE
(Applied Oiosystems. Foster Cily . Calif.).

In ,itro plumid u prrufon. D16FO cc lls (a murine melanoma-d crivcd ceU
lin...) w' re lr ;uu(ceted wirh plasm id p16L1, pClB , o r pUta ( all o( whieh expre!ioS
a nevmyc in IGol ISI res islance gene) by using Ihe FuGENE 6 Irans(ccl ion reagent
( Rnch e Diagn Olilics.. Mannhdm Gmhll , Genn any). DI6FO c:ells (J x 10$) were
eu hured in DulllCeco modified Eagle mcd ium (DMEM) supp lementcd with 10%
hea l·inact ivaled fel al cal( se rum, 100 U o( pcni cillin pe r mi, and lOO JLg o f
strcp lomyci n pe r mi al 3TC (or 24 h. The Fu GENE reagenl (10 JLI) was mixed
with 200 JLI of !>Crum·frec DMEM and ineub aled for S min at roo m tempcrilture .
Plasmill DNA (1.5 JLg)''' ·<15 dit uted in lOO .u of scna m-free DMEM, gen lly mixed
wilh the FuGENE reage nl so lutioll, an d incubated (or IS min at room lem per­
;tl urc . Supplem~nted D M E M (200 Id) wao; adde d lO the FuGENE rcagen t-O NA
mixture :tnd adde d dropwisc lo t he ee Us growing in 2.S mI of supplem cnl ed
DM EM . Th e cells were incubalcd fo r 4S h at JTC in a 5% CO l 3tmo sphio: re .
G~ IS ""'<lS then added at a final concentral ion of 2 me/mI. Transfected cells wc re
m:linl aincd undc r con linuou s sc!« tive prcs.~ure for J to .a week s. Exp ression o f
Ih..• 1.1 and DA proteins was Mudie d by sodium dode cyl sulfat e-polyacryl3mide
gel dectro phor e\i s on 10 and 14% po lyaery1:lmide gel!>. rcspcct ivcly. A tutal o f
10'"cell s wcrc ""ashed with icc -wld ph osp hate-butrered saline ( PBS) Ihree lime s.
The ee l! pc lle ts wcre dilutrd 1:1 in doublc-slrength sample buffer 120 mM Tr is
{pI{ 6.SI, 0.1% sod ium dodecyl sulfate , 10% glyccrul, 1% bromophenol hlue , 100
mM dilhiothrc ito l «DTfJ) and bo iled for 3 minoSamplc.\ along ..... ith molecular
weighl markcl'!oy,-erc resolved hy e1c tt roph orcsis (U(e T cchnologics Inc.) . Afl er
ekctrophoresi~, rhe l'lfo leins we re e leet roh lo tted onlo nitroccllulosc mcmhranes.
Nun ....pccirlCbindi ng siles were sa tu ratcd by incubaling lhe membranc overn ight
al " ·C in Tri s-bufIered saline (T BS; 10 mM Tris Ip H 7.51, 0.9% NaO) conlaining
J% M i ne se ru m albumin (OSA) aod 0.01% sod ium aride. The LJ pro lcin was
dClec ted by using a rabbil aOlipa pillo mavirus anti body (Dalco Cc., Carpinte ria,
Ca Jif.) :tnd the cr S subuni t was de teeted with a rabb it anlj-cr antibody (Sigma .
Sr. louis , Mo.), which wa5 uscd as a pro bc lo reae t with the B subu nit o( er
(Sigma) . by enzyme~li nkcd imm uooso¡bcnt assay (EUSA). M ter incubation with
a lkaline phospha lase-c.onj uga led swine an ti-r abbil secondary anlibody (D ako
Co .), lhe bands we re developed by incubation with Sigma fasl S-bromo-4-chlor o­
) -indolyl phmphale-Nilro Blue Tetrazolium alka line phosphata.\C substr ale
(S;gm.) .

In "'1\'0 plasmid uprtulon. BJ6FO (H-:t') cell s (105) were inoculated ¡nlm­
dermally inlo (he backs o( C57BU6 (H-2") miee, and the miee \lIerc monit or cd
(or tum or (orm alion . Twe nlY da)" alte r inoculation. lhe tumon werc lran sfeete d
by injeclion wilh lOOJL& o(plasmid p16L1, pOB, or pLI ID. Thc micc were killed
.aS h aher plasmid injcc tion, the lumon we re reeovered . and tOO-mg tumor

vamplcs w('re ob tai ncd and homogcn izcd in 1 mI of Tri zo! rcagcnt (1.ife Tcc h­
l1("n~ic..' lnc.) wit h a po \, e r born ogc nizc r. 1'\110(1 RNA wa.. pur ificd hy phcnol­
ehlmo fo rm sc pa ratic n an d isopr op yl alcohol prccipinnion . Spccifl c R NA se­
quc nces wcrc reve rso transcribcd tu cDNA and thcu amphfic d h)"r CR with thc
SupcrScr ipt Onc-Srcp RT -PCR systc m (Life T cchnologics lnc.}. T hc mRNA
scqucnc c spccific for H PV- ltí LI W<lS amplifl cd with prim era Ll f (Y -erA GTf
CCA GGTCfC CAC·J ') and L1r(5'-CAT ATA CAC AAC CAA ACA AC-J') .
and thc OH m RNA scq uence was amplifi cd wüh prim ers OBf (S'-T C A CAT
ATG CAl' ATG AGG CAe Cf-3') and Cl llr (S'-TCA GTT "'\T lTG CCA
TAC TAA TIG C-) ') . mRNA from p t.uu-transfcctcd cclls was arnplifi cd hy
using primcrs U f and U r, primcrs CtIlf and Crü r. o r pr imcr s Uf und Ct Br.

