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Resumen

CONSTRUCCION Y CARACTERIZACION IN VITRO DE UN
ADENOVIRUS REPLICATIVO CONDICIONAL QUE EXPRESE LAS
PROTEINAS VIRALES E1A Y E1B

En los Gltimos afios la terapia génica ha demostrado ser una herramienta prometedora
para el tratamiento del cancer. Los adenovirus de replicacion condicional (CRAdS) surgieron
como alternativa para el tratamiento especifico de este tipo de enfermedades. Una de las
maneras de restringir la replicacion viral a células cancerosas es a través del uso de
promotores especificos que se encuentran activos en las células blanco. Los genes virales
tempranos E1A y E1B son requeridos para la correcta replicacion viral. La proteina E1A se
une a reguladores de la transcripcion celular y de esta manera activa y aumenta la
transcripcion de los genes virales tardios. Por otro lado, la proteina E1B permite aumentar los
niveles de la replicacion viral al evitar la apoptosis o el arresto del ciclo celular. En el presente
proyecto final de ingenieria se pretendid construir un CRAd que posee los genes ELA y E1B
bajo la regulacién del promotor de la glucoproteina SPARC. Se utilizé este promotor debido a
que la glucoproteina SPARC se encuentra expresada en forma elevada en células tumorales

como del estroma de diversos tipos de tumores.

Palabras clave: Cancer, terapia génica, Adenovirus, CRAd, promotor, E1A, E1B



Abstract

CONSTRUCTION AND IN VITRO CHARATERIZATION OF A
CONDITIONALLY REPLICATIVE ADENOVIRUS WHICH EXPRESSES
THE VIRAL PROTEINS E1A AND E1B

In the last years, gene therapy has been shown to be a promising tool for the treatment
of cancer. Conditionally Replicative Adenoviruses (CRAds) emerged as an alternative for the
specific treatement of this kind of illnesses. One way to restrict the viral replication to cancer
cells is by using specific promoters that are active in target cells. The early viral genes E1A
and E1B are requiered for the succesfull viral replication. E1A protein binds to transcriptional
factors activating and enhancing the late viral genes transcription. On the other hand, E1B
protein allows higher replication rates by preventing apoptosis or cell-cycle arrest. In this
engineering final project we tried to build a CRAd in which E1A and E1B genes are under the
control of SPARC glycoprotein promoter. We decided to use this promoter because SPARC

glycoprotein is overexpressed in both tumor and stroma cells.

Key words: Cancer, gene therapy, adenovirus, CRAd, promoter, E1A, E1B
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I. Cancer

Céncer es el nombre general para un grupo de enfermedades caracterizadas por el
crecimiento descontrolado y la propagacion de células anormales (American Cancer Society,
2013); se produce debido a fallas en los mecanismos que controlan el crecimiento y la

proliferacion celular (Lodish et al, 2006) (Figura 1.1).

Autosuficiencia en las
senales de crecimiento

|
&l
| Angiogénesis Insensibilidad a las sefales
{ sostenida de anticrecimiento

TN A, 2
/ .

" Evasiénde |
la apoptosis

Invasidn tisular
y metastasis

Potencial |
replicativo ilimitado

Figura 1.1 - Generalidades de los cambios en las células que causan cancer. Como se muestra
aqui, durante la carcinogénesis se pueden alterar seis propiedades celulares fundamentales para dar
origen al cancer. Estas propiedades celulares alteradas se originan por cambios genéticos (Figura
adaptada de Lodish et al, 2006).

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo; en 2008 causo
7,6 millones de defunciones (aproximadamente un 13% del total). Los tipos de cancer mas
frecuentes son diferentes en el hombre y en la mujer (Figura 1.2). Aproximadamente un 70%
de las muertes por cancer registradas en 2008 se produjeron en paises de ingresos bajos y
medios. Se prevé que las muertes por cancer sigan aumentando en todo el mundo y alcancen
la cifra de 13,1 millones en 2030 (Organizacién Mundial de la Salud, 2013).
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Figura 1.2 - Tipos de cancer que afectan con mas frecuencia a hombres (A) y mujeres

(B). Cada porcentaje mostrado en la figura corresponde a la relacién entre la incidencia de un tipo de

cancer y el niamero total de casos nuevos de cualquier tipo de cancer, a nivel mundial durante 2008.

(GLOBOCAN, 2008).

Los ultimos estudios indican que en Argentina existe una incidencia de 206 casos

nuevos de cancer por afio cada 100.000 habitantes, estimacion que corresponde para ambos

sexos. Este dato determina que, en relacién al resto del mundo, la Argentina se encuentra en

un nivel medio-alto de incidencia de cancer (Instituto Nacional del Cancer, 2013).

Las pérdidas de regulacion que dan origen a la mayoria o todos los casos de cancer se

deben a dafios genéticos. En la aparicién del cancer se han implicado mutaciones en dos

amplias clases de genes: los protooncogenes y los genes supresores de tumores. Los

protooncogenes son activados para volverse oncogenes mediante mutaciones que los hacen

excesivamente activos en la promocion del crecimiento. Los genes supresores de tumores

normalmente restringen el crecimiento, por lo que si se dafian se produce un crecimiento
inapropiado (Lodish et al, 2006).

Las células cancerosas pueden invadir tejidos circundantes, atravesando la lamina

basal que define los limites de los tejidos y diseminandose a través del sistema circulatorio

para establecer areas secundarias de crecimiento, proceso conocido como metastasis. Para

compensar el aumento de las demandas metabodlicas relacionadas con la division celular

incontrolada, las células de los tumores primarios y secundarios sintetizan proteinas
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proangiogénicas, que dirigen la construccion de nuevos vasos sanguineos (Langley & Fidler,
2011).

La aparicion y el desarrollo del cancer dependen de la interaccion entre la genética del
individuo y el medio ambiente. Las posibles causas del cancer incluyen factores genéticos,
factores del estilo de vida como el tabaquismo, la dieta y la actividad fisica, ciertos tipos de
infecciones, y la exposicion ambiental a diferentes tipos de productos quimicos y de radiacion
(American Cancer Society, 2013). Estos factores causales pueden actuar juntos o de forma

secuencial para iniciar o promover el desarrollo del cancer.

Si el cancer no es tratado puede enfermar gravemente e incluso causar la muerte de
quien lo padece. Las terapias para tratar el cAncer buscan eliminar los tumores existentes y las
células cancerigenas en su totalidad para prevenir la aparicion de nuevos tumores. El
tratamiento convencional del cancer se basa en el empleo aislado o en combinacion de
cirugia, radioterapia y quimioterapia; y en algunos tumores concretos, de tratamientos
hormonales e inmunoldgicos (Mufioz et al, 2003). La falta de especificidad de estas practicas
produce en los pacientes la aparicion de efectos secundarios adversos que repercuten en su
calidad de vida y en su mejoria. Para superar estos inconvenientes se comenzaron a investigar

y desarrollar nuevas terapias que actien Unicamente sobre el tejido tumoral.

Il. Terapia génica

La terapia génica se define como la introduccion o alteracion del material genético
dentro de una célula u organismo con la intencion de tratar o curar una enfermedad.
(American Society of Cell & Gene Therapy, 2011). Dicha informacion genética foranea
puede restaurar o complementar funciones defectuosas o, alternativamente, interferir con la
expresion de una funcion genética mutante (Roemer & Friedmann, 1992). Si bien la terapia
génica se pensoé inicialmente como medio para corregir defectos en genes individuales, los
ensayos clinicos muestran que, en los ultimos afos, su aplicacion méas importante fue como
terapia para el tratamiento del cancer (Gene Therapy Clinical Trials Worldwide, 2013).

Existen dos modalidades para la introduccién de los transgenes en las células diana. El
material genético extrafio puede ser introducido directamente en el tejido apropiado in vivo, 0

primero puede ser introducido en las células adecuadas ex vivo que posteriormente se injertan

Pégina 11



Construccion y caracterizacion in vitro de un adenovirus replicativo condicional
que exprese las proteinas virales ELA y E1B. Grand Martin & Ramoa. INTRODUCCION

en un sitio fisiol6gicamente relevante del organismo (Roemer & Friedmann, 1992) (Figura
11.2).
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Figura I1.1 - Modalidades de Terapia Génica. En la terapia in vivo el gen terapéutico es
administrado directamente al paciente utilizando un vector de transferencia. En la terapia ex vivo, las
células son extraidas del paciente (1), son modificadas fuera del organismo por introduccién del
transgen mediante transduccién (2) y, mas tarde, las células alteradas (3) son reintroducidas en la

persona a tratar (4).

La terapia génica busca la introduccion de genes terapéuticos en las células diana,
dando lugar a la expresion eficaz y estable de las moléculas terapéuticas y reduciendo al
minimo los efectos secundarios adversos. Esto se puede lograr usando vectores virales y no
virales. Los pardmetros mas importantes a considerar para elegir un vector de terapia génica
incluyen: las limitaciones de tamafio para la inclusién de transgenes, la pureza y el titulo del
vector, la eficacia de transduccion, la capacidad para infectar células en division y/o en
reposo, la expresion a largo plazo de los transgenes, la integracion en el genoma del huésped,
la necesidad de especificidad de tipo celular o de administracién dirigida, la toxicidad
asociada a los vectores y la inmunogenicidad (Goverdhana, 2005).

El sistema de transferencia genica no viral mas simple es la inyeccion de ADN
plasmidico desnudo. Sin embargo, debido a la rapida degradacion por las nucleasas presentes
en el suero y el aclaramiento por el sistema de fagocitos mononucleares, la eficiencia de
transfeccion es generalmente baja (Niidome & Huang, 2002). La mayoria de los sistemas de
vectores no virales utilizan lipidos cationicos, polimeros o ambos como portadores. En estos

sistemas el ADN cargado negativamente es fuertemente atraido por el lipido o polimero, y
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esta interaccion provoca la condensacion del ADN (Goverdhana, 2005). Se generan de esta
manera complejos con carga neta positiva que se pueden asociar con la superficie de la célula
que se encuentra cargada negativamente (Felgner, 1987). Como estos complejos son
electrostaticamente, pero no especificamente, atraidos por las membranas celulares, la
especificidad de estos vehiculos es baja (Goverdhana, 2005).

Actualmente, los vectores més utilizados son virus modificados genéticamente para
portar el gen terapéutico. Los virus pueden entrar facilmente en las células y entregan su
material genético en el nicleo de las células diana, por lo tanto, en la mayoria de los casos son
mas eficientes que los sistemas de suministro no virales. La mayoria de los vectores utilizados
para la entrega de genes se derivan de patdgenos virales humanos que se han hecho no
patdgenos mediante la supresion de los genes virales esenciales. Por lo general tienen un
amplio tropismo, por lo que pueden infectar y entregar sus transgenes codificados a un amplio
espectro de células y/o tejidos (Goverdhana et al, 2005). Los vectores virales mas

comunmente usados para la terapia génica son:

e Adenovirus: son una familia de virus de ADN que se caracterizan por una capside que
contiene un genoma de ADN de doble cadena lineal de 36 Kb. La infeccion por
adenovirus se inicia cuando la proteina de la fibra se une al receptor CAR en la
superficie celular. Una vez dentro de la célula, el virion se desmonta, el ADN viral se
libera en el nlcleo y se mantiene como un episoma (Goverdhana et al, 2005).

e Virus adeno-asociado: son parvovirus de ADN lineal de simple cadena. Por lo general,

permanecen dentro de los tejidos diana como entidades episomales, aunque se ha
demostrado que también pueden integrarse en el genoma de la célula huésped
(Goverdhana, 2005). Para poder replicarse en cultivos celulares necesitan de la
presencia de un virus de apoyo. Se ha verificado que pueden integrar su material

genético en un sitio especifico del cromosoma 19 humano (Kotin et al, 1990).

e Retrovirus y lentivirus: los vectores derivados de retrovirus y de lentivirus constituyen
un grupo de vectores virales de ARN que se pueden integrar en el genoma celular del
huésped. Esta capacidad de integracion en el ADN del huésped hace que estos
vectores sean una opcion atractiva para aplicaciones en terapia génica. Una vez que el

vector se integra, el transgen de interés se copiara durante la replicacion del ADN de

Pégina 13



Construccion y caracterizacion in vitro de un adenovirus replicativo condicional
que exprese las proteinas virales ELA y E1B. Grand Martin & Ramoa. INTRODUCCION

la célula huésped, lo que permite su expresion. Sin embargo, se han documentado
casos en los que la expresion del transgen fue silenciada gradualmente con el tiempo.
Mientras que los retrovirus pueden infectar solo células en division, los lentivirus
infectan tanto las células que estan en divisién como aquellas que no lo estan. Una de
las desventajas del uso de estos vectores es que la integracion se produce en un sitio al
al azar, pudiendo esto tener efectos secundarios adversos como la activacion de
oncogenes, la inactivacidn de un gen supresor de tumores, 0 mutagénesis de insercion,
lo que puede llevar a la transformacion oncogénica de las células diana (Goverdhana
et al, 2005).

e Virus herpes simplex tipo 1 (VHS-1): son virus con ADN de doble cadena. Las

caracteristicas tipicas de los virus del herpes simplex son el gran tamafio de su genoma
(152 Kb), su neurotropismo y la fase latente del ciclo de vida, lo que significa que el
genoma viral se mantiene en forma de episoma en el nucleo de la célula durante el
tiempo de vida del organismo huésped (Lundstrom, 2003). La capacidad de estos virus
de establecer una infeccion latente dentro de las neuronas ha conducido a un interés en
Su uso como un vector de suministro de genes neuronales (Lachmann & Efstathiou,
1999).

En este proyecto se utilizara como vector de transferencia génica al adenovirus y en
las siguientes secciones se procedera a describir su biologia, estructura y los vectores

recombinantes adenovirales.

