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Resumen

RESUMEN

Los Adenovirus han sudo utllxzados en Ios ultlmos anos como - vectores

elclares, organos v

para la transferencla v expresuén de genes en dlversos tlpos

orgamsmos ya que graclas al desarrono da los métod”.s de Ingenieria Genétxca Yy

sustratos o cofactores. .
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Resumen

El sistema pAd-GFP. permite,: generar particulas.virales 'altamehte infécii\ras pero

deficientes en su replicacién en céiulas normales, por lo cual no generan progenie

viral y por [o tanto, no inducen un efecto citopético Uné Vez QUe el Aderiovirus

infecta a la célula blanco su genoma permanece en est d epns mal y‘a parhr de

este se expresa exclusivamente el gen de GFP. Ademés este S|stema tlene

eliminadas aqueilas secuencias que podnan paﬁacspar en un evento de

recombinacién homéloga con el genoma celular. -

El sistema. pAd-GFP nos permite analizar cualitativa y cuantitativamehte la
expresion de GFP, ‘y:‘f‘p" ello nos permite determinar con precision ia eﬁciencié de
infeccion. Ademéis‘dé que nos permitae optimizar las condiciones de infeccién, nos.
permitiré,opservér el tiempo de expresidn del producto protéico del gen GFP
despuésde' a iﬁ%éécién cuanto tiempo permanece®expresandose el gen y si la

progenie celular expresaré la proteina y si hay alguna alteracian en la expresién

de la proterna

CRarerr HNieto ~sflores v
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Introduccion
1.1 GENERALIDADES

1.1.1 SISTEMAS DE TRANSFERENCIA Y EXPRESION DE GENES
En la actualidad se cuenta con sistemas que facilitan la introduccién de genes
especnf cos dentro de una célula, y que nos permiten controlar finamente su
expresnon Estos sistemas constan de vectores, ya sea virales o plasmidicos, que
mcluyenl ‘adevrpas del gen de interés, genes marcadores y/o estructurales, el

promotbr‘ t?anscript:ional adecuado y otras secuencias reguladoras, etc.

Mediante eyrs;t’ ¢ ;dye,>sistemas ha sido posible no solamente estudiar la funcién de
algunas proteinas- dentro de una célula, sino también dentro del organismo
completo me h{e:‘ia generacion de organismos transgénicos. Este tipo de
sistemas tamb:én‘ han  permitido inducir altos niveles de expresién para ia

produccién a gran escala de proteinas con interés farmacoldgico.

1.1.2 VECTORES DE EXPRESION
Diversas herramientas de Biologia Molecular han permitido genérar una'amplia
gama de vectores con distintas caracteristicas que son utlllzados para generar

proteinas recombinantes tanto en organismos pro@anétlcos como eu&rlétloos.

Karen HNicto ~slores TE<IS CON 1
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Introduccion

Para que estos vectores puedan expresar eficientemente genes especificos dentro
de uha céh‘.llaﬁ, necésit'an contener sefnales de transcripcion y traduccion que
regulen la exﬁ}ésiéh ae estos genes. Entre estas seriales se encuentran distintos
elementos como: Origen de replicacidn (ori), Promotores transcripcionales que son
secuencias de ADN involucradas en la unidn de la RNA polimerasa para iniciar la
transcripcion, (los promotores mas utilizados para la construcciéon de vectores son
los de origen viral, en la Tabla 1.1 se mencionan algunos ejemplos), Sitio Muiltiple

de_ clonacidén_(SMC) (regién del vector que contiene varios sitios de corte para

distintas enzimas en donde podria ser cilonado el gen de interés), Marcadores de

resistencia para antibidticos (son genes que confieren la resistencia a bacterias o

células de mamiferos, para crecer en medios de cultivo con antibidticos

especificos como pueden ser ampicilina, kanamicina, gentamicina, estreptomicina,

neomicina, etc).