GM I (:an(: lioside·bindi ng essa y. For tbc GM 1 gnngliosidc -binding assay, cul­
tut es uf pOD - und pt.n ü -rransrcc rcd Ol 6F O ccus . which had bccn maim aincd
con tinuo usly unde r sclc ctivc prcssurc with G41~ fur more tban 4 wcck s. wcrc
uscd . 10e cclls (10") wc tc washcd three times wilh icc-cold rus.Thc cctts wcrc
rcsuspcndcd in lys is buñcr con ta ining pr ot casc inhibit ors (50 mM Tr is-O . 150
mM ~aCl. 0.02% sodiu rn azidc, 1% Tr it ón X-l OO. 0.5 111M pbcnylmcrhylsutfonyl
fluor ide , 10 ~g o fa prn lini n pe r mi. 10 ~g. of pcp slltt in rer mi. 100 ~~ u f !cupcplin
pe r 011). Ce lll)~ates \OIer e cn ncenl ra led wilh an Amieo n Cent riprcp-Ill (tmec n­
tr alor (Milli pore Cnrp., Dillerica . Ma !'o..'i.) <l nd diluted in PBS lo a final co nce n·
tr al ion of 5 ~g,'ml. Th e hinding as.'iay wtl~ rx:rfor mcd hasicall)' as dc.'icrihcd
c1se .....here (40). Nine ty-six-we ll low.hinding po l)'styrenc plale !o ""e re coa led wilh
lOO JLI of 2 11.M GM . ganglioside (Sigm a) in PBS at roo m tc mpc rature ove rn ighl.
nUfin~ lh is lime Ihe plale s .....ere eo vc rc d lo avoi d cvapmation . After lhe platel'
we rc wa.'ihed fou r times with PIlS . nonspceifie hinding sile s were blockcd wilh
200 ~I uf 2 ~'ó liSA in PUS for 2 h <1.1 J T'C, After Ihe pl<l.tcs were washed,
increasing eoncenlra tion s of cithc r cel l Jy!'alcs or OH po lypcpt idc (Sigma) di­
luted in PUS eont:lining 2% USA we re adJed. Non t ra l\~fcclCd cclll~'sales w..-re
induded as negative COlllru ls. To inhi bil lhe :ts,semhly of B subu nils in tu pen­
ta mer~ . thc red ueing agen t DTr was " ddcd lo samplcs uf ("ell I~a tcs ;lIld CIU
!:lcfore the samp les were added lo Ihe pla tes . Afte r incubóllio n ::al JT C for 2 h,
huund pro teins werc de tected by using a rabbil an ti·Cf an tihody (Sigma), fol ·
lowcd by an anti -rahb it alk:tline phospha lase-co njuga led scco nd:lry ant ihod) '
(Da ko Co.). The color rc act ion was 5topped b)' Ihe addi tio n uf SO ,d o f 3 M
:'-laOH. and rhe absorbancc al 450 nOl was dClermined and recor ded . l ñ c mea n
values fmm (our indepe ndenl cxperirnen ts a re reponed.

Mice. immunization. and samplc eoll rclion. Animals \\:ere uscd in accorda ncc
with the Rc.\e arch Animals Use and Care Guidelincs of Ihe Jr.slitu te o( Il iomc d·
ieal Research . G ro ups o f female CS7DU6 mice (age , 6 lo 8 wcck s) wer e immu ­
nized intrade rr. .~ on da ys Oand 14 with p ltíLl ( 100 JLg),pCtB ( 100 ' lg). pUln
(100 JLg),en mme rcial CID polypcptidc (10 IJ.g; Sigma), or col1lmercia l Cf holn­
lox in ( lO ~g; Sigma) , An addil ional group was immunized with lOO 11.1 uf sle rilc,
cn nlamina nt-free PDS (Rochc DiagnO$t jcs) as a nega l;ve COntH1 1. For the adju­
Vólnl eapacity sludy, miee re cc i\lcd 100 JLgof p l61.1 coa dm inbl ereJ with ci ther
di[e rent concentra lions i.lf pCIB (1, 10. lOO, 250. or 500 JLg), 10 JLg u f CtB
pol)'pcpti dc. ar lO J.Lg o f er. Cervical secre tion s werc wllect ed hy wa!'ohing the
geni lal traet Ihrce limes with J O ~I of sterik cont am inan t-frce POS. Sccret io ns
were clcared o f eell dehri s and l i s.~ue fr agmcnt s hy eentrifugalion al 13.000 X .t:
for S mio and ","ere stnr ed a t - 700C. Fecal pcllc t.'\ we re eollcct cd and \\'e ighed ;
the fina l volume was ad jusl cd to 100 mgÍml with POS co ntaini ng 0.01c¡t, so diu m
nide. Fecal pdle ls were su spe nded h)' ~haking wilh a voncx mixcr (Oa rnsteaeV
Th ermolyne . Du buq uc, lowa ) and c1carcd uf feCo;t l dc bris by centrifug,u illn al
13.000 X g for 5 mio. and lhe supc mala nts "'"e re colleeted and 1olOrcJ at - 7(rc.
Splccns .....er e ob tai ned from mice Iha t had bee n killcd by cervic al dislocalion, and
splce n cclls wc re cxtr aeted by perfusion with RPM I IMO med ium suppkmcn tcd
wilh 10% heat· inactiv ¡l(ed fe l:tl calf sc rum. 100 U of pe nicillin per mi. and 100 ~g

of strepto myein pe r mi and uscd imm edi atcly.
Delrc rion uCa nübodics by ELlSA. T he prese nce of an libod ie~ W ;t S det ermi ncd

h)" EUSA ",i th ci the r bac uIOl.irus-dcri ...ed HPV- 16 viru s-likc par1icles (V Lrs;
kindly provided by John Schille r. Nationa l Institutes uf Heahh. Be th csda , Md .)
or com me rcial Ct S . E.xlracliun and pur ificaliun uf VLPs have bec o desc rihc d
e lscwhc re (7 ). rl ates were «'ated ovem igh t iIt 4°C wilh 500 ng o f e ilher purific d
VL Ps or CID dilul ed in l OO J,L1 o f PBS pe r well . The plal es ","ere washed four
times with T BS-T (6 .5 g of Tris base per lite r. 27.S g o( NaO pcr liter , 0.1%
Twcen 20) . Nonspecific binding site s were block ed by addi ng 200 JLI uf r;locking
so lutiun (TBS ·T cont aini ng 2% DSA) to cae h we U for 2 h al J7"C.~er....ieal
see re tio ns and fecal sa mples were diluted 1:10 in blocking so lut ion. Al! sam ples
were se rially diluted lwofold down the m icro titer pIale . Bound anti bodies wer e
det ecled with anti -mollse 19A-alkaline phos ph:tt asc-eonjugaled seco nda ry am i­
body ( Dako Ce.). En dpo int tiler s werc de tined as thc rec iprocal o f lhe highest
diluti on wit h an :tbsor bancc value greater Ihan three tim es (he mean absorbancc
value for the conlrol mice vaccin a led .....ith POS. Sa mples from nonrespo nders
were assigned a value of o ne·half the lowcst diluti on tes led .
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V. ciJo/eme and the HPY· 16 L1 protein into mamma lian cells,
separate or as part 01 a lusion . The integrities 01 the cJoned
sequences were ver ified by sequencing the entire genes and
fianking vecto r sequences. In vivo expression 01 the plasmids
was evalu aled upon translection 01 mur ine mela no~ tumors
with eilher pl6Ll , pCtD, or pLltD. RNA was isola ted, reverse
transeribed inlo cONA, and then amplified. A Iragment 01325
bp, whieh corr esponded lO the expeeted size 01 lhe CtD se·
quence, was am plified lrom pCt D-trans leeted celis (Fig. l A,
lane 2), where as the en tire 1,672-bp L1 gene was amplified
l rom pl6Ll-tr ansleeted celis (Fig. lA , lane 3). Fragment s 01