I1l.  Adenovirus
1. Estructura

El adenovirus (Figura I11.1) es un virus sin envoltura que, de acuerdo a la
clasificacion de Baltimore, pertenece a la clase I por poseer ADN lineal de doble
cadena. Su peso molecular es de ~150 MDa y su didmetro es de ~95 nm, sin incluir sus
fibras salientes. Su genoma, de ~36 Kb, codifica mas de 40 proteinas diferentes; sin
embargo se ha demostrado que solo 12 de ellas son constitutivas de la particula viral.
El adenovirus esta compuesto por dos elementos estructurales principales, la capside
externa y el nucleo (core). La capside tiene simetria icosaédrica y estid formada por
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uniones no covalentes entre las proteinas II, I11, llla, 1V, VI, VIl y IX. En el core, el
genoma estd condensado y asociado con las proteinas V, VII 'y X (0 mu) y los
extremos 5’ terminal del ADN estan covalentemente unidos a la proteina terminal (TP)
(Smith et al, 2010). Ademas de los componentes de la capside y del core, dentro de la
particula viral son incorporadas aproximadamente 10 copias de una cisteina-proteasa
adenoviral, que juega un rol importante en la maduracién del virus y su entrada a la

célula.

Knob

X— Fibra
<+— Base Pentona

Genoma Adenoviral

N

Hexona

it
!

Nucleo

P

Figura I11.1 - Estructura de la particula viral- (Figura adaptada de Hakkarainen &
Hemminki, 2005)

El polipéptido Il al trimerizarse forma el capsémero, componente principal de
la cépside (también conocido como hexén, por estar unido a otras 6 moléculas
vecinas). En los vértices de la céapside icosaédrica todos los adenovirus poseen un
complejo pentén (llamado asi por estar unido a 5 hexonas), el cual esta formado por la
base pentona y por la fibra. La base pentona es un homo-pentamero del polipéptido
I11; esta estructura posee la secuencia conservada RGD (Arg-Gly-Asp) utilizada para
la interaccion con integrinas aV. La fibra estd formada por un trimero de polipéptido
IV. En su estructura se distinguen tres segmentos principales: la cola N-terminal, el eje
central y el dominio C-terminal, que forma el pomo (knob) distal. EI knob en la
mayoria de los serotipos tiene alta afinidad por el receptor celular CAR (Coxakie and
adenovirus receptor). El resto de las proteinas constituyentes de la capside ayudan a su
estabilizacion. Adicionalmente, el extremo C-terminal clivado del polipéptido VI es un

cofactor de la proteasa viral (Stewart, 2002).
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2. Entrada celular

En la mayoria de los Adenovirus el receptor celular CAR media la adhesion del
virus a la célula para luego facilitar su entrada. CAR es una proteina transmembrana
miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas que se expresa en el area
basolateral de las células epiteliales polarizadas justo por debajo de las uniones
estrechas. Las uniones a CAR ocurren en las superficies laterales del dominio knob de
la fibra, existiendo asociacion multivalente. Estas uniones se ven facilitadas por la
flexibilidad que confiere el dominio eje a la fibra. El dominio intracelular de CAR no
aparenta estar involucrado en la infeccion adenoviral. Hay evidencia de la existencia
de otras interacciones moleculares que median la unién, como por ejemplo CD46,
acido salicilico y algunos GAG’s (Smith et al, 2010).

Poco tiempo luego de la union a receptores de la superficie celular, el
adenovirus es internalizado por la célula en un compartimiento endosomal. Las
integrinas son proteinas heterodiméricas conformadas por las subunidades o y  unidas
de manera no covalente, que reconocen el motivo RGD presente en diversas proteinas
de matriz extracelular y también en el complejo pentdn. La asociacion de mdltiples
integrinas aVB1, aVB3 y aVP5 al complejo pentdn es la responsable de desencadenar
la sefializacidén que culmina con la internalizacion del virus. Dicha asociacién induce
la activacién de multiples moléculas de sefializacion intracelular, incluyendo la
quinasa fofatidilinositol 3-OH (PI3K), p130CAS, y la familia Rho de GTPasa
pequefias. Estas moléculas inducen la polimerizacion de los filamentos de actina,
proceso requerido para la internalizacion del virus dentro de vesiculas recubiertas de
clatrina (Smith et al, 2010).

El compartimiento endosomal en el que se internalizo el adenovirus es luego
permeabilizado; en su interior los vértices del virus son disociados (Smith et al, 2010)
y el escape del resto de la particula viral hacia el citoplasma celular es facilitado por la

cola de la subunidad B5 de la integrina (Stewart, 2002).
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El destino final del genoma viral es el nicleo. Luego de la traslocacion a lo
largo de los microtibulos utilizando un mecanismo dependiente de dineina, el
adenovirus se asocia al complejo del poro nuclear. Alli el virus sufre una mayor
pérdida de la capside proteica y el genoma viral es traslocado dentro del ndcleo (Smith
et al, 2010) (Figura 1ll. 2).

®
Dineina \
—
Transporte
LR Escape del endosoma  citoplasmatico \.

o B Integrinas

Entrada al nucleo

Endocitosis mediada
por receptor

Figura I11.2 - Entrada celular- Adhesion mediada por CAR, endositocis mediada por
clatrina, liberacion del endosoma (la disminucion del pH no esta demostrada que sea necesaria
in vivo), transporte por microtibulos mediado por dineina y entrada al nucleo a través del poro
nuclear (Figura adaptada de Berk, 2007).

Dentro del nacleo, el genoma viral se posiciona de manera adyacente a
determinadas estructuras nucleares mediante unién de la TP a la matriz nuclear. Se
piensa que esta union posiciona el genoma de manera tal que permite la expresion de

los genes tempranos Y la replicaciéon del ADN viral (Evans & Hearing, 2010).

3. Organizacion del genomay replicacion

El genoma del adenovirus posee un solo cromosoma y sus genes se encuentran
organizados de manera tal que producen un gran nimero de proteinas necesarias para
la propagacion utilizando un espacio genético limitado. Los origenes de replicacion se

encuentra en las primeras 50 pb de las repeticiones terminales invertidas (ITRs). La
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naturaleza invertida de estos ITRs juega un rol fundamental en la replicacion del

ADN. Una secuencia de activacion del empaquetamiento en cis (y) se encuentra en el

extremo izquierdo del genoma y dirige la encapcidacion polar del ADN dentro de la

capside. EI genoma adenoviral contiene una region temprana inmediata (ELA), cuatro

unidades transcripcionales tempranas (E1B, E2, E3 y E4), dos unidades retrasadas (1X

y IVa2), y una unidad tardia que produce cinco familias de ARNs mensajeros (L1 a

L5) (Figura I11.3). Todas las unidades transcripcionales utilizan la ARN polimerasa Il

para su transcripcion. EI genoma viral también contiene genes que codifican para los

ARN no codificantes VAI y VAII los cuales son transcriptos por la ARN polimerasa

Il (Evans & Hearing, 2002).

NMLFP
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Figura I11.3 - Genoma del adenovirus- ElI genoma posee aprox. 36 Kb, los nimeros

de 0 a 100 presentes en la figura son unidades relativas del mapa. Se encuentra anotados los

productos de transcripcién (Figura adaptada de Russell, 2000).

a. Region temprana E1A

Es la primera unidad trasncripcional en ser expresada luego de que el

cromosoma Vviral alcance el nicleo. Esta controlada por un elemento de regulacion

constitutivo. Esta regidn genera dos transcriptos en la etapa temprana de la infeccién y

tres mas en etapas tardias debido al corte y empalme alternativo (en inglés splicing),

los cuales parecen no presentar una funcion diferente a las primeras (Figura 111.4). Los

primeros polipéptidos, llamados proteinas ELA grande y pequefia, de 289 y 243

residuos, poseen ciinco dominios conservados denominados regién N-terminal, CR1,

CR2, CR3 y CR4, con excepcion de CR3 que no esta presente en la especie de menor
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tamafio de E1A (Figura 111.5). Las proteinas de E1A no se unen al ADN, pero si lo
hacen a factores de transcripcion y proteinas reguladoras aumentando la tasa de
transcripcion. Al poder activar genes en trans, usualmente estas proteinas E1A son

conocidas como trans-activadores.

T | oAb

128 mANA — I NI AAA | 135 mRNA: 724 b

s orne — NI AAA | 125 mANA: 546 b

nsmana — N NI AAA | 115 mRNA: 07 bp

osmRNA —r” T NEEEAM | 108 meNa: 363 b

95 MRNA —-//\.—MA 95 MRNA: 249 bp
499 637 854 974 1112 125 1632

Figura I11.4-Patrones de corte y empalme del gen E1A del Ad5-Los exones se
representan como rectangulos rojos, los intrones como lineas negras, y la sefial de
poliadenilacién se muestra como "AAA". Las posiciones de los exones e intrones
correspondientes a sus ubicaciones en el ADN gendémico de Ad5 estan indicadas por debajo de

los rectangulos rojos (Figura adaptada de NorgenBiotecCorp, 2013).
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Figura I11.5-Mapa de E1A y sus regiones conservadas- El transcripto primario del
gen E1A del Ad5 sufre splicing alternativo para producir dos ARNm que codifican dos
proteinas de 289 y 243 residuos. El analisis comparativo de las secuencias de las proteinas
E1A de diferentes serotipos de adenovirus humano identificd regiones de conservacion (CR1 a
CR4), que se indican por las areas de color. Se muestran algunos motivos de interaccion
encontrados dentro de E1A (Pelka et al, 2008).

La proteina E1A de 289 residuos es responsable, mediante su dominio CR3 al
cual se le unen diferentes factores de transcripcion, de activar los promotores virales
tempranos. Estos promotores poseen sitios de union de factores activadores de la
transcripcion celular rio arriba de su caja TATA. La proteina E1A de 243 residuos
activa la transcripcién especificamente del promotor temprano E2 que contiene dos
sitios invertidos de union a E2F.

E2F pertenece a una familia de factores celulares esenciales del ciclo celular
y éstos son modulados por la familia de proteinas retinoblastoma que cuando se
encuentran unidas previenen la entrada a la fase S del ciclo celular. Las proteinas
E1A se unen a las proteinas de la familia retinoblastoma mediante CR1 y CR2,
impidiendo su unién a E2F, el cual queda libre y genera una activacién constitutiva a
partir de los sitios de union a E2F en los promotores tempranos del virus y también
activa promotores celulares. Ademas la familia retinoblastoma es hiperfosforilada en

presencia de proteinas E1A debido a que éstas bloquean la accion de inhibidores de
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CDK y por lo tanto no pueden inhibir la activacion de E2F. Otra de las funciones
asociadas a la accion de las regiones N-terminal y CR1 es la de unirse a diversos
complejos proteicos modeladores de la estructura de la cromatina, lo que favorece la

transcripcion (Wong et al, 2010).

b. Region temprana E1B

E1B estd comprendida entre 1714-3509 pb del genoma en el Ad5. Codifica
dos proteinas E1B 19k y E1B 55k.

E1B 19k tiene una funcion homdloga a Bcl-2 y puede unirse a Bax (Wong et
al, 2010), una proteina citosolica proapoptética. La union de Bax a Bak y su
oligomerizacion sobre la cara citosolica de la membrana externa de la mitocondria
genera poros que permiten la liberacion de citocromo c y otras proteinas que inducen
la via intrinseca de la apoptosis (Alberts et al, 2010). Cuando E1B 19k bloquea a
Bax, se inactiva la via apoptética.

E1B 55k estd involucrada en la inhibicién de p53, el transporte de ARNm
viral y el bloqueo del ARNm celular.

E1B 55k interactla con E4orf6 (viral) y proteinas celulares para formar un
complejo E3 ubiquitina ligasa que marca a p53 para su degradacion en el
proteosoma. Otro sustrato de este complejo es el complejo MRN que esta implicado
en la reparacion de ADN por ruptura de la doble cadena. La actividad de MRN en
ausencia de E4orf6 deberad ser inhibida por el virus ya que puede generar
concatomeros mal orientados. E1B 55k produce induccion de agresomas que no solo
generan el secuestro y degradacion de p53 sino que ademas aumentan la degradacién
de MNR.

En ausencia de la expresion de E4orf6, E1B 55k inhibe la activacion de la
transcripcion mediada por p53. E1B 55k se une con gran afinidad y especificidad a
p53, estabilizdndola y aumentando su concentracion. Esta unidén se genera en un
dominio de represién, por lo que transforma a p53 en un represor de los genes que
activa. Ademas de éste, existen por lo menos dos mecanismos mas de represion sobre

p53 y ambos involucran la acetilacion y deacetilacion de las histonas.
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Es posible que otro sustrato del complejo E1B 55k/E4orf6 sea mRNP,
proteina que estd involucrada en el transporte y la regulacion de la traduccion. Esta
interaccion degrada mRNP estimulando asi la exportacion y traduccién de ARNm
virales tardios (Berk, 2005).

En conclusion, E1B es importante porque favorece la replicacion viral

evitando que la célula huésped muera por apoptosis o se arreste su ciclo celular.

c. Replicacion del ADN viral

La replicacion del ADN viral es un evento que surge como resultado de la
interaccidn organizada entre proteinas virales, factores celulares y el ADN viral. La
proteina E1A activa la transcripcion del promotor temprano E2; los productos de este
gen, Ad Pol, pTP y DBP, son necesarios para la sintesis del nuevo ADN. Los
factores celulares como NFI, NFIl y Oct-1 son los encargados de aumentar la
afinidad de las proteinas virales por el ADN, incrementar la eficiencia de la
iniciacion y la elongacién y de estabilizar la interaccién de los complejos formados,
por ejemplo el complejo Ad Pol-pTP en el origen de replicacion.

El origen esta ubicado en los primeros 50 pb de los ITR’s (ambos son activos)
y es donde comienza la sintesis con una doble hebra lineal hasta su final. EI producto
de dicha replicacion es un duplex de ADN conteniendo una hebra parental y una hija,
y otra hebra mas que queda como simple cadena. En una segunda ronda de
replicacion la hebra simple cadena se circulariza por auto complementariedad de los
ITR’s formando una estructura de doble cadena en su extremo que es reconocida por
la misma maquinaria de iniciacion que en el primer paso y genera como producto

una segunda doble hebra completa (Berk, 2007 ; Evans & Hearing, 2002).
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Figura 111.6 — Replicacion del ADN adenoviral- La replicacion del Tipo | se
refiere a aquella que comienza con el duplex de ADN. La replicacién de Tipo Il es aquella
gue se inicia a partir de una hebra simple cadena circularizada por autocomplementariedad
de los ITR’s (Figura adaptada de Berk, 2007)

d. MLP (promotor mayor tardio) y la activacion de los genes tardios

La regién codificante tardia estd organizada en una sola unidad
trasncripcional cuyo transcripto es procesado utilizando diferentes sitios de
poliadenilacion y de corte y empalme, que generan alrededor de 20 ARNm distintos.
Estos mensajeros son agrupados en cinco familias, L1 a L5 basadas en el uso comun
de la sefial de poliadenilacion. Cada familia contiene una region no traducida “lider
tripartita” generada del corte y empalme de tres exones seguida de un ORF que
usualmente no posee intrones.