Tabla 1.1: Promotores utilizados
PROMOTOR

itomegalovirus
irus de tumor mamario de ratén

irus de {a leucemia murina (MuLV)
irus del sarcoma de Rous (RSV)
irus del simio (SV40)

. A DE ORIGEN
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Introduccién

1.1.3 METODOS DE TRANSFERENCIA DE VECTORES DE EXPRESION
Existe una gran variedad de métodos de transfeccién, desde aquellos que utitizan
reacciones quimicas en donde se forman compilejos con el DNA, otros en los que
el DNA es “inyectado” dentro de la célula por medio de procedimientos fisicos, o
hasta la utilizacion de virus defectivos en la tabla 1.2. se mencionan algunos de
estos métodos. Todos estos métodos ya han sido estudiados y manejados en
distintos tipos celulares, por lo que ahora se conoce la eficiencia y ventajas de

cada uno de ellos para algunas lineas celulares.

Tabia 1.2: Métodos de transferencia de genes

TAETODNOS DE
TRANSFERENTIA CARACTERISTICAS

METODOS QUIMICOS

PRINCIPIZ

- Precipitacion con fosfatos

Reaccion quimica que permite la

*CaPO. formacion de cristales microscdpicos Se observa ma

de DNA/CaPO.L Que son fagociados e, o crerar e, Sficiencia con
por las células. -

- Liposomas Los lip son
ue l= al DNA

que se 1 iy . y \a Se observa mayor eficiencia con
celular para fibarar ef DNA dentro de células adherentes.
ia célula, )

METODOS FISICOS

- Electroporacion Las células son expuestas a un Utili i en
impulso eléctrico para :n P
la membrana celular y permitir que el Lt
DNA pueda entrar a la célula. e e o=

células epitetiales,
METODOS VIRALES

- Virus Recombinantes El gen de lntefés es liberado en
forma virus defectivo,
enwpsuladn con una envoltura S° ha infectado en muchos tipos
virica, que incr ta der
de ta transfeccion
>
Karern HNicto ~Hlores 3
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Introduccion

1.1.4 GENES REPORTEROS

Existen diversos genes reporteros que permlten el: mont reo de los .genes

transfectados en las células. En la tabla 1.3 se mencxonan algunos: ejemplos de

genes reporteros. La B-glucoronidasa (GUS) y B-galactosx

reporteros que permiten tefiir a las células transfectada -Otros como. Ia lucuferasaﬁ‘,
(Luc), cloramfenicol acetiltransferasa (CAT) y la fosfatasa alcalina’ (AP) han sido
utilizados para determinar la eficiencia de transfeccidn, y mas recientemente, se

ha utilizado GFP, como gen reportero debido a sus caracteristicas que seran

mencionadas mas adelante (Zhang, 1996).

orteros

Tabla 1.3: Genes re

Deteccion

Gen reportero

p-galactosidasa (p -gal) Espectrofotométrica y fluorimétrica

B -glucoronidasa (GUS) Espectrofotométrica , fluorimétrica e histoquimica

cloramfenicol acetilransferasa | Cromatografia en capa fina y cuantificacion de la

{CAT) radioactividad incorporada
p =ina ve(rg:ig)uo scente Espectrofotomeétrica y fluorimétrica
Luciferasa (Luc) Espectrofotométrica

TESIS CON
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: Innroduccion
1. 2 PROTEINA VERDE FLUORESCENTE

1.2.1 ESTRUCTURA
El gen de GFP (arslado
secuencnado en: 1992 vy codlflca para una proteina de 238 aminoacidos que
entre 27 kD y 30 kD (Chalfie, 1994., Yang, 1996)

la ~me usav Aequorea wctona) fue clonado 3

presenta un peso molec,

(figura “1.1). El gen ha Sldo expresado en una gran variedad de especies,

incluyendo bacterias, plantas, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans,

pez zebra, mamiferos, etc.

Figura 1.1. Estructura de la proteina verde fluorescente (GFP). La estructura de
GFP tienc forma de cilindro, por lo que se le ha denominado a su estructura,
Barril-[3. esta constiluida por 11 cadenas antiparalelas |1 en forma de hojas
y en [os exiremos del cilindro se aprecian « —helices cortas (Yang, 1996).