FIG. l. Analysis of Ll and etD gene expressio n in mammalian
eell, . pCtB . p16Ll. or pLl tB \Vas injected direcl ly into BI6FO ee ll·
induccd tumo rs in micc (A) or lransfcctcd iolo B16rO cc lls in vitro
(B). Produel ion of spee ifie mRN A, and proleins \Vere analyzed 4R h
later . (A) Total RNA was isolated fmm injcctcd tum or cells: rcvcrsc
transcrihed to eDN A: and then amplified by PCR \V ith CtU·'peeifie
(Ianes 2 and 4), Ll·,peeifie (Iane, J and 5), or Ll forwa rd·CtB revers e
(Ianc 6) oligonuclcotidcs. Lomes I and 7, DNA sizc ma rkcrs ; lane 2,
rcversc transcriptio n.PCR produ cls (rom tumors Iransfeclcd with
pClB; laoe 3, producl (rom tumor s trans(ected wilh p16Ll: laoes 4, 5,
and 6, produ ets from tumors Iransfeeted \Vilh pLlIB. (B) Prolein
extrae !s from BI6FO ce lis tran ,feeled in vitro \Vilh pO B (Iane 1),
p16L1 (Iane 2), or pLlIB (Ianes J and 4) \Vere separated by eleelro ·
pho resis; and pro tcins wcrc dctccled after Wcstern hlotti ng with a n­
tibod ies againsl the Ll prolein (Ianes 2 and J) or the CtB polypeptide
(Ianes 1 and 4).
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In vivo anti in vitro explession 01 plasmids. Plasmids were
c.on~tructcd t, · encode ane ueJiver the CtD polypept ide lrom

RESULTS

Ot'ltrminalioll nr 1l....2. IFN·'Y. and It-s prnduct tce . A total of 10" splccn cc üs
wcre :oliOlulalccJ \\;lh pu riüed IIP V-16 VLPs (m 48 h in RPMI IMO mcdium
eupptcrncntcd with IO~, hcat -inact ivatcd fet al ca tf sc rum. 100 l.i uf pc nicillin pl,.· r
mi, lOO JL(!.of streptomyciu pcr 011. and 2 mM u-glut am inc . Condinoncd medi um
was cotlcctcd at 12, 24. and 48 h postst irnulat ion. Med ium was c1earcd Irom the
paruculat c manee hy ccn trífugation and wns assaycd immcdiarct y. Th c ca neen ­
uar ions uf inle rlcukin-2 (IL-2), gam ma interfcron ( IFN·'Y), and IL-4 wc rc de­
tcrmincd with a ChcmiKine 11uman lmcr lcukin-Z, Ir-N·'Y. or ln tc rlcukiu-a snnd ­
wich EI.ISA kil {Chcrnicon lutcm arion al, Tc mccuta, Calif.) , accordin g tu lile
insrrucrion s u f thc ma nufactu re roAJ1medium samplcs wct c ass..aycd in duplica re.
Coa ditioncd medium from nonstimulatcd cclls was included as a ncgarivc co n­
IUI!.

CTI~ assay. Splce n cclls wcrc cult ured at J rC in RPMI IM O medium su pplc­
mcntcd wirh 10"" ; hcat -inactivatc d fe tal ca lf sc ru m, HXl U c f pcniciüin pcr mi.
IOUJ.1g o f su cpmmycin pcr 011. IUU of 1 ~2 (tJfe Tcchnc logics Ine.) pcr ml. and
:! mM t- ghu aminc. A U)1 <t.1 u f uf splenocytcs wcrc rcstimulatcd with puriticd
IIPV-1 6 VLPs for 5 da ys. Thc cytot cxic Tdympb ocytc (CfL) assay was pcr ­
fur med in 'J6-well ruund-bonom platc s with H PV ·16 Ll -exprcssing BI6f O cclb
as thc targct; unt ransfcctcd UI6fO cells were uscd as cc mrols. Rcsum uhu cd
splcn ocyt cs "ere incubat cd with IU~ targ ct cc lls for ~ b ;tt diñc rcm cücctc r
ccll.uugc t ~~II mtios. Cytol uxicil)' was cvaluatcd by mca su ring thc activit y of
cyrosohc lacta re dc hydrogenasc, wbich is relcascd upon cc tl Iysis. hy rhc Cyto rox
% no nradioact ivc cytot cxicity assay (Promega Co .• Madisc n. Wis.), accc rding ro
th e instrucuons o f rhc manufacturcr. The máximum Icvc ls uf rclcasc o f lactare
dchyd rogcna sc from cflcct or ce lis and ta tgc t ce lis werc mca surcd Ior inclusi ón in
cytotoxicity calculations. The absorbance valúes for thc backgr ou nd control {cul­
une medium ) wcrc subtracted Irom al! experimenta l and control vnlucs. Coro
rcctcd abso rbu ncc valuc s wcre used to calcul ate the pc rcc m cyt oroxicity by thc
Icllowin g formula: [fcxperimcmal rcle asc - eñ cctor ccll sponlaneu us ralease ­
targc t cc ll spo ntancous rde¡u e) /( ta rgel m áximum rclcusc - spo muncous re­
k ascll x 100. Thc final cyto toxicity vatue represcnt s th e mean for 10 indi .... idu al
miC'e per gro up .