Los genes tardios comienzan a expresarse eficientemente luego de una ronda
de la replicacion del ADN viral. Son activados por las proteinas E1A. Los factores

que contribuyen a la activacion retrasada del MLP son: un cambio conformacional en
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cis del cromosoma viral y la expresion de un factor de transcripcion codificado por el
virus (Berk, 2007).

La secuencia lider tripartita es utilizada para la traduccion de los mensajeros
virales independientemente del factor de iniciacion celular elF4. La infeccion con el
adenovirus lleva al bloqueo de dicho factor por medio de una proteina tardia llamada
100K, impidiendo de esta manera la traduccion de los mensajeros celulares.

Los mensajeros tardios codifican proteinas que son parte de la estructura de la
capside, que estan involucradas en el ensamblado de la particula viral o que tienen un

rol regulatorio.

Pagina 24



Construccion y caracterizacion in vitro de un adenovirus replicativo condicional
que exprese las proteinas virales ELA y E1B. Grand Martin & Ramoa. INTRODUCCION

IV. Vectores recombinantes adenovirales

El cancer es la segunda causa mas comun de muerte en el mundo occidental.
Modalidades de tratamiento actuales incluyen la cirugia, la quimioterapia y la radioterapia,
pero éstos son limitados en su eficacia terapéutica. Por lo tanto, nuevas modalidades
terapéuticas son necesarias para el tratamiento de esta enfermedad. La terapia génica con
vectores virales representa un enfoque prometedor y los vectores de adenovirus humanos
tienen potencial como herramientas terapéuticas para nuevos regimenes de tratamiento
(Oosterhoff & Beusechem, 2004).

1. Vectores recombinantes no replicativos

Los adenovirus pueden infectar una amplia variedad de tipos de células y tejidos, tanto
a células en division como a aquellas que no se estén dividiendo; en la actualidad son
relativamente féciles de preparar y purificar (Danthinne & Imperiale, 2000). Por ello se los ha
usado extensivamente como vectores de genes. El genoma viral puede almacenar pocos Kb de
ADN pasajero sin afectar su estabilidad o su infectividad, pero la introduccion de secuencias
mas largas requiere la eliminacién de algunos genes. Existen por lo menos tres clases de
adenovectores recombinantes que se diferencian principalmente en los genes que se tienen
que delecionar para poder albergar el ADN foraneo; todos ellos son usados en terapia génica
(FiguralVv.1).

Primera
generacion

AEI +AE3

Segunda
generacion

AE1 *AE2b +AE2a +AE3
Tercera
generacion

AE1XAE2b *AE2a *AE3 +AE4

Vectores
Gutless
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Figura IV.1 - Representacion esquematica de los distintos tipos de adenovectores- Los
ITRs estan simbolizados por tridangulos y la sefial de encapcidacion por rectangulos. Se muestran los
genes delecionados. El vector gutless carece de todos los genes virales y el espacio disponible para

introducir secuencias foraneas esta representado con una linea fina.

Los adenovirus de primera generacion estan basados en la substitucion de las regiones
E1 y/o E3 por el material génico que se desea transferir. Como se menciono anteriormente, la
region E1 es necesaria para la expresion del resto de los genes virales y la replicacion del
ADN viral. Por lo tanto la produccion de los virus recombinantes se realiza en cultivo de
células que expresen los productos de dichos genes, como las lineas celulares 293, 911 o
PER.C6. La regién E3 codifica proteinas que no son imprescindibles para la replicacion viral
por lo que no es necesario que la linea celular empaquetadora las aporte. Los adenovirus
delecionados en E1 admiten transgenes de hasta 5,1 Kb y los delecionados en E1 y E3
insertos de hasta 8,2 Kb (Danthinne & Imperiale, 2000). La infeccion con este tipo de
vectores genera en el organismo huésped una respuesta inmunitaria potente contra la capside
y contra el transgen, por ello solo se puede lograr una expresion transciente. Ademas,
proteinas similares a E1 presentes en el huésped podrian permitir la expresiéon de genes E2,
por lo tanto, la replicacion del ADN viral, la sintesis de proteinas tardias y por ende la
produccidn de nuevas particulas virales infectivas seria posible (Russell, 2000).

Los vectores adenovirales que se desarrollaron en segunda instancia poseen ademas el
gen E2 delecionado, por lo que la capacidad de replicacion viral queda afectada y en ellos es
posible insertar un transgen mas grande.

Se han construido vectores mas sofisticados: vectores de tercera generacion que
poseen mas deleciones y vectores denominados gutless en los cuales el genoma carece de
todos los genes virales y sélo conserva las secuencias ITR y de encapsidacion. Estos virus
pueden transportar secuencias exogenas de hasta 37 Kb. Algunas ventajas del uso de este tipo
de vectores es que se detecta la expresion del transgén dos afios después de su administracion
en animales; ademas no inducen una respuesta inmune significativa lo que permite su
administracion repetida. Sin embargo, la construccion y produccion de estos adenovirus
requiere el uso de un adenovirus helper que aporte todos los elementos que actlan en trans
(Narvaiza et al, 2003).
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Otra estrategia para terapia génica es la utilizacion de virus que no tengan alterada su
capacidad de replicacion pero que sélo puedan hacerlo especificamente en el tejido deseado; a

ellos se los denomina CRAdSs. A continuacion se detallaran sus caracteristicas.

2. Virus de replicacion condicional

El uso de adenovirus defectuosos en la replicacion como vectores ha demostrado hasta
el momento moderada eficacia anti-tumoral debido a la mala capacidad de transduccion y de
penetracion en masas tumorales solidas. Para superar esta limitacion, se han desarrollado
adenovirus de replicacion condicional (CRAdSs). En el caso del cancer, se espera que los
CRAdSs se repliquen sélo en las células cancerosas Y las destruyan a través del proceso natural
de replicacion adenoviral. Ademas, la progenie de virus generada y liberada por las células
cancerigenas infectadas y lisadas puede infectar las células tumorales vecinas. A través de
varias rondas de replicacion y lisis de las celulas, el tumor puede ser finalmente destruido
(Oosterhoff & Beusechem, 2004).

Una manera de restringir la replicacion viral especificamente a las células tumorales es
mediante la introduccion de modificaciones genéticas que anulan las funciones virales que
son esenciales para la replicacion en las células normales, pero son redundantes en las células
cancerigenas. En la mayoria de los casos, esto implica deleciones en las regiones EIA y E1B
(Oosterhoff & Beusechem, 2004).

El CRAd de este tipo méas extensamente estudiado es el denominado di1520 u Onyx-
015 que contiene una delecion de 827 pares de bases en el gen E1B 55k y una mutacion
puntual en el nucle6tido 2022, lo que resulta en la anulacion de la expresion de E1B 55k.
Como se mencion0 antes, una de las funciones de E1B 55k es unirse a la proteina supresora
de tumores p53. Esta union inhibe la actividad transcripcional de p53 y promueve su
degradacion. La expresion de E1B 55k durante la fase temprana de replicacion del adenovirus
inhibe la apoptosis inducida por p53 para asi evitar la muerte celular prematura. Onyx-015 no
puede inactivar p53 por lo tanto, se espera que el virus se replique solo en las células que
carecen de p53 funcional. En la mayoria de los tipos de cancer, p53 es disfuncional (Khuri et
al, 2000).

Otro enfoque para limitar la replicacion viral a las células cancerosas es mediante la

regulacién transcripcional de la expresion de los genes virales esenciales para la replicacion
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viral mediante el uso de promotores no virales especificos de tumor o de tejido. Se han
desarrollado varios CRAdSs especificos de tejidos en los cuales se coloca el gen esencial ELA
bajo el control de un promotor exdgeno que es preferencialmente activo en las células
tumorales (Oosterhoff & Beusechem, 2004) (FiguralV.2). Esta estrategia fue la seleccionada

para el desarrollo del adenovirus construido en este proyecto.

Célula normal Célula maligna

A > B

Gen esencial viral -D . “ Gen esencial viral -D

AVAVAVAY AVAVAVAV

i v

No se sintetizan las proteinas virales Sintesis de proteinas virales y replicacién
en cantidades suficientes, inhibicién
de la replicacion

Figura IV.2 - Representacion esquematica de la replicacién selectiva de los CRAdSs en
células de tumor usando un promotor especifico de tumor (TSP)- Mediante la regulacion de la
expresion de un gen viral esencial, en particular E1A, via un promotor de expresion especifico de
tumor (TSP) que conduce a la replicacidn, los virus se replicaran en las células malignas (B), pero no
en las células normales (A).

Como el tumor estd compuesto tanto por ceélulas malignas como por fibroblastos,
células endoteliales e inflamatorias, una estrategia es utilizar un promotor especifico que
posea una elevada actividad en todos los componentes del tumor para poder, de esta manera,
eliminar tanto las células malignas como el tejido que favorece su desarrollo. Un promotor
que cumple con ésto es el promotor de la glucoproteina SPARC. En la seccidn V se describira
el microambiente tumoral y la proteina SPARC.

a. Ventajas del agregado del gen E1B al CRAd

El agregado del gen E1B a un CRAd que utilice un promotor especifico
favorece la replicacion viral al evitar la apoptosis o el arresto celular. Como resultado

se llevan adelante una mayor cantidad de ciclos replicativos antes de la lisis celular
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que permiten la generacion de mas particulas virales y una mayor amplificacion del

efecto oncolitico.

V. Estroma del tumor

El microambiente tumoral es un regulador crucial del desarrollo del tumor. Este
concepto ha sido propuesto por Paget hace muchos afios como la hipétesis del suelo y la
semilla (Albini & Sporn, 2007). Los tumores heterogéneos son Organos que ademas de las
células malignas estan compuestos por fibroblastos asociados a los tumores, células
endoteliales e inflamatorias (Albini & Sporn, 2007; Sugimoto et al, 2006). Estas células que
se encuentran acompafiando a las células tumorales son las que proveen el suelo en el cual las
células malignas creceran, invadirdn y metastatizaran (Ronnov-Jessen et al, 1996) (Chlenski
et al, 2006) (Kalluri & Zeisberg, 2006). Las células malignas y estromales se comunican entre
si a través de interacciones célula-célula, célula-matriz y de la secrecion de factores solubles
que proveen una red de conexion intratumoral que es indispensable para que el tumor crezca
(Kalluri & Zeisberg, 2006). Si bien gran parte de estos hechos se conocen desde hace algunos
afios solo recientemente la investigacion en cancer comenzd a entrever como las células
tumorales y estromales se comunican y co-conspiran en el desarrollo del tumor (Marx, 2008).

El incremento de la expresion de SPARC ha sido descripto en una variedad de
canceres los cuales incluyen colon, esofago, péncreas, mama, pulmon, vejiga, rifion y
melanoma (ver (Rumpler, 2003; Clark, 2008; Podhajcer, 2008 y las referencias que alli se
mencionan). En general la sobreexpresion de SPARC, ya sea por la célula maligna o los
fibroblastos o células endoteliales del entorno tumoral se asocia a un mal prondstico en los
diferentes tipos de canceres (Podhajcer, 2008; Infante 2007; Kato, 2001). Las muestras de
melanoma primario 0 metastatico expresan altos niveles de SPARC tanto en las células
malignas como en los fibroblastos y endotelios asociados, mientras que los nevus displasicos,
nevus malignos y melanocitos normales muestran una expresion de SPARC muy baja o
indetectable (Ledda, 1997).
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Objetivos

El desarrollo y la progresion de un tumor solido hacia un fenotipo maligno
(metastatico) dependen fundamentalmente de las interacciones entre las células tumorales y
las células del microambiente del tumor. Nuestra hipdtesis general es que un medicamento de
transferencia génica debe estar disefiado de tal forma que sea activo tanto en la célula maligna
como en la célula del estroma que soporta su crecimiento y ayuda a su dispersion metastatica.

Por esto, el objetivo general de este proyecto final de ingenieria es la construccion de
un adenovirus oncolitico que pueda replicarse en los principales componentes de un tumor
mediante la expresion de las proteinas virales ELA y E1B dirigidas por un promotor activo en
el tumor y en el estroma.

A continuacién se describiran los objetivos especificos que permitirdn llevar a cabo este

trabajo:

e Objetivo especifico 1: Clonado del gen de la proteina E1B en un vector plasmidico

tipo shuttle.

Se amplifica por PCR el gen viral E1B utilizando como molde el ADN del virus

silvestre. Se disefia la estrategia de clonado para el vector resultante pshuttle-SPp-E1A-E1B.

e Objetivo especifico 2: Obtencion del genoma viral por co-transformacion en

bacterias del vector plasmidico tipo shuttle y un plasmido que contiene el resto del

genoma viral.

Se linealiza el vector pshuttle-SPp-E1A-E1B/pshuttle-SPp-E1A-IRES-E1B con la
enzima Pmel y posteriormente se co-transforman junto con el vector pVK-500C 5/3 las
bacterias BJ5183. Con el vector resultante pAd-SPp-E1A-E1B, se transforman bacterias

DH5a electromax (Invitrogen) para amplificarlo.

e Objetivo especifico 3: Recuperacion y amplificacion del adenovirus en células

eucariotas.
El plasmido pAd- SPp-E1A-E1B se linealiza con la enzima Pacl y posteriormente se

transfecta usando lipofectamina LTX (Invitrogen) en células eucariotas 911. Luego de 10-15
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dias se espera obtener efecto citopatico. Posteriormente el virus se clona y se amplifica en
celulas 293 y se purifica usando un doble gradiente de cloruro de cesio. Se corrobora el

clonado del virus mediante secuenciacion del mismo.

e Obijetivo especifico 4: Caracterizacion in vitro del adenovirus obtenido.