1.2.2 PROPIEDADES
Como se observa en la figura 1.2. GFP puede ser excitada con luz UV o luz azul

(395nm) y presentala capacidad de emitir fluorescencia verde (509nm), que

SRaren HNieto sHlores "]:"!i‘ SIS CON
FALLA DE ORIGEN




Introduccion

puede ser analizada mediante microscopfa de fluorescencia. espectrofotometrua y

cntometrla de ﬂu;o ademés de la gran establlldad de la fluorescencna, no se

requtere de nlngun sustrato o cofactor (Chalf e, 1995)

Debido a estas caracterfsums GFP es una protema altamente atractlva para el

uso en Blologla Molecular como gen marcador.

AN

300 400 500 500
: Wavelength (nm) .

Figura 1.2. Espectro de absorcion y emision de GFP (Chalfie, 1995).

La capacidad de fluorescencié ‘de GFP esté' mediada por, una secuencia de
aminoacidos (Ser-Tyr-GIy), que ‘mediante . un proceso de cncllzacmn forman la

estructura del fluorocromo co no se observa en. Ia fgura 1.3. EI fluorocromo se

encuenira en el mterlor de la Vstructura de GFP por o que esta protegldo del

medio que rodea a la proteina, o que explica la gran estabﬂndad de la

fluorescencia de GFP y su reSIstencua a la desnaturalizacion.

Coarenr it ~sFlones TRSIS CON 6
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Tntroduccion

Figura 1.3. Localizacion del fluorocromo en la estructura de GFP. A) de rojo se observa
el fluorocromo el cual esta protegido en el interior del cilindro y de azul las cadenas o
helice, B) se observa de azul Trp57, el fluorocromo de rojoy de amarillo Phe64 y
Phe46 (Ormb , 1996).

El fluorocromo (ver figura 1.4.) es una p-hydroxybenzylideno-imidazolidona que

consiste de residuos Ser - dehydroTyr — Gly, (Cody 1993). La ciclizacion. de estos -

residuos forma el anillo de lmudazollnona ‘La formacnon del fluorocrom serlleva a

cabo mediante dos pasos: El |
amino de la Gly67 con el

eliminacion de una molécul

de . GFP recomblnante es

Con lo anterior se puede deducw que Iaéxpresn

posible debido a que en Ia formacnon del fluorocromo no requtere nmguna enzima

especifica de A. wctona

Karen SNt ~sHlores 7
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Introduccion

Figura 1.4. Estructura del fluorocromo de GFP (representado con el cuadro verde) (Prasher, 1992).

1.2.3 APLICACIONES

Las aplicaciones que se le han dado a GFP recombmante ‘son muy dlversas a

continuacién se mencnonan algunas de ellas.

reguladoras de Ia tran: ripe on com potencxadores v snlencladores etc. AS|

mismo, se ha anahzado el efecto da algun factor de transcrapc:on sobre la

actividad de lgun promoto o ecue cia especifca de ADN

3. Analisis’ del efect‘ de una’secuencna peptidica especxﬁca como senal de

locahzacnon mtracelular etc

CReoren SNt ~sFtoras TESIS CON ®
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Introduccion

1.3 ADENOVIRUS

Los 'Adenovirus - (Figura 1.5) se aislaron y caracterizaron al estﬁdiér gl ‘
origen de muchas enfermedades del tracto respiratorio super‘iqr‘_ya”n"_lediadprs_ det
siglo XX. Los'nombrés -irﬁciales con que les denominaroh los il;x\kestng;ddres
reﬂejah este tropismo hacia el traclo respiratorio: Adenoid Degeneration (AD),
Respiratory Illlness (RIl), Adenocidal-Pharyngeal-Conjunctival (APC) o Acute
Respiratory Disease (ARD) agents. El prefijo Adeno- proviene del tejido a partir del

cual fueron aislados por primera vez, es decir, el tejido glandular adenoide.

nguT-a 1.5. Micrografia de Adenovirus.