Proliftration asur. A total of 2 X lO' splecn cells ""'erc 5Ccded in uipl ic3lC
wclls of %-wc ll ro und -bo ttom plale s in RPMI 1640 medi um supplcmcnte d wilh
IC% heat-inaet ivalcd felal calf scrum. 100 U of pc nicillin pe r mi. 100 J.1S of
~ltcp(Omycin per mI. and 2 m M L·glut aminc and ineubated in the pre5Cnce o r
a~ncC' o f pur ificd HPV ·16 VLP~ for 5 da ys al 3rc. During the final 18 h of
( ullurc the cell~ wcre pulsed wilh 1 ¡.La of tr it iatcd lhymidinc (Amcrsham.
"rlinglon lIei¡:.hls. 111.) pe. wcll . Th c cells wcre harvc slcd o nlo fibcr glass fillcrs
(Schlcicher & Schuell.lnc.• Kccnc, N.H .), which .....crc !..:.!!.IOdry ovcrnight be fore
IitJuid scintillation count ing (EcoLume; ICN . C.osl a Mes a, Calif.). Thc ~t imula.

liun indcx was calcu lated as Ihe mcan numbcr o f counts for th e VLP- stim ulal ed
eclls dividcd by Ihe mea n number of coun ls for th e non st imul alcd cclls.

Ilcp lclion uf T· I)'mp lu)Cllt .lO ub[lupululions. Columns :lOd re agcnls wcre pur·
dl~ "I,.·d frum Milten) '¡ Biu lcch GmbH (G ladhach. Germany), and antibodics wer c
purcha!>cd from Pharmingen (Uccwn Diekinson Co .• San Jo se. C~li f.). Par;tmag­
Ilcl ic micfohcad s conjugaled lO eilhe r mono elo nal r;11 '," Ii·mousc CDSa (l.,. · 2)
:lt rat anli·mouSl: CD4 (L3T4) anl ibodies were uscd lo dcp1c lc CD8· and CD-1·
cdl, rcsr)l,:ctivc ly. A tOlal of 10'"an tige n-acli\'3 Ied sp lenocytes wcre resuspc ndecJ
,n 90 ¡.&.I o f PBS supplemenled wilh 2 mM EDTA ;lI1d0.5% BSA (column hu lrer).
ant1 thc: mixlu rc was in~ha l cu wilh 10 J.l1of par amagncl ic micro bcads ror 15min
..1 • •c. Magne tically lahc lcd ccUs were wa.shed wilh 2 mi of column huffe r by
cenHi fuga lio n al 1,500 x g rOl 5 minoand 101'cc lls wcrc rcsuspcnd.:d in 500 Id
of dcgas.."Cd co lumn hu ffe r. I.5 + colum ns wcr e 3ltached lo a magne t an d act i·
vated with 3 011 of deg asscd column huffer, a:1I~ werc appli cd to lhe column. and
~mucnt wa.' eollcelcd and cons idered eilher a C04 +· o r a CDS +-depleted

flOlmlali on .
Thc effid eney of ccll deplct ion was asscs.-.cd hy Oow cytometry wilh a FACS­

Calih ur flow cylometef (Deeton Diekinwn Co.). Suhpopulalion.lO were d eter ­
mincd by using APC- an li·mousc COk (e03 [ chain), phyeocrythrin-an li.
mou~c CORa (Ly·2) . or bio tin-anti·mouse C04 (L3T4) antihod ic.\. CYlomcu )'
.tllillysi.' was pc rformed with the CdlQuest programoOn ly sa mplcs with de plc·
lion efficiencies c:99% wcr e u.scd ror lhe eytotoxicity as.y.) 'S.

Sla clstlcal analrsb. The Wilcoxon signcd· rank lest and Sludcnt's I test :,.,·ere
vsc d lO anal yze lÍ'le significance of (he d iferences bctwcen lhe e:-:pcrimenta l and
Irte contr ol grou r'!;. Al! tc.sIS were two-ta iled. and bas ic significa nce was consid ­
ue1 3 r valu~ o· O.O~.
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CtB pCI B pL118
........

1'10 . 2. O M, gangli os idc bioding of cm produc ed by plasmids
pCtB and pU IB. (A) Incrcasing cu ncc r nratic ns oí either whole-cc ll
prole in extracts from celis transfcctcd with pCtB (e1osed circles),
pU tll (open squ ar es}, or eommereial CtB (closcd squa res) were tested
by a OM I ELlSA. Protein extracis frorn noruransfecred cells (open
circle s) werc used as negative controls. (B ) T he biolog ical activity of
plasmid-prcduccd CtB was analyzed by a O M, ganglioside-binding
assay, A total uf 500 ng of prote in cxlracls from celis transfcclcd with
plasmid petO or pLltS was tcstcd in lhe pre.c:¡cncc o r ahscncc of D1T,
as indicalcd . Co mmc rcial Ctl3 (100 ng) was includcd as a positive
co ntrol. Each po int rcprc sen ts the mea n of four indcpcndenl assays.
Error bars repres cnt the standard erron of the mc ans. 0 .0., opt ical
density. .

erelions and fecal exlr aelS al days 28 and 32, respe et ively. IgG
anlibodies were pro du eed con cu rrenlly with the IgA anlibo dy
response. Maximal lilers of IgG an libod ies we re deteeled al
day 28, a!lhough lhe magnilude of lhe response was signifi­
ea nlly lower lhan lhal of IgA anlibodies (for cervical seere­
tío ns, P = 0.001; fo r fecal extraets, P = 0.0001). Our resull s ·
indieate lhal vaecinalion wilh l' 16U mainly el icils a mu eosal
IgA respo nse. Therefore, we next eva luat ed lhe adjuvan l 1'0­
lenli al of pC1B for lhe induelio n of 19A anlibodies in-,s:ervieal
seerelions and fecal exlraet~ of vacci na led miee. Mico we re
vaecina ted with p16U a lone o r wilh p16L1 eoadminisle red
wilh eommercia l C1B, er,o r d ifferent eon eentration s of pel ll .
A gro up of miee was imm unize d \Vilh plasm id pUlll . As ex­
pee ted, lhe prese nee of eommercia l Clll polypeptide o r er
prol ein ind ueed a signi fieant ¡neremenl of IgA lile rs in bo lh
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Athe expeeted molecul ar size fo r CtB and U wer e ampl ified
Irorn pU tls-tr a nsfcct cd ce lls by using primers spccífic for Ctll
(Fig . l A, lanc 4) or Ll (Fig. l A, lane 5) . Furthermore , a
fragmenl of approxim atcly 2,000 bp was amplified from pUIll·
transfcctcd cells (Fi g. l A, lane 6) by using a eombinat ion of
Ll -specific forward prirncrs and Ctll-speeifie revcrse primers,
ind icating tha t the U a nd Ct ll genes are lranseribed as a single
sequenee. Expression of thc U prote in and cm polypeptide
was invcstigated in cc lls transfectcd in vitro and was demon­
stra ted hy Western blo tting. Bands of the expee ted molecular
rnass for monomerie Ctf3 (1 1 kDa) and U (55 kDa) we re
dct cc ted in protcin extr.rcts from ce lls transfccted wíth plas­
mids pCtll (Fig . Ill, lanc 1) a nd pl6U (Fig . 1ll , Iane 2) , whieh
indieates that the pr o rcins werc transl ated in vitro . Protein
cxtract s from cclls transfcctcd with pUtll showed the pre sencc
of a 66 -kDa produet that rcac tcd with both anti-Ll (Fig . lll,
lanc 3) and an ti-Ctll (Fig. I ll, lane 4) antibodies, suggesti ng
that thc prot cins wcrc cxprcsscd as a fusion o