El virus purificado se caracteriza in vitro. Para ello se cuantifica el efecto oncolitico
del virus en lineas celulares: SKOV3, SKOV3-Luc, OV4y HMEC.

e Objetivo especifico 5: Evaluacion de los costos de la investigacion.
Se realiza un estudio de los costos de esta investigacion.
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a. Plasmidos

Se utilizé el vector pVK500C 5/3 (Krasynkh, 1996) para la obtencion del gen viral
E1B mediante una PCR.

Para clonar el gen E1B y su posterior subclonado en otro vector se utilizo el vector
pCR™4-TOPO® TA (Invitrogen™) que permite el clonado en 5 minutos y en un solo paso
de productos de amplificaciéon por PCR con Tag-polymerase.

La sefial de poliadenilacién SV40 fue obtenida del vector pGL3-Promoter (Promega
Corp.).

El genoma viral fue obtenido mediante la tecnologia de ADN recombinante. En este
proyecto se utilizé el vector pVK500C 5/3 que contiene el genoma viral y el vector pShuttle-
I-F512E1ARDE1BpolyA (vector de transferencia). Ambos vectores poseen brazos que
permiten la recombinacién en bacterias Escherichia coli de la cepa BJ5183.

b. Lineas celulares

Para la generacidn del stock viral se utilizaron las células 911, son células humanas de
retinoblastos embrionarios (HER) con un plasmido que contiene 79-5789 pb del genoma del
Ad5 (Fallaux et al, 1996). Estas fueron crecidas en medio DMEM/F12 suplementado con 10
% SFB.

Los ensayos de caracterizacion fueron realizados en células SKOV3, SKOV3-Luc,
OV4 y HMEC.

c. Bacterias

Para la amplificacion del TOPO-E1B se utilizaron bacterias JM109D3H.
Los siguientes vectores utilizaron bacterias ElectroMAX™ DHS5a-E™ Cells (Invitrogen™)
gue son electrocompetentes y deficientes en recombinasas.

Las bacterias electrocompetentes fueron transformadas a 1300 volt durante 2ms, luego
se las dejo en medio de recuperacion a 37 °C por una hora.

Las bacterias competentes quimicas JM109 fueron transformadas mediante choque
térmico, expuestas 1:30 minutos a 42 °C y luego puestas en hielo. Se recuperan en medio
SOC durante una hora a 37 °C.
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d. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las PCRs se realizaron en mesada estéril, exclusiva para esta técnica, utilizando los
termocicladores Minicycler (MJ Research Inc., Whaltam, MA) o PTC-200 (MJ Research Inc.,
Whaltam, MA). En la siguiente tabla (tabla d.1) se detalla el molde utilizado, los cebadores

(primers) y las condiciones de reaccion para las amplificaciones.

Primers Condiciones
Molde Producto . Ti
F R Ciclos T (°C) (Isﬂ;o
pVK500C 1 95 5
94 1
HEK?293 GeTCGAGGCGT | CTCTAGATC 35 57 1
AATCTGTATC
E1B gggTGGTTAAC TTCATCGCTA 72 1,45
pShuttle- GAGCC 1 75 10
E1B 1 4 tiempo
95 5
94 45 seg
CGACGCGTGCA | CGAGATCTG 35 60 30seg
F512 | gerreterTere | SICTCC8CC 70 30 seg
72 10
pVKSOOC' 4 Todo el
I-F512- tiempo
E1ARD- 1 95 5
E1B 94 45 seg
ACTACGTCC 35 60 30 seg
ACAAGCTCCTC
E4 CCGCGTTAG ?GCGTTCCA 70 30 seg
72 10
Todo el
4 tiempo

Tabla d.1- Reaccion en cadena de la polimerasa- Se detallan los moldes, productos
obtenidos, primers sentido (F) y antisentido (R) y las condiciones de temperatura empleadas en cada

reaccion.

€. Digestion con enzimas de restriccion

Todas las restricciones fueron realizadas en las condiciones indicadas por el
proveedor. En caso de realizar digestiones con dos enzimas diferentes se selecciond el buffer

en el ctal ambas enzimas poseian actividad 6ptima. Cuando no posible, se realizaron dos

Pagina 35



Construccion y caracterizacion in vitro de un adenovirus replicativo condicional
que exprese las proteinas virales ELA y E1B. Grand Martin & Ramoa. MATERIALES Y METODOS

reacciones de restriccion independientes, entre las cuales se realiz6 una precipitacion con
etanol. El resultado de la restriccion se verificd por separacion electroforética en geles de
agarosa 1% en solucion TAE (40 mM Tris-acetato, 2 mM NaEDTA.2H,0, pH 8,5)
conteniendo bromuro de etidio (0,5 ug/ul) y visualizados con luz UV en trans-iluminador
(Ultraviolet Products Inc., Upland, CA). Cuando fue necesario precipitar alguna de las
enzimas se lo hizo con dos volimenes de etanol 100%, y NaCHOOH 0.3 N. Esta mezcla se
incub6 durante una hora a -20 °C, se centrifugd, luego se lavo el pellet con 200 pl de etanol

70%, y por altimo se resuspendi6 en agua.

f. Preparacion de plasmidos

Las purificaciones plasmidicas de pequefia y mediana escala se realizaron mediante el
método de lisis alcalina. Las purificaciones de mediana escala fueron empleadas en

digestiones con enzimas de restriccion para su posterior uso en ligaciones.

1.  Preparacion de pequefa escala

Se centrifugd 1 ml de medio de cultivo durante 30 segundos a 13000 r.p.m., se
descart6 el medio y se resuspendio el pellet bacteriano en 100 pl de solucién P1 (25 mM Tris
PH 8, 10 mM EDTA). Después de 5 minutos se agregaron 200 pl de solucion P2 (0,2 N
NaOH, 1% Peso/Volumen SDS), se mezclé por inversion suave y se incubO durante 5
minutos a temperatura ambiente. Se agregaron 100 ul de solucién P3 (KCHOOH 5M PH 5,3),
se mezcld por inversion suave y se coloco en hielo durante 15 minutos. Se centrifugd durante
15 minutos a 21000 g, se recuperd el sobrenadante y se agregd 1 ml de etanol 100%. Se
incubd a -20 °C por 30 minutos y luego se centrifugd por 10 minutos a 21000 g, se descartd el
sobrenadante y se lavo el pellet con 400 ul de etanol 70% V/V. Posteriormente se centrifugd 5
minutos a maxima velocidad, se descartdo el sobrenadante y se dejo secar el pellet a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Por ultimo se resuspendié en 30 pl de agua
bidestilada.
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2. Preparacion de mediana escala

Se centrifugé 100 ml de medio de cultivo durante 20 minutos a 2400 r.p.m., se
descartd el medio y se resuspendio el pellet bacteriano en 5 ml de solucion P1 (25 mM Tris
PH 8, 10 mM EDTA). Después de 5 minutos se agregaron 5 ml de solucién P2 (0,2 N NaOH,
1% Peso/VVolumen SDS), se mezclaron por inversién suave y se incubaron durante 5 minutos
a temperatura ambiente. Se agregaron 5 ml de solucién P3 (KCHOOH 5M PH 5,3), se
mezclaron por inversion suave y se colocaron en hielo durante 15 minutos. Se centrifugd
durante 20 minutos a 2400 r.p.m., se recuperd el sobrenadante y se agregaron 0,6 VVolumenes
de iso-propanol. Se dejo precipitar a temperatura ambiente por 10 minutos y luego se
centrifugo por 10 minutos a 10000 r.p.m. a 4°C, se descartd el sobrenadante y se lavo el pellet
con 1 ml de etanol 70% V/V. Se centrifugd 5 minutos a maxima velocidad, se descartd el
sobrenadante y se dejo secar el pellet a temperatura ambiente durante 15-20 minutos. Por
ualtimo se resuspendieron en 200 ul de agua bidestilada.

g. Purificacién de fragmentos de ADN y cuantificacién

La purificacion de los productos de una restriccion se realizé6 mediante electroforesis en geles
de agarosa y corte del fragmento de agarosa para la purificacion del mismo a través del kit
comercial QIAquick spin  (QIAGEN, GmbH, Hilden, Alemania). Para cuantificar los
fragmentos de ADN utilizados en una ligacion se utiliz6 la cuantificacion por gel a partir del
andlisis densitométrico de las intensidades de los fragmentos de masa conocida del 1kb ladder
(Invitrogen o el producido por FIL) o de la mezcla de seis fragmentos con extremos romos
denominado Low Mass DNA Ladder (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA).

h. Ligaciones

Para el clonado del producto de amplificacion por PCR que utiliz6 como molde ADN
gendmico de células 293 o al plasmido pVK500c se escogio el kit comercial TOPO® TA
Cloning® Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA).

Para el resto de los clonados se utiliz6 ADN Ligasa del bacteriéfago T4 (New
EnglandBiolabs Inc., Beverly, MA) segun los protocolos del proveedor. Se utilizd una

relacion inserto:vector de 3:1 y la siguiente formula para calcular los ng de inserto:
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ng de vector x Kb de inserto inserto

Kbdevector

] X [relacic’m ] = ng inserto
vector

Se utiliz6 como minimo 50 ng de vector y como méximo 200 ng y 20 Unidades de
ADN ligasa para ligar extremos cohesivos con un volumen final de 20 ul. Se incub6 a
temperatura ambiente durante una hora y se coloc6 a 4 °C hasta el momento de realizar la

transformacion bacteriana.

i. Secuenciacion de ADN

Los fragmentos amplificados por PCR y clonados se secuenciaron en el Servicio de
secuenciacion provisto por la Fundacion Instituto Leloir, utilizando los cebadores universales
T3y T7, presentes en el plasmido TOPO-pCR4 (Invitrogen™) que flanquean los productos
clonados.

Los plasmidos pShuttle-1-F512-E1ARb-E1lpolyA y pVK500C-I-F512-E1ARDb-

ElpolyA fueron secuenciados por el laboratorio koreano Macro Gen.

j. Ensayo de muerte celular

Las células fueron sembradas en placas de 24 pocillos a una densidad de 4x10*
células/pocillo. Al otro dia las células fueron infectadas con dosis crecientes del CRAd, en
200l de medio DMEM conteniendo 2% de SFB. Luego de 4 hs de infeccidn se agregaron 0,8
ml de medio DMEM conteniendo 15% de SFB con o sin TNF-a. Posteriormente se agregaron
100 pl de PBS conteniendo MTS (dilucion 1/15) y se incubd durante 4 hs. Se evalud
posteriormente la absorbancia del sobrenadante a 490 nm con el lector de micro-placas Bio-
Rad modelo 550 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE.UU)

K. Efecto citopatico en monocapa

Se sembraron células en 24 pocillos a una densidad de 4x10 células/pocillo. Al otro
dia las células fueron infectadas con dosis crecientes del CRAd en 200 pl de medio DMEM

conteniendo 2% de SFB. Luego de 4 hs de infeccion se agregaron 0,8 ml de medio DMEM
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conteniendo 15% de SFB. La cantidad de virus utilizada varié desde 0,1 a 1000 particulas
virales por célula (MOI). El efecto citopatico se evalué mediante la tincion con cristal violeta

(solucion 0,75% en 40% de metanol) de las células viables 10 dias después de la infeccion.

l. Analisis bioinformatico

Para el disefio de los primers y el disefio de los plasmidos in silico se utilizo el
programa Vector NTI Advance ™ 11.0 (Invitrogen Corporation, 2008).

Para analizar la secuencia E1B del plasmido TOPO-E1B obtenida por secuenciacion,
se utilizo el programa informatico de alineamientos de secuencias de tipo local BLAST
(NCBI)

m. Analisis bioestadistico

Para evaluar el efecto del CRAd sobre la cantidad de células vivas se aplico un analisis
de la varianza de un factor (ANOVA). Las comparaciones entre tratamientos se efectuaron
mediante el Test de Tukey. Se consideraron significativas las pruebas con un p<0.05. El

programa estadistico utilizado fue Infostat (Universidad de Cordoba, Argentina).

n. Estrategia de clonado

A continuacion se describira el disefio de un casete de expresion que lleve el promotor
especifico F512 y los genes E1A y E1B. Este vector fue utilizado posteriormente para llevar a
cabo una recombinacién con un plasmido que contiene los genes virales y de esta manera
obtener el genoma adenoviral para luego recuperar en una linea celular las particulas virales.
Ademas, se considerara la introduccion de una sefial de poliadenilacion aguas abajo del gen
E1B para lograr su correcta expresion.

En primer lugar se disefiaron los cebadores para poder amplificar el gen E1B mediante
PCR. Dichos cebadores fueron seleccionados para que flanqueen al gen E1B desde los
1563pb a los 3509pb segun el genoma completo del adenovirus C serotipo 5 y ademas se les
agregaron los sitios de restriccién Xhol y Xbal que nos permitieron realizar posteriormente su

escision del primer vector de clonado.
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El producto de la amplificacion por PCR debera ser clonado en un vector TOPO TA
(pCR4) (Figura n.1). Luego de la amplificacién en bacterias, el TOPO-E1B se tendrd que

digerir con las enzimas Spel y Xhol para poder liberar el fragmento deseado (Figura n.2).
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Xho 1(3) E1B

E1B con sitios Xhol y Xbal
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T7 prime
TOPO binding sit +

3'-Toverhang|| Kan promoter Kan(Rplapromoter

T7 promoter

Xba 1 (1956)
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> b -

pCR4-TOPO
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T7 promoter
Xhol(5914) PO binding site

T7 primer
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Xbal (3961) R </
TOPO binding site bla promoter
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lac repressor binding si
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TOPO binding site
3'-T overhang

T7 promoter
OPO binding site
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T 7
)
\\
\

an(R)

Figura n.1 - Ligacion de E1B con pCR4-TOPO- Como producto de esta ligacion se
generaran dos vectores TOPO-E1B (1) y TOPO-E1B (2) con diferente orientacion del inserto. El
vector buscado es el TOPO-E1B (1) porque de él se puede escindir el gen usando las enzimas Xhol y

Spel.
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T7 promoter
PO binding site

Xhol (5914)
T7 primer
Kan promoter

\ Kan(R)
—

E1B

TOPO-E1B (1) \“
5918 bp |
Xbal (3061) v
TOPO binding site bla promoter
Spel (3927),
T3 primer
lac repressor binding site V\\; \Amp(R)
lac promoter ‘
puUC origin
Digestion
Xba 1 (36)
TOPO binding sit
Spe 1(2)
T3 primer E1B Xho T (1989)

TOPO-E1B (1) digerido con Xhol y Spel

1993bp

Figura n.2 - Digestion del TOPO-E1B con Xhol y Spel.