Los Adenovirus también estan asociados con infecciones del tracto intestinal e
infecciones en los ojos. Muchas infecciones son persistentes y pusden ser
reactivadas por episodios de inmunosupresion (White,1994). Estos virus también
provocan diversos trastornos en los animales y pueden transformar células

normales en tumorales.

arenr CHNeto ~sflores




- Introduccién

En 1962 se descubné que el Ad—12 lnducfa la formaclén de tumores mahgnos tras

su inocutacion en hémster [« cuén ‘nacidos Esa fue la prlmera vez ue un vnrus

l crecum:ento celular. La contnbuctén mas destacable de

este grupo de virus fue el descubrimiento del proceso de procesamiento (splicing)
del RNAmM, ya que los estudios de! RNAmM Adenoviral revelaron la existencia de los

intrones.

1.3.1 CLASIFICACION
Los Adenovirus pertenecen a la familia Adenoviridae, la cual se divide en los
géneros Mastadenovirus y Aviadenovirus. El género de los Aviadenovirus se
timita a virus de aves, mientras que el género Mastadenovirus incluye virus de

humanos, de simios, ovinos, bovinos, equinos, porcinos, caninos y de

marsupiales pequerios.

CRarenr Niets o lores 10
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Introduccion

1.3 ADENOVIRUS

Los Adenovirus (Figura 1.5) se aislaron y caracterizaron al estudlar el
origen de muchas enfermedades del tracto respiratorio supenor a medlados del
siglo- XX, Los nombres umc:ales con que les denommaron los invest:gadores
reflejan este tropismo hacia el tracto respiratorio: Adenoid Degeneration (AD),
Respiratory - lllness (Rl), Adenoidal-Pharyngeal-Conjunctival (APC) o Acute
Respiratory Disease (ARD) agents. E! prefijo Adeno- proviene del tejido a partir det

cual fueron aislados por primera vez, es decir, el tejido glandular adenoide.

ngu?a 1.5. Micrografia de Adenovirus.

Los Adenovirus también estan asociados con infecciones del tracto intestinal e
infecciones en los ojos. Muchas infecciones son persistentes y pueden ser
reactivadas por episodios de inmunosupresion (White,1984). Estos virus también
provocan diversos trastornos en los animales y pueden transformar células

normales en tumorales.
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Introduccion

Hasta el momento se conocen 49 serotipos de Adenovirus humanos, los cuales
han sido distinguidos en base a su resistencia a la neutralizacién por un antisuero
de otro serotipo de Adenovirus conocido. Estos 49 serotipos estan clasificados
dentro de 6 subgrupos, y esta clasificacién esta basada en su habilidad para
aglutinar eritrocitos, por lo que una de las ciasificaciones de los Adenovirus

humanos es la siguiente;

Tabla 1.4: Clasificacién de Adenovirus

SUBGRUPO SEROTIPO
A 12, 18, 31
B 3,7, 11, 14, 16, 21, 34, 35
c 1,2,5,6
D 8, 9, 19, 37, 10, 13, 15, 17, 20, 22, 30, 32, 33
38, 39, 42, 49
E 4
F 40, 41

1.3.2 MORFOLOGIA VIRAL , RS
Los Adenovirus carecen de envoltura pero presentan una cépsude 1cosahédnca (20

superficies triangulares y 12 vértices) con un duémetro de 70 a 100 nm (ver figura

1.6.). La capside esta compuesta de 252 capsémeros, de los cuales 240 son

hexones y 12 son pentones. Cada penton contl una protelna base (pentona

base) que forma parte de la superficie de Ia cépsude de la cual se proyecta una
2001 )-

fibra que permcte la unioén con la célula blancq (Shenl

Carerr SNZete csfores 11
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Introduccion

Adenovirus

donde se muestran

estructurales de la capside

Figura 1.6. Estructura de

Representaciéon esquematica
de una particula viral de Ad
ias

principales unidades

Ademas de las proteinas encontradas en la capside det Ad, existen otras proteinas

virales menores que juegan un papel importante en el ensamblamiento de ia

capside y el

empaquetamiento del cromosoma viral. En

la Tabla 1.5. se

mencionan algunas proteinas de este tipo con su respectiva funcién, y en la figura

1.7. se muestra una representacion esquematica de un corte transversal de la

estructura del Ad, sefialando la localizacién de algunas de estas proteinas virales.