GM , ga nglioslde-bln d lng assay, In ordcr lo bind to its ccl ­
lula r receptor, GM, ga ngliosidc . Ctll must assemble ioto pcn­
tam ers; inte res tingly, on ly this bio logica lly acti ve pe ntame rie
mo leeule cxpresscs adj uvant aetivity (35) . T he capacity of plas ­
mid -expressed Ctll to bind to GM, ganglioside was evaluated
in thc pre sent study, Increasing eon eentrations of whole-ccll
protein cxtracts from cc lls transfeeted with plasm id pCtll or
pUtll wcr c asscssed in a GM, gangl ios idc-b inding assay ,
Co mme reial Ctll pol ypcptidc was included as a positivo co n­
trol. As shown in Fig. 2A, C lll produeed by pCtll-transfeeted
cclls bound to GM, gangliosidc, sugge sting that plasrnid -pr o­
d uced Ctll asscmblcs into pentamers. In this assay, the mm­
mu m levels of bi nding wc rc detected wit h eo mmerci al c m at
a co nccntration of l OO ng and protein extracts fro m ccl ls trans­
Icctcd with pClll at 500 ng. Unlike pClll, pU m -derived cm
showcd a significantly IOIVer eapacity of binding to GM , gan­
glioside; thi s suggcsts tha t thc co nfo rmatio n of thc Ctll poly­
peptide was mod ified by I he presenee of the fuscd U protein,
harnp cr ing thc cxpression o f a biologicaUy active Ctll. As ex­
pcctcd, no bind ing was dc tcctcd in protein cxtr acts form non ­
transfeeted cclls . It is known that binding of cm to GM,
ganglioside can be inhi biled in vitro by addition of the redueing
agen t DTT (5) . Thercf o re, lO demo nstr at e the biologieal ae­
tivily of pCIll-derived Cl il, a GM, gang lioside·binding assay
\Vas performed in the pr csenee o r ab senee of DlT \Vith l OO ng
of eommercial Clll an d 500 ng of protein extraet from trans­
feeted eeUs. These pr o lein coneenlrations yielded lhe maxi­
mum levels of binding in Ihe previous assay (Fig. 2A) . llinding
of both eommereial an d plasmid-derived CtB was inh ibil ed by
the presenee of DlT (F ig. 2ll). This observalion indieates that
the Cl ll produced by lhe plasmid is bio logieaUy active .

Evalua lion of mu eosa l a n libody resp onses. A ntibodies pro­
dueed o n mucosal surfa ees are believed lo be lh e majar line of
defense againsl vir use s infeeli ng mucosa! membranes. HPV-16
infeets lhe anogenilal mucosa. ,[herefore, we tirsl investiga ted
lhe developmenl of mu eosal anlibodies in cervical seerelion s
and fecal exlraelS afler int radermal adminislralion of a DNA
vaecine against HPV-1 6. Speci tie anlibodies were nol deteeled
in PllS-vaeeinated .eont ro ls (da ta not shown). Figure 3 shows
thal 19A anlibod ies were produeed in mice afler lhe inil ial
vaecínal ion. The leve l of a nlibo dies inereased foUowing a
boo sting inoeulal ion, reachin g maximum levels in ce rvica l se·
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if the presc nee of anti-CtS antibodies eou ld ulíec t the response
acai ns t [he coadrninistcrcd a ntigc n, m ícc wc re immunizcd with
adjuv ant pC 1S, C I13, or er alo nc o r with cach adjuva nt 10 ­
gethcr with plasmid p16LI. Th c titers 01' an tibo dies against LJ
and 013 we re cvaluatcd , A~ show n in Tablc 1, IgA antibodics
aga inst CtI3 wcre d ctcctc d in all vaccina tcd a nirna ls. Neverthe­
less, a ntibod ics against L I wcrc obscrved only in animals irn ­
munized with p16LJ and an adjuv ant, Intc rcstingly, a nti-L l
a ntibo dy titers re mained high regardless 0 1' the p rese nee of
a nti-C rlí ant ibodies. This obsc rva tio n suggcs ts tha t in our
model intrinsic CtS immunoge nieity docs not a lter the p rodue­
tion of antibodics against the product 01' th c co ad minis tered
plasrnid DNA.

Ana lys is of cell-mcd iated inuuun e resp on ses. 1'0 assess thc
elIeet o f pCt13 o n thc gcncrat ion of a ccll-rncdiatcd irnrnune
response, we first evaluated thc spc eific pr olifcration of Iym­
ph ocytes derived from vaccin at cd miee. Spleen ee lls we re iso­
lated afle r int raderrnal vaccin at ion . The lymphoproliferat ive
re sponses a fte r restirnulatio n wi th HPV-16 VLPs are shown in
Fig . S. Vaccination with plasmid p16LJ 01' pLJ tS ind ueed a
proliíc ra tivc respon se sig ni lieantly higher than rhat obscrvcd in
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FIG. 3. Kinct ics of Ig.1\ and IgG respo nses in cervical sccrctions
and fecal cxtracts a lter intrndcrmal immueization with plasrnid p16 Ll.
C571lU6 micc wer e immunized with lOO fLg of plasmid pl6Ll at the
ind icated limes (arrows). Ce rvical sccretions and feca l extrac ts were
obiained every 4 daysand wc rc assayed Ior the presen ce of anti-Ll IgA
and IgG antibodies by ELl SA. Each poinl represents the mean for 10
rnice assayed independen tly, Error bar s indicare standard crrors of thc
means,

250 5úO

pC1II{pg)

FIG. 4. Adjuvan t cffcct of plasrnid pCtll. Miee wcre vaccinated
with '100 ug of p16L1 in the presence and absence of lh.. following
adjuvants: commercia1 cm polypcptide (1'16L1 + C.TIl), commercial
cr (p16L1 + Cf), or dilferenl conccnt rations of plasmid pcm (1'16L1
+ pClll), as indicated. A grou p 01 mice received l OO fLg of plasmid
pLlIB, Al! micc wcrc givc n a booslcr immunizalion al day 14. IgA
responses werc mcasured in cervical sccrclions and fcca l extracts co l­
leeled at day 28. Ilars represent the mean valucs for 10 mice asscssed
indepcndcntly. Error bars indicate the standard c rrors of the mc ans.