El vector pGL3-promoter que contiene el gen de la luciferasa, aportara al gen E1B la
sefial de poliadenilacion. Para clonar el gen E1B dentro de dicho vector, se lo debe digerir con
las enzimas Xhol y Xbal (Figura n.3). Xbal (del vector pGL3-promoter) y Spel (del inserto)

poseen extremos cohesivos.
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f1 Rep Origin
ColE1 Rep Origin upstreampoly(A) sign:
RVprimer4 RVprimer3
SV40 late poly(A) signal MCS

Xba 1(2) AmpR Xho 1(3110)
] \ ¢ - —)

pGL3-promoter digerido con Xhol y Xbal
Xba 1 (36)

TOPO binding sit I
Spe 1(2)

T3 primer’ E1B Xho T (1989)

TOPO-E1B (1) digerido con Xhol y Spel

Ligacién

RV primer3 XhoI (2)
upstream poly(A) signal

7/>\.

pGL3-E1BpolyA
5095bp

f1 Rep Origin

~ TOPO binding site

/
SV40 late poly(A) signal
ColE1 Rep Origm “Hpal (2149)

SalI (2257)

RV primer4

Figura n.3 - Ligacion del pGL3-promoter digerido con Xhol y Xbal con E1B escindido
del TOPO-E1B (1).

Una vez generado el vector pGL3-E1BpolyA se tendrd que digerir con las enzimas
Xhol y Sall para poder insertar el gen E1BpolyA en el vector pShuttle-1-F512E1ARD. Para
poder clonar el inserto en el vector, este Gltimo se digerird con las enzimas Hpal y Sall. La
enzima Hpal deja extremos romos mientras que Sall deja un extremo protuberante. El vector
pShuttle-1-F512E1ARb-E1BpolyA debe ser linealizado con la enzima Pmel (Figura n.4). Ver

la seccién resultados.
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Figura n.4 - Generacion del vector pShuttle-F512E1ARb-E1BpolyA.
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Como ultimo paso, se deben cotransformar bacterias E.coli de la cepa BJ5183 con los
vectores pShuttle-1-F512E1ARb-E1BpolyA linealizado y pVK500C para, mediante

recombinacion homdloga, obtener el genoma adenoviral (Figura n.5).

p300 binding site
F512-R35
insulator
encapsidation signal (ES)
left inv erted terminal repeat
kanamycin resistance ORF Delecion de union a Rb
pBR322 origin TOPO binding site
Pmd (8240)

rightinv erted terminal repeat
E1A del123-27
E1B

Ad5 left arm homology | SVA40 late poly(A) signal

Pmd (1) Ad5 right arm homology

Amp R
ORI Recombinacién
% Homologa
\/ o

Intracelular

pShuttle REC seq (left arm) E4 + R-

pShuttle recombin seq (right arm) IVa2 gene

pVK500C-
36248 bp

Ad5 left arm homology
rightinv erted terminal repeat
/PacI(989)
/
$\pBR322 origin
Cj*//‘kanamycin resistance ORF

PacI(3919)

left inv erted terminal repeat

encapsidation signal (ES)

pVK500C-I-F512-E1ARb-E1BpolyA “

Ad5 right arm homology

Figura n.5- Recombinacion homdéloga para generar el genoma adenoviral.
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l. Clonado del gen viral E1B en el vector TOPO TA

Si bien la estrategia de clonado se ha detallado completamente en materiales y
métodos es importante mencionar que el fin de nuestro trabajo es generar un casete de
expresion que cuente con el promotor especifico F512 y los genes E1A y E1B para luego
poder realizar una recombinacion con un plasmido que contenga los genes virales y que de
esta manera se obtenga el genoma adenoviral para luego obtener las particulas virales.

Comenzamos por la obtencion del gen E1B. En primer lugar, utilizando el software
vector NTI se disefiaron los cebadores (en adelante utilizaremos la palabra en inglés primers)

para amplificar el gen E1B. Los primers enviados a sintetizar fueron los siguientes:

E1B-F: GCTCGAGGCGTGTGTGGTTAACGCC
E1B-R: CTCTAGATCAATCTGTATCTTCATCGCTAGAGCC

Dichos primers fueron disefiados de manera tal que flanqueen al gen E1B desde los
1563 pb hasta los 3509 pb segun el genoma del adenovirus tipo 5 (AY339865.1, Genbank) y
se agregd en el extremo 5' de cada primer un sitio de reconocimiento para enzimas de
restriccion; a E1B-F se le agrego la secuencia de reconocimiento de Xhol y a E1B-R la
secuencia de reconocimiento Xbal.

En segundo lugar se procedié a la amplificacién por PCR utilizando dos moldes
diferentes, uno de ellos, ADN gendmico de células HEK293 (que tienen integrado la
secuencia adenoviral E1), y el otro, ADN plasmidico de un vector que contiene todos los
genes adenovirales y al cual llamamos pVK500 C 5/3. En la Imagen 1.1 se muestra el
resultado de dicha amplificacion. La banda esperada era de~ 1950 pb y ésta se logro con el
molde de las celulas HEK293 (ver la calle 4 en la Imagen 1.1). Nos sorprendid el tamafio que
encontramos en la amplificacion del molde pVK500 C 5/3 y decidimos continuar con el
producto de PCR de HEK?293. Sin embargo, decidimos clonar también el producto de mayor

tamafio para enviarlo a secuenciar.
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2000 pb
1650 pb

1000 pb

Imagen l.1-Amplificacion por PCR del gen E1B- Las tres primeras calles corresponden a
marcadores de peso molecular. La calle 4 al producto de amplificacién del ADN gendémico de células
HEK?293. La calle 5 correponde al producto de amplificacién del ADN plasmidico (pVK500 C 5/3) y

la calle 6, al blanco, que es el control negativo de la PCR.

Para comenzar los clonados, fue necesaria la purificacién por gel de los productos
amplificados. Se utilizé el kit QIAquick spin de QIAGEN. En la Imagen 1.2 se muestran

ambos productos luego de la purificacion, a partir de la cual se cuantifico el ADN purificado.
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2000 pb

1000 pb

Imagen 1.2- Purificacion del gen E1B- La primera calle corresponde al marcador de peso
molecular (5ul). La calle 2, al producto de amplificacion del ADN gendémico de HEK293 (10 pl); la
calle 3 corresponde al producto de amplificacion del pVK500 C 5/3 (10 pl).

Luego se clonaron los productos de PCR en un vector TOPO TA (pCR4) y se
transformaron bacterias E.coli DH5a-electromax (Invitrogen) con dicho plasmido por medio
de una electroporacion.

Mas tarde se incubaron en medio de recuperacion por una hora a 37 °C para que
expresen la resistencia a kanamicina y se recuperen; por ultimo, se sembraron las células en
placas de Petri con agar conteniendo medio LB con kanamicina (50ug/ml). Se obtuvieron 16
colonias, 4 correspondientes a las bacterias transformadas con TOPO-E1B (clones 1 al 4) que
utiliz6 como molde a pVK500 C 5/3 y 12 correspondientes a las bacterias transformadas con
TOPO-E1B (clones 5 al 16) del molde HEK293. Los clones se picaron y crecieron durante
toda la noche en medio LB suplementado con kanamicina. Se extrajo el ADN plasmidico y se
digirio6 con la enzima EcoRlI para verificar que los fragmentos clonados fuesen de los tamafios

esperados. En la Imagen 1.3 se muestra el resultado de dicha restriccion.
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Imagen 1.3- Digestion del TOPO-E1B con EcoRI- La primera calle corresponde al marcador
de peso molecular. Las calles 1-4 corresponden a las digestiones del TOPO-E1B que utiliz6 como
molde para levantar el gen E1B a pVK500 C 5/3 vy las calles 5-16 corresponden al ADN digerido que

utiliz6 como molde a HEK293. Se sefialan los clones seleccionados para continuar con los clonados.

De todos los clones considerados positivos (2, 3, 6, 9, 12, 13, 15, 16), se seleccionaron
los clones 3 y 12 para continuar con el trabajo. Estos se crecieron en 50 ml de medio LB y se
realiz6 una nueva preparacion de su ADN plasmidico. Para corroborar fehacientemente que el
fragmento clonado es el gen E1B, se envid a secuenciar el ADN plasmidico de cada uno de
estos clones. Para ello se utilizaron los primers universales T3 y T7 y se demostré que
efectivamente se encontraba clonado el gen E1B en el clon 12. El analisis detallado de la

secuencia se encuentra en el Anexo |.

Il.  Agregado de sefial de poliadenilacion al gen E1B

Para la correcta expresion de los genes clonados que van a ser expresados en células
eucariotas, se requiere que cuenten con diferentes sefiales reconocidas por la maquinaria
molecular de expresion. Una de ellas es la sefial de poliadenilacion ubicada rio abajo del gen.

Para conseguir que el gen E1B contenga la sefial de poliadenilacion, se lo introdujo en
el plasmido pGL3-promoter que la posee rio abajo del gen de la luciferasa, el cual fue
escindido durante la digestion.

Se digirieron los plasmidos TOPO-E1By pGL3-promoter con las enzimas de
restriccion Xhol y Xbal. Debido a que se utilizaron dos enzimas de distintos proveedores y

que ambas tenian actividad dptima en distintas soluciones amortiguadoras de pH (buffers), las
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digestiones se realizaron secuencialmente, previa purificacion de los productos intermedios
mediante precipitacion.

El plasmido pGL3-promoter fue digerido y se obtuvieron las bandas esperadas de
1953 y 3142 pb. Los plasmidos TOPO-E1B de los clones 3 y 12 no fueron digeridos por una
de las enzimas, ya que al realizar la corrida electroforética sélo se observo una banda
correspondiente al plasmido linealizado (Imagen I1.1). Esta digestion fue repetida varias
veces, e inclusive con mas de una preparacion plasmidica. Al analizar las hojas de datos de las
enzimas de restriccion se observo que Xbal es sensible a metilacién. Entonces se presumid
que el sitio Xbal del TOPO-E1B se encontraba metilado y no pudo ser digerido por la enzima.
Dado que el vector pGL3-promoter habia sido preparado previamente en el laboratorio

usando bacterias mutadas para la metilasa, no tuvimos problemas para cortarlo.

1 23 4

12000- o2
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- e
2000- g 4

LM

Imagen 11.1 — Digestion de los plasmidos con Xbal y Xhol. La calle 1 corresponde al
marcador de peso molecular 1 Kb plus. La calle 2 corresponde al plasmido pGL3-promoter digerido.
Las calles 3 y 4 corresponden a los plasmidosTOPO-E1B provenientes de los clones 3 y 12 digeridos,

cuyo resultado no fue el esperado.
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Debido a que en ese momento no se contaba con bacterias competentes metilasa
negativas y a que se necesitaba avanzar en el proyecto se decidié cambiar la estrategia de
clonado. Entonces se digirié el TOPO-E1B con las enzimas Xhol y Spel, que al cortar deja un
extremo cohesivo compatible con el de Xbal permitiendo la ligacion de dichos extremos
(Figura 11.1) Finalmente se lograron obtener las bandas de las longitudes esperadas de 1987 y
3931 pb.

Vector

Secuencia de
reconocimiento de Xbal

\ J
Y

Secuencia de
reconocimiento de X%ol

Secuencia de Inserto [ \

reconocimiento de Spel

Figura I1.1 — Secuencias de las enzimas de restriccion utilizadas para la ligacion del
vector pGL3-promoter con el inserto E1B- Se destacan las secuencias de las enzimas utilizadas en
la digestion del pGL3-promoter (Xhol y Xbal) y en la digestion del TOPO-E1B (Xhol y Spel). En
blanco se distingue la complementariedad entre los extremos cohesivos que dejan las enzimas Xbal y
Spel.

Se purificaron la banda de 3142 pb de la digestion del plasmido pGL3-promoter y la
banda de 1987 pb de la digestion del TOPO-E1B proveniente del clon 12 (Imagen 11.2) y se
procedié a la ligacién para generar el plasmido pGL3-E1BpolyA. Se utiliz6 como control
negativo una reaccion de ligacién sin inserto. En referencia al clon 3, cabe aclarar que no se
continu6 utilizando porque no se pudo obtener mediante secuenciacion la informacion
necesaria para determinar si contenia el gen E1B o si dicho gen se encontraba interrumpido

por una secuencia desconocida.
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3000 pb -
2700 pb -

2000 pb -

1000 pb -

Imagen 11.2- Purificaciéon del gen E1B- La primera calle corresponde al marcador de peso
molecular (5ul). La calle 2 corresponde a la banda de 3142 pb de la digestion del plasmido pGL3-
promoter (10 pl). La calle 3, a la banda de 1987 pb de la digestion del TOPO-E1B (10 pl).

Mediante electroporacion se transformaron las bacterias electrocompetentes DH5a.. Se
prepar6 ADN plasmidico de 9 colonias y se digirié con la enzima de restriccion Avall para
corroborar el perfil, 4 bandas de 222, 613, 2009 y 2251 pb. Se eligié el clon 5 (foto no
mostrada) para continuar con la caracterizacion debido a que su perfil es el que méas se
asemej6 al buscado.

Se realizaron dos digestiones con Kpnl y Pstl para corroborar que efectivamente el
clon 5 corresponde al plasmido buscado (Imagen 11.3). Ambas enzimas poseen dianas de
restriccion tanto en el inserto como en vector. Los perfiles de bandas dieron como se
esperaba. Con Kpnl se obtuvieron dos bandas de 522 y 4573 pb. Con Pstl se obtuvieron 3
bandas de 669, 1035 y 3391pb.
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Imagen 11.3 — Digestion del plasmido pGL3-E1BpolyA del clon 5- La calle 1 corresponde
al marcador de peso molecular. La calle 2 corresponde a la digestion de dicho plasmido con la enzima
Kpnl. La calle 3 corresponde a la digestion con la enzima Pstl.