Tabla 1.5: Funcion

localizacion de algunas proteinas virales

omb ocalizacio one onocida
1] Monomero hexameérico Estructural
“ 11} Base pentamerica Penetracion
lta Asociada con la base pentaménca Penetracion
v Fibra Union al receptor celular
v Core: asociado con €l DNA y la base |Como Histona;
pentomérica empaquetamiento
. . Estabilizacion de la capside,
wvi Polipéptido menor hexomeérico ensamblado de la particula
Vil Core Como Histona
s s . Estabilizacion, ensamblado de
vih Polipéptido menor hexomérico la particula
. . . Estabilizacion de la capside,
IX Polipéptidc menar hexomeérico ensamblado de la particula
PT Genoma - proteina terminal Replicacion del genoma
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—-- Kibra

Peolona
ase

r Pentona

Figura 1.7. Representacién
esquematica de un corte
transversal de una particula viral
. de Ad donde se muestran
- Proteina V] ~ ademsas de las proteinas de la

- capside (hexonas y pentonas),

Core - Proteina IX proteinas adicionales (porej. Viy
IX) que estabilizan la capside y

DNA - -~ Hexona proteinas del core viral (V, Vil y
o 4 0) que se encuentran asociadas

Viral : > - con DNA viral, el cual presenta en
su extremo 5' a la proteina
terminal (PT) (Flint, 2000).

4 Proteasa

1.3.3 ORGANIZACION DEL GENOMA
El genoma de AdS5 es una molécuia de DNA lineal de. doble .cadena de

aproximadamente 36 Kb, que se. encuentra asociado con diversos polipéptidos

virales que lo condensan dentro de la cap5|de en una estructura semejante ala

la

(representados como L) depend endo de su momento de expreS|on con respecto

al ciclo de rephcac:on vxra' 1997) En la f“gura 18 se’muestra'

esquematlcamente la orgamzac:én del genoma de Adenovirus .

CXarerr Nieto ~lores
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Figura 1.8. Representacién esquemadtica de la organizacién del genoma de Adenovirus
(Flint 2000).

1.3.4 CICLO REPLICATIVO DE ADENOVIRUS HUMANO
El ciclo replicativo se divide por convencién en dos fases que son separadas por el

inicio de la replicién deI‘ genoma viral. La fase temprana comienza tan pronto

como el “virus : lnteractua con’la oélula hospedera. Estos eventos incluyen la

adsorcion delk yl el movtmlento dei genoma viral al nticleo y ia

los viriones.

1.3.4.1 Evento :

El adenovnrus se une a [E] celula humana permlsxva mediante ia mteraec:én

de lafi bra con el receptor adenovnral de la supert' icie celular CAR (Ad2) (Reoeptor

Carenr Sicte @%rar 14
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de Coxsackievirus y Adenov:rus) 6 medlante su umén al domm:o o2 de las

moléculas del MHC-I (AdS) (Wang. 2000) Postenormente,»la mteraocvén de la:

Sintetizar: las proteinas virales necesarias para la replicacion del genoma

viral.