Feca l Extracts

cervical secr ctions (1' < ll.OOOI) a nd fecal cxtracts (P < 0.0001)
(Fig. 4) . A do se-de pe nde nl adjuva nt cífcct of pcm wa s ob ­
sc rvc d , Coadministrat io n of lOO IJ.g of pc m pr omp ted a sig­
nifiea nt inerement in the mean a nlibody titer ind ueed by plas­
mid p16Ll alo ne in bo th ce rvica l seeretions (P < 0.0001) a nd
fecal cxt racts (P < O.OO!)! ). A l thi s conccntrat ion, pCtI3 de m­
o ns tratcd an ad juvant ca pacity co mpa ra ble to those of the Cts
polyp eplide a nd the el' pru rcin (Fi g, 4) .

lt has been dernonsu a tcd that baete ria l eleme nts of plas mi d
vee to rs, sueh as Cp G scquc nces, ha ve adj uva nt e lIeets (23).
Th er efore, to address the quest io n of whe the r the adjuvant
effe ct observed was d ue to these ba eteri a l compon c nts, we
eonstru eted plasmid pUIS , whieh drives the expressio n of a
biologically inactive U -Ct S fus ion o Aecordingly, the IgA re ­
sponse eli cited by th c p Ll m fusion plasmid was signifieant ly
lower than that produeed by coadmin istr at ion of pum a nd
pCtS, CtS, or cr (P < 0 .000 1). In fact, the re sponse elici te d by
pU tB was simi la r to tha t produeed by immun izati o n wi th
p l6U alo ne (P > O.OS). These rcsul ts ind ica le th at the adju­
va nt elIeet was due lO th c prese nce of func tion al C1B expr essed
by pCIB rather th an to bacte ria l adjuvants.

It is known tha t C tll is a potent mucosal immunogen that
induces strong uroge nital a ntibody re sponses in human s (33,
34) . Thus, lO de termine if va ccina lio n with pCtB was able lO
induce mu cosal antibody responses in mice an d to investiga le

10 100 250 sao

D pl61..1

I:Jpl61..1+CTB

Bp1 6Ll+CT

.pl61..1+pCtB

I:lpLl lB
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TAULE 1. Evaluation of induction of mucosa! antlbodi cs auainst
("tU and L I by plasmid vaccination ~
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FfG. 6. Induction of CTL acrivity by the DNA vaccinc with adjuvants.
Splccn ccUs wcre obtai ned from mícc vaccinatcd with p16Ll. pLll13,
pOB , or a cornblnation of p16Ll with pOB or commercial cm and c r.
Splcnocytcs wcrc stirnulatcd with HPY·16 Ll antigen Ior 5 days, CD4+or
CD8'" Iymphoeyteswcrc depleted, and the rcmainingcclls wcrc tcstcd Cm
cn. activitics, Specific Iysis of HPY·16 Ll -cxprcssing 131 61'0 cells was
cvaluatcd at diffcrent cflcctor ccll/targct ceU(E:T) rarios, as indicatcd,
Data rcprcscnt the mean valucs Ior 10 micc pcrgroup r.ssaycd individu­
ally andare reprcscn tntivc of two indcpcn dcnt expcrimcnts. Error bars
represent thc standarderrors of the mcans.

"JI valúes wcrc calcul atcd by Studcm's I test to compare ar nibody titcrs
induccd by vacciua tion whh the diñ ercnt adjuvantsatolle versus vaccina tion with
Ihe adjuvants plus plasmid p16L1.

pCt13-immunized mie e (P < 0.01) . Lyrnphopro lifcr arion was
significa nrly incrc ascd by the pre scncc of both commercial and
plasrnid adju vants (P < 0 .0001) . This obse rva tion ind icares th a t
Cl13 po tcntiatcs nOI o nly antibodics bu t a lso T-c ell immune
res po nses. \Ve have p rcviously demonstrated th at ONA vacci­
nati on evokc s a COS+-T- cell respon se agai ns t cells expressing
Ll (32). To examine the potcntia l effcc t o f tbc coadministra ­
tion of pCl13 on CTL ac tivity, we cvalu at cd thc cyrolysis of
target cell s exp rcss ing Ll by C04 + and COS+ Iympbo eytes
from immunizcd and control mice using a non radi oact ive as­
sayo Lysis of Ll -exp rcssing cells was nOI mediated by C0 4+
Iymphoeytes (Fig . 6) . O n the other hand, spccifi c lysis o f targ et
ce lis by COS ' lyrnpho cytes was not observed in mice immu­
nizcd with P13S o r pCtI3 a lone (Fig. 6) . A low lcvcl of COS ' -
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FIG. 5. SpccificIyrnphoproliferaliveresponse induced byinlraderma!
eoadministrationof p16LI with adjuvants. Mice were givcntwo intrader­
mal immunizationswith pOB. pLlIB, or p16Ll alone or coadrninistercd
with cithcr er, cm. or pClB. as indicatcd. Spleen ceUs werecollcctcd 14
days aftcr the second imrnunizaiion, Prolireration was assesscd aftcr re­
stimulation with HPV·16 VLPs. Thc results cxprcss chemean values foi'
to miee pcr group and are reprcscntativc of two indcpendcnt cxpcri­
ments. Error bars indicate rhe standardcrrorsoC the mcans.