I1l.  Generacion del vector pShuttle-1-F512E1ARb-E1BpolyA

Para la construccion del adenovirus de replicacion condicional se utilizé un sistema de
recombinacion homologa en bacterias BJ5183. Para esto fue necesario el ensamblado del
plasmido pShuttle-1-F512E1ARb-E1B que incluyd en su estructura los genes E1A y E1B
regulados por el promotor especifico F512 ubicados entre brazos de recombinacion.

Para escindir el gen E1B junto con la sefial de poliadenilacion desde el pGL3-
E1BpolyA, se procedid a digerirlo con las enzimas de restriccion Xhol y Sall en simultaneo,
debido a que ambas tienen una actividad éptima en el mismo buffer. En paralelo, el plasmido
pShuttle-1-F512E1ARb fue cortado con las enzimas Hpal y Sall secuencialmente y
desfosforilado con la enzima CIP (fosfatasa de intestino de ternero) para evitar religacion.

El vector pShuttle-1-F512E1ARD posee una delecion en el gen E1A que impide que su
producto se una a la proteina retinoblastoma. Este es un segundo freno para impedir la
replicacion viral en células no tumorales, en las cuales la proteina retinoblastoma se encuentra
activa (Léopez et al 2012).

Luego de purificar la banda de 2225pb del pGL3-E1BpolyA vy la banda de 8541pb del
pShuttle-1-F512E1ARD se las cuantificd para su posterior clonado. Se realizo la reaccion de

ligacion para unir el inserto E1BpolyA al vector y asi generar la construccion pShuttle-I-
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F512E1ARb-E1BpolyA. Luego se transformaron bacterias, se extrajo el ADN plasmidico y se
lo digirié con EcoRlI.

Se encontro que el clon 1 (Imagen I11.1) correspondiente a la transformacion realizada
con la reaccion de ligacion de pShuttle-1-F512E1ARb-E1BpolyA presentaba el perfil buscado

y se lo selecciond para continuar la caracterizacion.

fr €
& R,

Imagen I11.1 — Digestion de pShuttle-F512E1ARb-E1BpolyA con EcoRI- La calle 8
corresponde al clon seleccionado (clon 1).

Dicho clon fue amplificado y su ADN plasmidico fue digerido con las enzimas EcoRlI
y Hindlll para confirmar que los fragmentos generados coinciden con los esperados para la
construccion buscada (Imagen 111.2). La digestion con EcoRI gener6 los fragmentos buscados
de 5154, 3071 y 2571pb. La digestion con Hindlll también fue satisfactoria, generando dos
fragmentos de 8450 y 2346pb.
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Imagen 111.2 — Digestion del pldsmido pShuttle-F512E1ARb-E1BpolyA del clon 1 con
EcoRlI, y Hindlll- La calle 1 corresponde al marcador de peso molecular. La calle 2 corresponde al
pShuttle-F512E1ARb-E1B digerido con EcoRI. La calle 3 corresponde al pShuttle-F512E1ARD-
E1BpolyA digerido con HindlIl.

Finalmente se realizé una PCR del ADN del clon 1 con los primers E1B-F y E1B-R

(Imagen 111.3) y se corrobord la presencia del gen E1B en el plasmido.
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3000-
2000-

Imagen 111.3 — Corroboracion de la presencia del gen E1B en el vector pShuttle-
F512E1ARb-E1BpolyA - Se realizd una PCR utilizando como molde al vector. La calle 1
corresponde al marcador de peso molecular, las calles 2 y 3 corresponden a dos reacciones de PCR del
clon 1 con los primers E1B-F y E1B-R. La calle 4 corresponde al blanco.

IV. Ensamblado del genoma viral pVK500C-1-F512-E1ARb-
E1BpolyA

Se utilizé un sistema de recombinacion homoéloga para ensamblar el genoma viral.
Este sistema utilizd el vector de transferencia pShuttle-1-F512-E1ARb-E1BpolyA para
colocar mediante una recombinacién el casete de expresion (I-F512-E1ARb-E1BpolyA) en el
esqueleto del genoma viral, que viene armado en otro plasmido llamado pVK500C 5/3
(Figura n.5 de la seccion materiales y métodos).

El plasmido pShuttle-1-F512E1ARb-E1B debia ser linealizado con Pmel para permitir
la recombinacién dentro de las bacterias BJ5183.

En este punto nos encontramos con uno de los mayores problemas del proyecto, ya
que la secuencia de corte de esta enzima esta presente en la secuencia E1BpolyA vy al realizar
la digestion se observaban en el gel dos bandas de 8239 y 2557 pb (Imagen 1V.1).
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Imagen 1V.1- Digestion de pShuttle-F512E1ARb-E1BpolyA con Pmel. La calle 1

corresponde al marcador de peso molecular. La calle 2 corresponde a la digestion enzimatica.

Debido a esto se forjaron tres nuevas estrategias. La primera estrategia consistié en
linealizar el plasmido pShuttle-1-F512E1ARb-E1BpolyA utilizando Apal. Como muestra la
Figura IV.1, la diana de restriccion para la enzima seleccionada se encuentra dentro del brazo
derecho de recombinacion, con lo cual la recombinacion probablemente se veria afectada. Se
llevé a cabo la cotransformacion del plasmido pShuttle-F512E1ARb-E1BpolyA y pVK500C
5/3 esperando que la reaccién de recombinacion se lograra utilizando por un lado el brazo de
recombinacion izquierdo, y por el otro, un fragmento del brazo de recombinacion derecho del
pShuttle-F512E1ARb-E1BpolyA (Figura 1V.2). La segunda estrategia que desarrollamos
consistio en digerir el pShuttle-1-F512E1ARb-E1BpolyA con la enzima de restriccion SnaBl
que posee una diana de restriccion dentro del brazo izquierdo de homologia (Figura 1V.1);
esperando que luego de la cotransformacion, la recombinacion homdloga se realice entre el
brazo izquierdo de recombinacion y el origen de replicacion pBR322 (Figura V.3). La tercera

estrategia incluye la digestion parcial del vector pShuttle-1-F512E1ARb-E1BpolyA con Pmel.
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El objetivo de esta estrategia es obtener el vector cortado Unicamente en el sitio que se
encuentra entre los brazos de recombinacién para que ésta pueda efectuarse (Figura 1V.1).

TOPO binding site. PmeI (1)
E1B SV40 late poly(A) signal

Apal(1394)
“—"Ad5 right arm homology

‘AiApaI(17oo)

E1A del123-27
Delecion de union aRb

p300 binding site ____AdS5 left arm homology

F512-R35;A;23 SnaBI (3410)

P 4
encapsidation signal (ES) : pBR322 origin
left inverted terminal repeat

Pmel (2558)
+ pShuttle-I-F512-E1ARb-E1BpolyA ="

10796 bp

insulator right inverted terminal repeat

kanamycin resistance ORF

Figura 1V.1 — pShuttle-F512E1ARDb-E1B - Tres estrategias. En la figura se destacan las
dianas de restriccion utilizadas para poder linealizar el vector en las tres nuevas estrategias de

recombinacion.
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F512-R35
insulator
encapsidation signal (ES)
left inverted terminal repeat
kanamycin resistance ORF
pBR322 origin p300 binding site TOPO binding site
SV40 late poly(A) signal

Ad5 right arm homoloc

Delecion de union a Rb
E1A del123-27 EIB

right inverted terminal repeat

Ad5 left arm homolog

pShuttle-I-F512-E1ARb-E1BpolyA apa
Amp R 8780bp
ORI

pShuttle REC seq (left arm) E4 + R-ITR

pShuttle recombin seq (right arm) IVa2 gene

pVK500C-
36248 bp

Figura 1V.2 - Recombinacion esperada de la estrategia de recombinacién 1 - Se espera
que la recombinacion se dé por el brazo de recombinacién izquierdo y por una parte del brazo de

recombinacién derecho.
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Figura 1V.3 - Recombinacion esperada de la estrategia de recombinacion 2 - Se espera

que la recombinacion se dé por el origen de replicacion y por el brazo de recombinacién derecho.

Luego de las cotransformaciones correspondientes a las dos primeras estrategias se
crecieron las bacterias y se seleccionaron 20 clones obtenidos mediante la primera y 10
obtenidos por la segunda. La seleccion se realizo utilizando el antibiotico kanamicina cuya
resistencia se encuentra codificada en el vector pShuttle-1-F512E1ARb-E1BpolyA, de modo
que sélo podian crecer aquellas bacterias que contenian dicho vector o el producto de

recombinacion.
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So6lo dos clones presentaron el perfil de bandas buscado con la digestién con HindlllI.
Los clones llamados clon 3-4 y clon 3-8 (Imagen I1V.2) correspondientes a la segunda
estrategia fueron los seleccionados para su amplificacion en bacterias DH5a que no permiten

nuevas recombinaciones.

12 3 dad it 9 10 11 12

CLON 3-4 CLON 3-8

Imagen 1V.2 — a) Colonias obtenidas luego de la cotransformacion con pVK500C y
pShuttle-F512E1ARb-E1BpolyAlinealizadoconSnaBl. b) Digestion de pVK500C-F512-E1ARDb-
E1BpolyA con Hindlll. Las calles 6 y 10 presentan el perfil de bandas buscado y corresponden a los
clones 3-4 y 3-8, los cuales provienen de las cotransformaciones con pVK500C y pShuttle-
F512E1ARDb-E1BpolyA linealizado con SnaBl (estrategia 2).

Debido a que las bacterias electrocompetentes utilizadas en el laboratorio estaban
teniendo baja eficiencia decidimos también utilizar bacterias competentes para shock térmico
y aplicamos los dos métodos: electroporacion y transformacion quimica.

Para corroborar el perfil esperado con Hindlll se seleccionaron 3 clones

correspondientes a las diferentes transformaciones (Imagen 1V.3).
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Imagen 1V.3- Digestion de pVK500C -F512-E1ARDb-E1B con Hindlll. Las calles 2y 3

corresponden a los clones electroporados y la calle 4 al de shock térmico.

Estos vectores fueron transfectados en células 911 pero la ausencia de particulas
virales luego de 15 dias en esta etapa final del proyecto, nos condujo a realizar la tercera
estrategia de recombinacion. Esta consistio en la digestion parcial del pShuttle-1-F512E1ARb-
E1BpolyA con la enzima Pmel. Se realizaron tomas de muestra a diferentes tiempos, cortando
la digestion al introducir los tubos eppendorf en nitrégeno liquido. Se decidid que el tiempo
mas conveniente para obtener el ADN lineal fue de 165 minutos. Se pueden observar dos
bandas de alto peso molecular a las que nombramos UP y DOWN que corresponderian al
plasmido en sus formas lineal y nickeada. Se realiz6 una digestion preparativa y dichas
bandas fueron purificadas y cuantificadas por separado (Imagen 1V.4). Con ambos productos
y el plasmido pVK500C 5/3 se realizaron dos cotransformaciones de células BJ5183. Mas
tarde se seleccionaron 40 clones, sus plasmidos fueron purificados y digeridos con la enzima
HindlIll para buscar un perfil de bandas correspondiente al producto de la recombinacién. En
ninguno de los clones se encontr6 dicho perfil.
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Imagen 1V.4 -Purificacion y cuantificacion de las bandas UP y DOWN de la
tercera estrategia- La calle 1 corresponde al marcador de peso molecular (5ul). La calle 2
corresponde a la banda UP (1pl). La calle 3 corresponde a la banda DOWN (2ul).

V. Transfeccidn de células 911 para la obtencién de la particula

viral y verificacion del ensamblado del genoma viral

El ADN plasmidico obtenido en el paso anterior a partir de la segunda estrategia
(linealizacion del pShuttle-1-F512E1ARb-E1BpolyA con SnaBl) fue digerido con la enzima
de restriccion Pacl para linealizarlo y con el resultado de la reaccion se transfectaron
mediante lipofeccion células 911 a la espera de en aproximadamente 12-15 dias observar
efecto citopético.

Luego del periodo de espera no se observé efecto citopatico en ninguna placa. Por este
motivo fue que se forjé la tercera estrategia para el ensamblado del genoma viral. Sin

embargo, como se menciond anteriormente, no se obtuvieron resultados positivos.

Debido a esto se decidio verificar el ensamblado del genoma viral. Para ello se
disefiaron dos reacciones de PCR para verificar la presencia de secuencias que se encuentren
tanto en el vector pVK500C 5/3 como en el casete de expresion del pShuttle-1-F512E1ARDb-
E1BpolyA. Las secuencias seleccionadas fueron F512 del casete de expresion y E4 del
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pVK500C 5/3. Como molde para las reacciones se utilizaron plasmidos obtenidos a partir de
diferentes clones conseguidos a partir de la segunda estrategia. Solamente el pVK500C-I-
F512-E1ARb-E1BpolyA debia dar positivo para ambas secuencias. En la Imagen V.1 se
verifica que los clones llamados 8Cy 4Q poseen ambas secuencias, 1o que sugeriria que
dichos clones poseen al vector pVK500C-I-F512-E1ARb-E1BpolyA. Por otro lado, es
importante mencionar que las secuenciaciones realizadas en el Instituto Leloir, como en el
laboratorio koreano Macro Gen no arrojaron positividad para el gen E4 (secuencias no

mostradas).

Imagen V.1-PCR para la verificacion del ensamblado del genoma viral- En las calles 1 a 8 se
observan los productos de las amplificaciones de la secuencia E4 y en las calles 9 a 16 los de la
secuencia F512. Las calles 3y 11 corresponden al clon 8C. Las calles 7 y 15 corresponden al clon 4Q.
Las calles 8 y 16 corresponden a los blancos de reaccion. El resto de las calles corresponden a otros

clones que no poseian el constructo buscado.

Como nuestros objetivos incluian la caracterizacion de los virus obtenidos y no se
contaba con los mismos decidimos realizar la caracterizacion del virus Ad-F512v4 con el que
contaba el laboratorio; la misma se detalla a continuacion.