El gen E1A se y xpresa iﬁrﬁédnataiﬁente después de que el genoma viral llega al

nacleo oelula,r",'c'od}iﬂcai par\afdid's proteinas de fase temprana (12S y 13S) que se

unen a prote'fnas/‘ celulares y modutlan su funcién para controlar la progresion del

Caren Nt ~sflores 15
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ciclo celular, lnducen la transncxén de la fase G1 a la fase S del ciclo celular en

en a la célula hospedera arrestada en la fase S, en la

oélulas en reposo y mantl

cual exlsten todos los elememos necesanos para lilevar a cabo la replicacién del

vectores adenovirales

los
(Feméndezv;l 999 E1B contrib ye a la activacion de células en reposo al evitar el
arresto del caclo celular e.inl ibir. Ia apoptosxs dependiente de p53, ya que codifica

para dos protemas (55kd y 19, kd) que secuestran y reprimen la funcién y

expresion  del anhonoogen p5 (Shenk, 2001; Fermmandez,1999). El gen E2A

codifica para dlstmtas prote[nas _que estén involucradas en |la_replicacion _del

DNAv, que incluyen a la DNA pohmerasa viral, al precursor de la proteina terminal
(TP) y a la proteina que se une a DNA de cadena sencilla (ssDNA). El gen E4
codifica para una 6 mdas proteinas que son necesarias para la replicacion eficiente
del DNAv. Esta proteina de 35Kd, forma un complejo con E1B (55 Kd) regulando
el transporte de los mMRNA's virales del nicleo al citoplasma mientras bloquea el
transporte de los mMRNA’s celulares (Shenk, 2001). A diferencia de los demas
genes de expresion temprana, los productos protéicos del gen E3 no son

requeridos para la replicacion del virus en cultivos celulares (Femandez, 1999), y

en cambio estan involucrados en evadir la respuesta inmune antiviral.

CRarenr Nieto oHloves i~ 16

| TESIS CON
[ FALLA DE ORIGEN




Introduccion

El gen E3 codifica para una proteina de 19 kd que disminuye el transporte de
moléculas MHC-I a la superficie de una célula infectada y reduce la respuesta
inflamatoria. Dado que el gen E3 no es necesario para la generacién de viriones,
esta secuencia se puede deletar y sustituir por un gen que permanece adn bajo el

control de! promotor del gen E3 en la generaciébn de adenovirus recombinantes

(Fernandez, 1999).

1.3.4.2 Eventos tardfos de la infeccién

Los genes que codifican para las principales proteinas estructurales del
virién, como son los constituyentes de los hexones, pentones y fibras, estan bajo
el control del promotor tardio principal (MLP) que genera un gran transcrito
primario. Después de que ha concluido la sintesis del DNA, el MLP es fue éhgnte
activado y el transcrito policistrénico es editado en mRNA's que codlﬁcan iés
distintas proteinas estructurales. Tres pequeiios exones (TPL: "tripaftite ‘leade}')
son editados en el extremo 5’ de todos los mMRNAs tardios virales, lo que ésegura

que se traduzcan preferencialimente los mRNAs virales sobre los mRNAs

celulares, para generar altos niveles de proteinas virales estructurales. Estos

elementos también han sido utilizados en la tecnologia de los Adenovirus

recombinantes para expresar altos niveles de proteinas (Fields, 1996; Fernandez,
1999). Posteriormente se ileva a cabo el ensamblamiento de las particulas virales

en el ndcleo y son liberados mediante lisis celular, una célula puede producir 1000

o mas viriones.
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1.4 VECTORES ADENOVIRALES
Existen diversds‘ protocolos para desarrollar Adenovirus recombinantes (Adr),

desde aquellos que presentan una expresion oonstu(utwa del transgen de interés

esentan una expresion inducible y f nament controlada

hasta los" que f

El sistema de expresién Adeno-x (CLONTECH; Cat. K1650—1) ofrece un

método para construi ed nte‘e! uso de técnicas

Adenowrus recomb: ant

basus de Biolo

a umdad de exprestén mediante la clonacién del gen de interés

Generarj

en el plasmido pShuttle.
2. Transferir la unidad de expresion al plasmido pAdeno-X.

3. Transfectar en la linea de células embrionarias de rifién humano “HEK 293"

para generar a los adenovirus recombinantes.

Los Adenovirus recombinantes son cosechados al colectar el medio de los cultivos

HEK 293 transfectados.