rncdi at cd CTL ac tivíty was ob scrvcd in mice irnrnu nizcd with
fusion plasmid pLl t13. As expcc tc d, CTL ac tivity was ind uccd
by immunization with pl 6Ll. Int e restingly, a significant in­
crease in th e level of spccific lysis was ob served in mice that
rccei ved p16Ll coadm inist er ed with eithe r pCtI3 (P < 0.005)
or co mmercial Ct B (P < 0.004). Our rcsu lts sho w tha t CTL
ac tiviry is rnedi at cd by COS + cc lls and that it is augmented by
the prcscnce of pC tE. \Ve next inves tiga te d the typc of Th
resp on se induced by th e vaccin c with a n adj uvant. Vaccinatio n
with pl6Ll or pLlt13 ca us ed mod erate lcvc ls of se cretio n of
iL-2 and lFN--y (Fig. 7), which sce rns to be in accordance with
thc mod est CTL re sponse ob scrv cd, The lcvel s of production
of lL-2 and lFN--y were signifi cantly increased in sp leen ce lls
from mice vaceinated with pl6Ll and pCtB (P < 0.(05), Ct13
(P < 0.005),or CT (P < 0.001) . In co ntras t, neither pCtB nor
CtB induced the se cre tio n of lL-4 (Fig. 7) . These results sug­
gest th at ONA vacc ina tion aga ins t LI a ntigen ind uces a Thl ­
type response co ncom ita n t with COS + CTL ac tivity and th at
both responses are e nh anc ed by coa d ministration of pCt 13 .
lnt e reslingly, eoadministrat ion o f CT stimulat ed the p rodu c-
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FIG. 7. Production of cytok incs by splcen eeJls fram vaeeinated
miee-.Splccn cc lls wcrc isola rcd from mice vaccinatcd with pet o.
pLltB, or p l6 Ll alo ne and in comb ina tion with petB or com mcrcial
CT B and CT. CcJlswere stirnulatc d with HPV-16 L1 antigen far 48 h;
and the produ ction of IL.2, lFN· "y, and lJ....4 was cvaluated in splcen
eeJl cultures by quantitative ELlSA. Error bar s represenl the standard
errors of the means of duplicate cxpcrirncn ts.

tio n of IL-4, sugges ting that the ho lotoxin is able to actívate
both Thl- and Th2-lype respo nses .

DISCUSSION

In lhe presenl work we have invesligaled lhe effecl of lhe
coadministralion of lhe CtB-eoding sequencc o n humo ra l and
cellular immune responses afler inlradermal immunizalion
wilh a DNA vaceine. The resulls indicale thal lhe inclu sion of
pCIB enh ances nol only the humoral mucosal resp onse but
also lhe respon se medialed by Thl-type cells and CTLs.

Commercial CtB po lype plide or CT hol ol oxin was used as
the pos itive conlrol in all experimenls . Th ey indu ced signific anl
incre menlS in fecal and cervical 19A anlibo dy liler s compar ed

with the antibody tite rs in ani rnals vacc ina tcd with plasmid
p 16LJ alo nc, T he capacity of ClB to induce high lcvcls of
seru rn IgG (4, 9, 10, 19, 38), fecal IgA (19, 20), and cervical IgA
(14, 38) antibodics against di fferent antige ns has been dernon ­
stra tcd exte nsively. However, the effccts o f ClB and e l' as
adjuvants for a DN A vaccine have be en lcss wcl l docum cntcd ,
CT has bee n ad rniniste rcd inlranasally befare DNA vaccina­
tion (2 1) and as a n intramuscular booster (39) o r a n intran asal
booster (44). Add itiona Jly, coadrninistration of CT has been
dcrnon stratcd to incrcase the spcci fic IgG (8) and mucosa ! IgA
(24) re spon ses rnediatcd by DNA vaccínes, Howcver , most o f
those st udics focused o n thc use of the who le el'. Here we
dcrn o nst ra tcd tha t the use of Cl B subunit a lonc during both
prim ing and booster intr adcrma l immunizati o ns strongly e n­
han ees the immu nc respon ses medi at ed by a DNA vaccinc, In
eompariso n with who le CT , wh ieh is a powe rfu l loxin in hu­
rnan s, thc ClB subunit is con sidered safc fo r adrninistra tio n lo
hum an s (17, 18); thc rcfore, it may be a suitable adjuvanl for
DNA vaccincs mc an t 10 act ívate hum an rnucosal immu ni ty.

DNA vace ines may afford a series o f advantagcs ovc r tradi­
tion al vae cines , includ ing grca te r stability, To be in co nso ­
na nce, the adjuvan ts uscd fo r DNA vaccines should offe r cq ua l
advantagcs. Aeeordingly, the use of plasmid s encod ing mole­
cules wit h dc rnons tra tcd adj uvan t ca pacitics would be a suit­
ah le alte rna tivo ro improvc thc cfficacics of DN A vaccincs
with out dcc rca sin g thei r advan tagcs fo r cornrncrcia l dcvc lop­
mcn t. Prcvious work (32 ) indicaled that applieat ion of an LJ
gcnc-bascd DN A vaccinc was ab lc to ind uce geni ta l IgA anti­
bod ies. Hc rc wc dcmonstratcd that coadministration of a plas­
mid con tai ning the Crll-cod íng seque nee significantly in­
crcascd spec ific IgA antibody titc rs in cerv ical scc rctions and
fecal cxtrac ts. Earlie r stud ics havc cstablishcd that DNA vac­
cinc -rncdia ted IgG respo nses can be enhanced by thc use of
plas mid vcc tors e ncoding thc CT A and B sub units (2 ) o r
cxprcssing the ca taly tic A subunit of CT (3) . Ho wcvc r, thc
adjuvanl capaci ty of thc ClB sequenee alone for mucosal IgA
respon ses has not been pre viou sly documented . T he adju vant
cffcct of CtB fo r IgA antibodics ob se rved herein rnight be
asso cia tcd with the capac ity of ClB to stimulate isotypc switch­
ing (27, 42). In te reslingly, experimenlal evidence shows that
induction of 19A switching by Cl B depends o n the pre scncc of
IL-2 as a cofacto r (22). Accordingly, in Ihis work we found tha t
coadrninistra tio n of pC IB promp ted the prc duction of IL ·2 by
antigc n-stirnulatcd spleen celis. Hence, we assume that en­
haneeme nl of IL -2 p rod uctíon might he assist ing 19A switehing
in our model. To corroborale th is hypo the sis the study of othcr
fac to rs involved in Ct ll- rncdia tcd 19A switchin g, such as trans­
form ing growt h factor 13 1 (22), is wa rrantcd ,