VI. Caracterizacion in vitro

Se evalud el efecto litico mediado por la replicacién del CRAd. Para ello se realizaron
ensayos de sobrevida celular con dosis creciente del virus. El primer ensayo consistio en la
medida de la viabilidad por el método MTS a los 6 dias de infeccion. El segundo de ellos fue
la evaluacion a los 10 dias de infeccién mediante la tincidn con cristal violeta de las células

que permanecieron adheridas a la placa.
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Mediante el ensayo de MTS se encontr6 evidencia de que en las lineas celulares OV4
y SKOV3 el tratamiento con un MOI: 100 y un MOI: 1000 provoca mayor muerte de células
que el tratamiento con un MOI menor. A su vez el tratamiento con MOI: 1000 genera mayor
muerte celular que el tratamiento con MOI: 100. No se observaron diferencias significativas

en la cantidad de células vivas luego de los tratamientos con MOIs: 0.0, 0.1, 1.0 y 10.0

(Figura VI11.1).
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Figura V1.1 — Efecto litico del CRAd. Anélisis de sobrevida celular a dosis crecientes de Ad-
F512v1. La figura A) corresponde al ensayo en células OV4, la figura B) corresponde con SKOV3.

Medias con una letra comtn no son significativamente diferentes (p<0,05).

Mediante el ensayo de viabilidad celular con cristal violeta se aprecid el poder litico
del virus. Un grupo de celulas fue tratado con dosis crecientes de virus; mientras que otro
grupo fue tratado, ademas, con TNF-a. Este tratamiento busc6 mostrar diferencias en el efecto
litico del virus, ya que el mismo presenta una regulacion de la replicacion modulada a nivel
transcripcional por el TNF-a (Viale el al, 2012). Sin embargo, a simple vista no pudo

apreciarse esta diferencia, excepto en las células OV4 a MOI de 10 (Imagen VI1.1).
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Imagen VI.1 — Efecto del Ad-F512 sobre células tumorales - Las lineas celulares fueron

infectadas con MOIs crecientes del CRAd. La sobrevida se evalud por fijacion a los 10 dias post-

infeccion y posterior tincion con cristal violeta. Se verifica el efecto litico del virus.

VII.

Evaluacion de los costos de la investigacion

El costo total fue de: $ 87.871,90 y las horas hombre invertidas fueron

aproximadamente 240. Una evaluacion mas extensa se detalla en el Anexo |I.

Pégina 67



DISCUSION Y
CONCLUSIONES



Construccion y caracterizacion in vitro de un adenovirus replicativo condicional DISCUSION Y
que exprese las proteinas virales ELA y E1B. Grand Martin & Ramoa. CONCLUSIONES

l. Discusion

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo.
Aproximadamente un 70% de las muertes por cancer registradas en 2008 se produjeron en
paises de ingresos bajos y medios. Se prevé que las muertes por cancer sigan aumentando en
todo el mundo (Organizacion Mundial de la Salud, 2013).

Existen varias terapias para tratar esta enfermedad, pero muchas de ellas tienen la
desventaja de no ser especificas y en su curso de accion pueden producir efectos secundarios
no deseados que afectan la calidad de vida y mejoria de los pacientes.

Los avances en la terapia génica en los ultimos afios han demostrado su utilidad como
tratamiento especifico para combatir distintos tipos de cancer (Gillet et al, 2009). Esto ha
incentivado el desarrollo de diferentes tipos de vectores virales. En un principio los vectores
utilizados fueron no replicativos pero luego, con el afan de aumentar la eficiencia, se
comenzaron a utilizar vectores replicativos (Danthinne & Imperiale, 2000). Esto dltimo
implico introducir en el genoma de los vectores métodos de control estrictos para evitar la
replicacion en células normales. De esta manera surgieron los adenovirus de replicacion
condicional que pretenden dirigir su replicacibn mediante mutaciones en genes virales
esenciales o mediante promotores especificos.

En este proyecto final de ingenieria se introdujo el gen E1B al adenovector pShuttle-I-
F512-E1ARDb previamente disefiado. Se ha demostrado que la expresion de los genes que
permiten la replicacion viral pueden ser especificamente regulados mediante la introduccion
de promotores activos en las células tumorales y del estroma (Wang et al, 2008). El vector
pShuttle-1-F512-E1ARDb utilizado contiene un fragmento del promotor de SPARC, especifico
para células tumorales y células del estroma del tumor, que dirige la expresion del gen E1A
(Ldépez, 2009; Lopez et al, 2012). El gen E1B se insertd aguas abajo del gen E1A esperando
que sea regulado por el mismo promotor.

E1B es un gen necesario para conseguir una alta eficiencia de la replicacion viral.
Posee dos productos: E1B 19Kk, el cual inactiva la via apopto6tica mediada por Bax; y E1B 55k,
que esta involucrado en la inhibicion de p53, el transporte de ARNm viral y el bloqueo del
ARNM celular. Un rol crucial que posee E1B 55k es el de desregular el ciclo celular durante
la infeccidn litica. Los mutantes que fallan en la expresion de este gen se replican pobremente,

produciendo aproximadamente 35 veces menos progenie viral que el virus silvestre. En

Pégina 69



Construccidn y caracterizacion in vitro de un adenovirus replicativo condicional DISCUSION Y
que exprese las proteinas virales ELA y E1B. Grand Martin & Ramoa. CONCLUSIONES

sintesis, el gen E1B permite al virus superar las restricciones impuestas por las células sobre
la replicacion viral (Goodrum et al, 1996).

A fin de clonar el gen E1B en el adenovector, se desarroll6 una estrategia de clonado.
El gen E1B se obtuvo haciendo una PCR que utilizé como molde ADN genomico de células
HEK?293. Para su correcta expresion se introdujo la sefial de poliadenilacion rio abajo del gen
E1B. Dicha sefial se obtuvo a partir de un vector de expresion que la contenia rio abajo del
gen de la luciferasa. Posteriormente se insertd la secuencia E1B-polyA en el vector pShuttle-
I-F512-E1ARDb y el constructo formado fue linealizado para lograr finalmente, mediante
recombinacion homéloga con el vector pVK500C, el genoma viral. Fue un desafio linealizar
el vector pShuttle-1-F512-E1ARb-E1B, debido a que la secuencia E1B-polyA insertada en
éste poseia la misma diana de restriccion que la que el vector tenia disefiada para linealizarlo.
Por este motivo se forjaron tres estrategias para poder linealizarlo. La segunda estrategia que
consistié en linealizarlo con la enzima SnaBl fue la que generd el producto con el cual
continuamos el proyecto.

Se pudo corroborar a través de una amplificacién por PCR del gen E1B utilizando
como molde ADN plasmidico extraido de las bacterias que fueron transformadas con el
constructo pShuttle-1-F512-E1ARb -E1B, que efectivamente el gen E1B estaba clonado.

Luego de la recombinacion homéloga se transfectaron células 911 con el genoma viral
a la espera de obtener particulas virales. Una vez transcurridos los 15 dias no se observo el
efecto citopético esperado, que es normalmente causado por la presencia de particulas virales.
Por este motivo se realiz6 un experimento para verificar el ensamblado del genoma viral, que
consistio en dos PCRs que amplificaban secuencias presentes tanto en el plasmido pVK500C
como en el casete del plasmido pShuttle-1-F512-E1ARb-E1B. Dos clones dieron positivo para
ambas secuencias, lo que sugeriria que dichos clones poseen al vector pVK500C-I-F-512
E1ARb-E1B.

Una de las hipdtesis que explicaria la ausencia de particulas virales a la hora de
transfectar las células 911 es que durante la recombinacion homologa en bacterias, el genoma
viral haya perdido una secuencia vital para lograr el correcto ensamblado del virus. Otra
hipdtesis es que el genoma viral sea muy grande por el agregado del gen y por ende su
encapsidacion sea dificultosa, tornando necesario generar muchas placas de células
transfectadas hasta lograr ver un evento de rescate viral.

Consideramos que seria necesario realizar mas ensayos para corroborar estas hipotesis.
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Como nuestros objetivos incluian la caracterizacion de los virus obtenidos y no se
contaba con los mismos, decidimos realizar la caracterizacion del virus Ad-F512v1. Se
verificé el efecto litico del virus en diferentes lineas tumorales, asi como también en presencia
de TNFo que mimetiza un estado fisioldgico de inflamacion, al cual deberia responder
nuestro promotor quimera con un motivo respondedor a NFkB (Viale et al., 2012).

De haber obtenido nuestro virus, primero deberia haber corroborado la expresion de
E1B. Esto lo hubiéramos hecho mediante un Western Blot, de células infectadas con dicho
virus. Posteriormente hubiéramos corroborado si su actividad litica superaba a la actividad
oncolitica del virus parental AdF512v1 y finalmente, hubiésemos comprobado si esta mejora
del virus podria verse reflejada en un ensayo in vivo con animales inmunodeprimidos
portando metastasis intraperitoneales de cancer de ovario.

Segun el estudio realizado el costo total de esta investigacion fue de $87.871,90 y se

invirtieron 240 horas hombre.
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1. Conclusiones

El objetivo general de este proyecto final de ingenieria implicé la construccién de un
adenovirus oncolitico que pueda replicarse en los principales componentes de un tumor
mediante la expresion de las proteinas virales E1A y E1B dirigidas por un promotor activo en

el tumor y en el estroma. A partir de los resultados obtenidos podemos concluir que:

e El clonado del gen de la proteina E1B en el vector plasmidico pShuttle-1-F512-E1ARb
fue exitoso. Se pudo amplificar correctamente el gen E1B, introducirlo en un vector
TOPO-TA y maés tarde adicionarle la secuencia de poliadenilacion al gen E1B
mediante su introduccion en el plasmido pGL3-promoter.

e Se obtuvo el genoma viral por co-transformacion en bacterias del vector plasmidico
pShuttle-1-F512-E1ARb-E1B y el plasmido pVK500C 5/3 que contiene el resto del
genoma viral.

e No se logro recuperar ni amplificar el adenovirus en células eucariotas.

e Se logré la caracterizacion in vitro del adenovirus Ad-F512v1. Se corroboré su efecto
oncolitico en lineas celulares: SKOV3, SKOV3-Luc, OV4 y HMEC.

e El costo total de la investigacion fue de $ 87.871,90.
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l. Analisis de la secuencia

En el siguiente analisis se presentan los fragmentos secuenciados de los clones 3 'y 12.
Las secuencias obtenidas fueron enfrentadas a la base de datos del GenBank mediante un
BLASTN, el cual compara una secuencia de nucledtidos contra una base de datos que
contenga también secuencias nucleotidicas. Ademas se resaltaron los sitios de reconocimiento

de las enzimas Xbal y Xhol para demostrar su presencia.

CLON 3

>clon3----t3
TTGATCAGTTAAAACGAATTCGCCCTTCTCTAGATCAATCTGTATCTTCATCGCTAGAGC
CAAACTCAGCGCGGGTGCAGGCCAGCACCAAGTGATCGGGCCTCAGCTCCTCGGTCACAT
CCAGCATCACAGGCTGGTTCCTAATATGTTTACCGCCACACTCGCAGGGTCTGCACCTGG
TGCGGGTCTCATCGTACCTCAGCACCTTCCAGATCTTCATGGTCATGTCGAACACCCCGT
TCAGGTTCACCTTGGACATGCTCTCGGGCTCAAGCAATATCTTAGTGTGACTCAAATTGC
ATTGGTAAGGTAGGAACACCCCCCTCCTGTTACCCAAATGCAAGGAACAGCGGGTCAGTA
TGTTATGCTCAAACACTGGCCAGGCCTTGCGAGAGTGGCTGGCTACGTGAATGGTCTTCA
GCAGGTGACAGTTGCCGTCCGAGCAGGTCAGCATCTGAGAGGCCCTGTCCTCGCAGTTGC
CACATACCATGTTATGCTTAATCACAGCCACGCTTTTCACTAGCATGAAGCAACCACAGT
CGGAGGCCACATTGTGGCGCACCCTGGAGTTACCCTCAGACAGGATACCCAAGGTACACC
TTTCAAAGAGGCATTTCTTAATTGAAGCCCTGCTTTTGGGGCGACACACCACCCCCTTCC
AGCAGCAGTAAAAGGCACAGCCCCGAACCCTTACATCGGTCCAGGCTTCCACACAGGTAT
TGTTAAAACCCATAGAAGCTTACACCGTGTAGGATAATGGTTGGTATTGGCCAGGAAAAC
CCGGACCGCTAAAAATTGGGGGCCAGTAAACCTTTACATTCATTAATAACCAACTCCCGT
CCCATGCCCAAGGCACTTGAATGAAATTCCCCCTTATTGATCTTTTTATCAAAAATTCAT
TAAGTTTAAAAGTAAGAATACAACATCTTGTCATATTGATCCAGAAGTGGATTGTTCGCC
TCAAAAAAAAAATATCAAATT

rcTaca-> ES la secuencia de reconocimiento de Xbal.
Como la secuencia de reconocimiento Xbal es seguida por una secuencia TC, la dammetilasa

GATC generara una metilacion que bloqueara el sitio Xbal.