Bacte ria l vecto r back bo ncs usually contain CpG rno tifs,
which are ackno wledged lO possess irnmunostirnulatory prop­
erlies (23). Inl er esl ingly, il ha s been documenled lhal Ihe
addi lio n of eilh er CpG o r CT pro du ces a simila r specific fecal
IgA respon se (19). Thus, lO ad dr ess Ihe quesl ion of whet he r
lhe adjuva nl effecl obse rved in lh is wo rk was due lo l.J1e pr es-"
e nce of CpG seque nces rath er tha n lo Ihe C tB gene, we con­
slruc led a lran slal ion al fusion plasmid lo d rive the express ion
of lhe L1 pro le in fused lO lbe N lerminus of lh e CtB po lypep­
lide. The fused gen es were rrop erl y lranscribcd and lransla led ,
bul lhe fusio n prolein was demonstrated lO have losl ils ca­
pacily lo bind lo GM, ga ngliosi de . Co ncurre ntly wilh lh is, ii
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has been dcmon str atcd that fusion of o ligonuclcotid es lo thc
N-le rm ina l fragmenl of thc C1B gene not on ly rnodi fies the
aflinity of C1B for G M , ganglioside bUl also dccreas es th e ora l
immunoge nicity of the B subunit, suggest ing a loss of b iologieal
activi ty (J 1). In acco rda nce with th is, we o bservcd that coad­
ministrat io n of th e fusio n plasm id fa iled lO induce an a djuvant
c llcc t, indicati ng that the en haneemenl o f th e immu ne rcaction

was not a conscquence of the pr esence of bacteria! CpG mo­
lifs.

Along with the IgA respo nse, add ition of pC1B had a n ad­
juvant effcct o n spcciñc lymphoproliferative responses. 10'
gether with thc produetion of IL-2 and IFN· 'Y by stirnulatcd T
cells, but had no cffcct on the pr od uct io n of IL-4, which sug­
gcsts the developmenl of a Thl-type cellular respo nse. Unlike
pCt B and C1B, CT stirnulated thc production of IL-4. O ur
obsc rva tio ns a re in agrccrncnt with thosc from recen t wor k in
which coadministration of CtB onro skin favored the dcvcl op ­
rncnt o f a vigorous Thl cellular re sponse (1), while the CT
hololoxin was associated with the induction of a Thz-type
response (13, 43). Ncvcrtheless, more reeent findings propose
that Thl·1l12 polarization mal' depend not only on the adju­
vant bul also on the antigcn coadrninistcrcd (36) . Consistent
with this, administration of the HPV- 16 LI antigcn, in thc form
of VLPs, prompts both Thl and Th2 responses in mice (28) ,
chimpa nzees (29) , and humans (31) . In co ntrast, immunizali on
of rhe sus macaques with a plasmid D NA expressing thc
HPV-1 6 LI antigcn favors a strong Thl respon se (4 1). T he
lattcr obscrvation co inc ides with o ur finding that vaccination
wilh plasmid pl6LI induces Thl res pon ses bul see ms lO con·
lradi cl lhe idea of lhe anligen as a regul alo r of lhe ThI -Th2
pro fiJe. Inslead, our dal a appear lo indieal e Ihal, al lea sl in th is
cas e, lhe vaecine de livety syslem in co mbi nali o n wilh lhe ad·
juvanl, ralher Ihan Ihe anligen, balances Ihe Th I-Th2 profiJe
loward a Thl response . This is an in le res ling observat io n, sinee
il has bee n eSlabli she d Ihal a Th l c)'tok ine pallern is slrongly
associaled with lhe na tural e1ear an::e of cervical HPV infec­
lions in wo men (37). Thus, we co nsider Ihat lh e pOlential of
p16L1 with pCtB as an adjuva nt as a tool for lh e eli mination of
alre¡¡dy eSlablished infections de serv es fur ther stud ies.

Cytoloxie cell-mediated immunity is like ly to playa cen tral
role in eli mina ting HPV-infected cells, hindering d isease pro­
gress io n. A previous study (32) provided evidenee th at DNA
vaecination induces th e generation of a cytotoxie respon se me­
dialed by CD 8 + ce lis. Here we found lhal eoadministrati on of
pCtB enhances sueh a eytoloxie response . To our knowledge,
lhcre a rc no prcvious rcports on Ihc cnh ancing etre el of lhc
CIB gene o n CD8 +-cytotoxie-eell aeli vily mcdi aled by D NA
vaecination. In an earlier work (2) an inereasc in CTL re­
spo nses was reported lo be medialed by eoadminislrat ion of
lhe A and B subunil·co ding scquenees togelher; howcver, the
etreet of thc CtB gene alone was not tested. Inasmueh as IL-2
is known to stimulate aetivation of CD8+ ce lis, the adjuvant
etrecl of pCtB on CD8+ en. responses mal' be associated with
lhe higher ecneentralions of IL-2 produced in miee immunized
with Ihe DNA vaecine and pCtB. However, we eannot under·
eSlimale the participation of olher eytokines; hence, a bell er
eharaelerizalion of Ihe stimulalory molecules produced as a
response to Ihe vace ine would be necessary to und erst and the
meehanism involved in en. aeli vat ion.

The mechani sms by whieh plasmid DNA is expr essed and

the gene prod uct is p rc sc n tcd lo th c irn rnun c sysicm are no t
cornple tc ly u ndcrstood, It ha s be cn proposcd that a small numo
be r of p rofessio nal APCs are dircc tly transtccted with thc
injeete d DNA (30) . T ransfcctcd AP Cs mal' traffic lo reg ion al
Iymphoid tissue , whc rc the y can ac tiva re B and T celis. Ae­
cordingly, it has been reported that plasm id eNA can be iso­
lated fro m Iymph nodc -de rived a nd skin-d e rived dcndritic cc lls
after intradermal imrnunizat io n (6) . These o bscrvations lea d
us 10 assu rne that the adjuvant elfect o f pCt B migh¡ be medi­
ated by th e transfect io n of dcrrnal APCs, wh ich might have
cxpressed the gen e and transported thc produ ct lO Iymphoid
tissue, whe re it migh t have int c ractcd with its receptor o n 13
and T ce lls, inducing the cffc cts desc ribed. Furth er exper i­
ment s are being con d uct cd lo determine the feasibility of thc
prop osed mech anism .

In eonelu sio n, o ur resul ts ind icare th at the CtB-cod ing se­
qucncc can be uscd as no adjuvan t lo enhance irnmunc re­
spo nses lo in t ra dc rrna lly coad mi nis te rc d D NA vacci nes . In
particular , we have dcrnonstrat cd that the adjuvant cffcct c lic­

ited by plasmid pCt B is comparable lo that clicitcd by the C1I3
polypcptidc. Th erefore, pCIll is a good candidato as a genetic
adjuvanl of D NA vaccines rncant lo target the rnucosal and
cellular immune systcms ,
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