>clon3----t7
TAATTCGGGCCGCGATTCGCCCTTGCTCGAGGCGTGTGTGGTTAACGCCTTTGTTTGCTG
AATGAGTTGATGTAAGTTTAATAAAGGGTGAGATAATGTTTAACTTGCATTTCCGTTCAT
TGGGGCGGGGCTTAAAGGGTATATAATGCGCCGTGGGCTAATCTTGGTTACATCTGACCT
CATGGAGGCTTGGTATTTCTTGGATATTC

crceac>ES la secuencia de reconocimiento de Xhol.
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En la siguiente tabla (tabla 1) se detallan los valores obtenidos mediante los analisis

BLASTNn de cada una de las secuenciaciones del TOPO-E1B proveniente del clon 3,

obtenidas utilizando los primers universales T3 y T7. Dichos valores corresponde al

alinemiento entre el fragmento secuenciado y el genoma completo del Adenovirus ¢ serotipo

5 humano. Se llegd a la conclusién de que el gen clonado es efectivamente E1B. Se

consideraron buenos alineamientos aquellos que entregan un e-value < 1e-8. Como no se

pudo secuenciar el inserto en toda su longitud, no fue posible determinar si existe una

secuencia interrumpiendo dicho gen. Esta conjetura proviene de que el tamafio observado del

producto de PCR obtenido desde backbone es mucho mayor al esperado, de aproximadamente

1950pb.
Tabla 1- Estadisticos BLASTn de la secuenciacion del clon 3
[ Clon 3 |
| Secuenciacion con || AccesionNumber || Score || E-Value |
[T3 || gbAY339865.1 |{ 1379 [ 0.0 |
[T7 || gbAY339865.1 || 266 || 6e-68 |
CLON 12
>clonl2-—---- t3

CAATCTATATATTTCAATGCCGCAGTTACGATTCGCCCTTCTCTAGATCAATCTGTATCT
TCATCGCTAGAGCCAAACTCAGCGCGGGTGCAGGCCAGCACCAAGTGATCGGGCCTCAGC
TCCTCGGTCACATCCAGCATCACAGGCTGGTTCCTAATATGTTTACCGCCACACTCGCAG
GGTCTGCACCTGGTGCGGGTCTCATCGTACCTCAGCACCTTCCAGATCTTCATGGTCATG
TCAAACACCCCGTTCAGGTTCACCTTGGACATGCTCTCGGGCTCAAGCAATATCTTAGTG
TGACTCAAATTGCATTGGTAAGGTAGGAACACCCCCCTCCTGTTACCCAAATGCAAGGAA
CAGCGGGTCAGTATGTTATGCTCAAACACTGGCCAGGCCTTGCGAGAGTGGCTGGCTACG
TGAATGGTCTTCAGCAGGTGACAGTTGCCGTCCGAGCAGGTCAGCATCTGAGAGGCCCTG
TCCTCGCAGTTGCCACATACCATGTTATGCTTAATCACAGCCACGCTTTTCACTAGCATG
AAGCAACCACAGTCGGAGGCCACATTGTGGCGCACCCTGGAGTTACCCTCAGACAGGATA
CCCAAGGTACACCTTTCAAAGAGGCATTTCTTAATTGAAGCCCTGCTTTTGGGGCGACAC
ACCACCTCCTTCCAGCAGCAGTAAAAGGCACAGCCCCGAACCCTTACATCGGTCCAGGCT
TCCACACAGGTATTGTTAAACCCATAGAAGCTTACACCGTGTAGGATAAGGTTGGTATTG
GCCAGGAAAACCGTACCGCTAAAATTGGGGGCCAGTAAACCCTTACATTCATAATACCAC
CCCGTCCCATGCCCAAGCAACCCCCGGGCACATATTTTATCATGCCTACATCTAAGGCCA
CCCTATCTCGTATCTATCTCCAACCTCCGGCCCCCGGATTCCCCCGAGAAT

tctaca>ES la secuencia de reconocimiento de Xbal.

dammetilasa GATC generara una metilacion que bloqueara el sitio Xbal.

Como la secuencia de reconocimiento Xbal es seguida por una secuencia TC, la
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>clonl2—-—---- t7
GTGTTTATTTTTACTTTAGTGGGTTACGGCGCGATCGCCCTTGCTCGAGGCGTGTGTGGT
TAACGCCTTTGTTTGCTGAATGAGTTGATGTAAGTTTAATAAAGGGTGAGATAATGTTTA
ACTTGCATGGCGTGTTAAATGGGGCGGGGCTTAAAGGGTATATAATGCGCCGTGGGCTAA
TCTTGGTTACATCTGACCTCATGGAGGCTTGGGAGTGTTTGGAAGATTTTTCTGCTGTGC
GTAACTTGCTGGAACAGAGCTCTAACAGTACCTCTTGGTTTTGGAGGTTTCTGTGGGGCT
CATCCCAGGCAAAGTTAGTCTGCAGAATTAAGGAGGATTACAAGTGGGAATTTGAAGAGC
TTTTGAAATCCTGTGGTGAGCTGTTTGATTCTTTGAATCTGGGTCACCAGGCGCTTTTCC
AAGAGAAGGTCACCAAGACTTTGGATTTTTCCACACCGGGGCGCGCTGCGGCTGCTGTTG
CTTTTTTGAGTTTTATAAAGGATAAATGGAGCGAAGAAACCCATCTGAGCGGGAGGTACC
TGCTGGATTTTCTGGCCATGCATCTGTGGAGAGCGGTTGTGAGACACAAGAATCGCCTGC
TACTGTTGTCTTCCGTCCGCCCGGCGATAATACCGACGGAGGAGCAGCAGCAGCAGCAGG
AGGAAGCCAGGCGGCGGCGGCAGGAGCAGAGCCCATGGAACCCGAGAGCCGGCCTGGACC
CTCGGGAATGAATGTTGTACAGGTGGCTGAACTGTATCCAGAACTGAGACGCATTTTGAC
AATTACAGAGGATGGGCAGGGGCTAAGGGGGGTAAAGAGGGAGCGGGGGGGCTTGTGAGG
CTACAGAGGAGGCTAGGAAATCTAGCTTTAAGCTTTATGAACCAGACACCGGTCTGAAGT
GTATACTTTTTCAACAGATCAGGAATATTGCGCCTAATTGAAGCCTTTGAATCCGTGTGC
GTC

CTCGAG—Es la secuencia de reconocimiento de Xhol

ANEXO

En la siguiente tabla (tabla 2) se detallan los valores obtenidos mediante los andlisis

BLASTN de cada una de secuenciaciones del TOPO-E1B proveniente del clon 12, obtenidas

utilizando los primers universales T3y T7. Dichos valores corresponde al alinemiento entre el

fragmento secuenciado y el genoma completo del Adenovirus ¢ serotipo 5 humano. Se lleg6 a

la conclusion de que el gen clonado es efectivamente E1B. Se consideraron buenos

alineamientos aquellos que entregan un e-value < 1e-8

Tabla 2- Estadisticos BLASTN de la secuenciacién del clon 12

[ Clon 12 |
| Secuenciacion con || AccesionNumber || Score || E-Value |
[T3 || gbAY339865.1 || 1492 [ 0.0 |
[T7 || gbAY339865.1 || 1503 [ 0.0 |
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1. Evaluacion de los costos de la investigacion

“En principio, la actitud de la bioética progresista es la mas adecuada en sociedades
progresistas como la nuestra. Pero es crucial que ésta no olvide su caracter. La bioética
debe siempre mantener una actitud cuestionadora, reconociendo que alguno de los
objetivos que persigue la ciencia no estan necesariamente relacionados con la obtencion
de conocimiento o la promocion del beneficio de los seres humanos sino que tienen que
ver con fuerzas econdmicas que frecuentemente deben ser frenadas. En suma, es
importante que la bioética no se convierta en enemiga de la libertad, de la ciencia y del
progreso, pero es igualmente importante que tenga presente el rol que deba cumplir como
defensora de la sociedad, tomando en cuenta que toda investigacion tiene un costo y ese
costo debe ser asumido sélo luego de una deliberacién cuidadosa sobre todas sus
posibles implicancias ” (Salles, 2012).

El quinto objetivo de este proyecto fue calcular los costos totales de la investigacion.

Se calcul6 el costo de los insumos, el alquiler, los servicios, y el salario. Los resultados
indican que el costo total fue de: $87.871,90.

El costo de los insumos fue de: $ 42.871,90, pero cabe aclarar que respecto a algunos
materiales fue menor la cantidad usada, generandose un stock que puede servir para continuar
con esta investigacion o para futuros proyectos.

Las horas hombre invertidas fueron aproximadamente 240. A pesar de que este proyecto
fue desarrollado en un lapso de ocho meses, sabemos que es factible distribuir estas horas en
un periodo de tres meses. Por lo tanto, calculos del salario y del alquiler fueron basados en
esta suposicion. El costo total del alquiler de un laborario de 15m? fue de $ 30.000; el mismo
incluye los servicios de luz, gas, agua, agua desionizada, teléfono, internet, limpieza, equipos
compartidos y cuarto de cultivos compartido. El costo total del salario asociado a las 240
horas invertidas fue de $ 15.000.

En la siguiente tabla se detallan los materiales comprados.

Materiales Cantidades de venta PI’E:CIO' Unidad SEEL Unidad Castalcels
Unitario Comprada Compra

Pipetas . . .

descartables 5mi Dk $153  |pipeta 250 pipetas | $ 382,50

Pipetas : . .

T Nl | 2CK de 250 pipetas $2,40 pipeta 250 pipetas | $ 600,00

I&ggﬁ?n ilide 1000 unidades por bolsa $0,16 tip 1000 tips $ 160,00

;’(l)gzlc S 1000 unidades por bolsa $0,16 tip 1000 tips $ 160,00
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Tips con filtro 20ul

Tips con filtro 10ul

Tips con filtro
200ul

Tips con filtro 20ul

Tips con filtro 10ul

Tips sin filtro
1000ul

Tubos Eppendorf

1.5ml
Tubos Eppendorf
0.2ml

Tubos Falcon 50ml
Tubos Falcon 15ml

Placas p100
Placas p150
Multiwell 96
Multiwell 12

DMEM/F12
Suero Fetal Bovino

(Natocor)
EDTA (0,5M

EDTA pH8 500ml)
HEPES

PBS

Tripsina 0.25%
EDTA (100 ml)

Loading Buffer

Marcador de Peso
Molecular (1kb)

Bromuro de Etidio
Buffer TAE 40X
Agarosa

MTS

Taqg Polimerasa
Tween

Guantes de Latex

Etanol
Isopropanol
SDS

Agua Roux
Xhol

Kpnl

ANEXO

1000 unidades por bolsa $0,16 tip 1000 tips $ 160,00
1000 unidades por bolsa $0,16 tip 1000 tips $ 160,00
1000 unidades por bolsa $0,16 tip 1000 tips $ 160,00
1000 unidades por bolsa $0,16 tip 1000 tips $ 160,00
1000 unidades por bolsa $0,16 tip 1000 tips $ 160,00
1000 unidades por bolsa $0,16 tip 1000 tips $ 160,00
500 tubos por bolsa $0,08 tubo 500 tubos $ 40,00
500 tubos por bolsa $0,08 tubo 500 tubos $ 40,00
500 tubos por bolsa $3,70 tubo 500 tubos $1.850,00
500 tubos por bolsa $3,70 tubo 500 tubos $1.850,00
20 placas $25,00 |placa 20 placas $ 500,00
20 placas $30,00 |placa 20 placas $ 600,00
50 unidades $17,56 |unidad 50 multiwells | $ 878,00
50 unidades $17,56 |unidad 50 multiwells | $ 878,00
10 x 1t $ 706,15 | litro 1 litro $ 706,15
Frasco de 500 ml $ 327,28 |frasco 1 frasco $ 327,28
Frasco de 500 ml $ 686,60 |frasco 1 frasco $ 686,60
100 gr/frasco $ 6,65 gr 100 gr $ 665,00
500 gr/frasco $0,75 gr 500 gr $ 375,00
. $

40 unidades/tubo 3.466.40 tubo 1 tubo $ 3.466,40
3 unidades de 1 ml $111,20 |ml 3 ml $ 333,60
500 ul $0,40 ul 500 ul $ 200,00
10 mi $39,31 |ml 10 ml $ 393,10
11t $662,32 |It 1 It $ 662,32
100gr $10,95 |gr 100 gr $1.095,00
100 gr $ 6,65 ar 100 ar $ 665,00
500 unidades/tubo $ 795,00 |tubo 1 tubo $ 795,00
100 ml 1,41 ml 100 1l $ 141,00
100 unidades 0,331 unidad 200 unidades |$ 66,20
11t 138,63 It 1 It $ 138,63
11t 138,63 It 1 It $ 138,63
100 gr 3,1 gr 100 ar $ 310,00
21t 475 21t It $ 95,00
5.000 unidades/tubo 650 tubo tubo $ 650,00
4.000 unidades/tubo 600 tubo tubo $ 600,00
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Pstl

Xbal

Spel

SnaBI
Apal

Bglll
EcoRlI
Pmel
Hindlll
Pacl
Primers E1B
Primers E4

Primers F512
pCR4-TOPO TA
(Invitrogen)
pGL3-Promoter
ElectroMAX

DH50-E
(Invitrogen)
Medio SOC
Kanamicina
Ampicilina
NaOH (0,1 N)
KCHOOH

LowMass DNA
Ladder

ADN Ligasa (NEB)

DNTPs
Lipofectamina
HCI (0,1 N)
Columna de
purificacion
(QUIAGEN)
Cristal violeta
(MERK)

TOTAL
MATERIALES:

10.000 unidades/tubo 600 tubo 1 tubo $ 600,00
3.000 unidades/tubo 650 tubo 1 tubo $ 650,00
500 unidades/tubo 630 tubo 1 tubo $ 630,00
500 unidades/tubo 550 tubo 1 tubo $ 550,00
5.000 unidades/tubo 650 tubo 1 tubo $ 650,00
2.000 unidades/tubo 550 tubo 1 tubo $ 550,00
10.000 unidades/tubo 550 tubo 1 tubo $ 550,00
500 unidades/tubo 680 tubo 1 tubo $ 680,00
10.000 unidades/tubo 550 tubo 1 tubo $ 550,00
250 unidades/tubo 640 tubo 1 tubo $ 640,00
1 base 3,5 base 58 bases $ 203,00
1 base 3,5 base 39 bases $ 136,50
1 base 3,5 base 45 bases $ 157,50
20 preps/tubo 6000 tubo 1 tubo $1.719,65
20ug 2473,14 |unidad 1 unidad $2.473,14
1 tubo 0,5 ml 2502,5 tubo 1 tubo $2.502,50
100ml 910 tubo 1 tubo $910,00
1 paquete 5g 690 paguete |1 paquete | $ 690,00
1 frasco 20 ml 490 frasco 1 frasco $ 490,00
1 ampolla 260,1 ampolla |3 ampolla | $ 780,30
1 frasco 669,3 frasco 1 frasco $ 669,30
1 tubo 510 tubo 1 tubo $ 510,00
20.000 unidades/tubo 640 tubo 1 tubo $ 640,00
25umol/DNTP 1530 unidad 1 unidad $ 1.530,00
1 tuboo 0,1 ml 535,2 tubo 1 tubo $ 535,20
Frasco de plastico 274,4 | 1 frasco $ 274,40
15 unidades/caja 530 caja 1 caja $ 530,00
25¢gr 662 tubo 1 tubo $ 662,00
$42.871,90

Tabla Anexo Il - Detalle del costo de los materiales.
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