Para clonar el gen de interés y producir Adenovims que no se replican,
grandes porcnones de los genes E1 (A342-3528) y E3 (A27865-30985) han sido

deletadas del genoma de Ad5 de tlpo s:lvestre Ya que el gen E1 se ha eliminado,

Raverr SHNiezo Oﬁ%rar 18
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se requiere de ia Iunea celular HEK 293 para propagar alos Adr denvados de

pAdeno-transgen' Esta lmea celular expresa a: las proternas del gen E1 que son

esenciales para la rep cacuén y.transcripcid del pAdeno—transgen este plasmldo -

citopatica, donde el genoma viral se mantlene

nscnbe nmgun

celular (no se integra en el genoma celular), y no se reph- ni se t

producto viral ya que la célula carece de Ios fadores de transcn 6n necesanos

{productos del gen E1). Sin embargo, el gen de mterés se expresa en altos niveles
ya que se encuentra bajo el contro! del promotor constututlvo de c-tomegalovnms
(Pcmv-ie) cuya actividad es independiente de la proliferacion de la célula hospedera

y tampoco depende de la presencia de cualquier otro producto viral.

Los Adenovirus son capaces de infectar un amplio rango de células en repaso y
en proliferacion de diferentes especies animales incluyehdb al humaho, primates,

cerdos, ratones y conejos (ver tabla 1.6). Diversos fepértes si.zgieren que casi

iel,: usculo cerebro, hueso, -

todos los tipos celulares de humano —incluyendo

nervio, higado, etc.- son susceptibles a la infeccion por Ad.

19
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Tabla 1.6: Especies animales no humanas infectadas por Adenovirus.

TRANSFERENCIA DE GENES MEDIADA POR ADENOVIRUS EN
ESPECIES NO HUMANAS

ESPECIES REFERENCIAS

Polio Fisher & Watanabe, 1996
Perro Fang, 1996
Mono Bout, 1994
Ratén Lee, 1996; Stratford-Perricaudet, 1990
Cerdo French, 1994
Conejo Donahue, 1998; Riew, 1998
Rata Mastrageli, 1993
Oveja Holzinger, 1995
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Objetivos

2.1 OBJETIVO GENERAL

Generar un Adenovirus recombinante que permita expresar mediante su

infeccibn en células permisivas, al gen que codifica pafa ‘la ‘pr'otelna‘ verde

fluorescente (GFP).

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. A partir del plasmido pCMV/myc/nuc/GFP (invitrogen) clonar el gen GFP

en el plasmido pShuttle para generar una unidad de expresiéon.
2. Subclonar la unidad de expresion en el vector pAdeno-X viral DNA.

3. Transfectar la construccion pAd-GFP en la linea celular HEK-293 para

generar los adenovirus recombinantes que expresan a la proteina GFP

4. Infectar un cultivo celular con el Ad-GFP recombinante y determinar la

expresion de la proteina GFP.

CRaren Nt ~sflores 22
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2.3 PROBLEMA
Disefar y construir un sistema Adenoviral que permita mediante - la
expresion de un gen reportero, anahzar Ia eficiencia de mfeocaon. en diversas

lineas celulares y cultivas pnmanos, con el fin de tener una herramxenta para el

uso de Adenovirus recomblnantes o

2.4 JusnF|CAéioN :

La construccué d' este sistema Adenoviral tendra la aplicacién de:

Determnnac:én de Ia eficiencia de infeccion en lineas celulares.

Existen varias razones por. las cuales se eligi5 estd metodologia de "Adenovirus

recombinantes” co e transferencia y expresién de genes:

1. Es uno de fos’modelos wrales mas ampliamente estudiados y por lo tanto

nocidos, de tal manera que la tecnologia para generacion

de Adenovirus yecombinantes se encuentra muy desarrollada.

2. Con los sisté_mas actuales se pueden generar Adenovirus recombinantes
que no se replican, por lo tanto no generan progenie viral. Ademas de que

no presentan efecto citopatico.

CRarerr SNiete ~flores 23
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3. El genoma Adenovnral permanece en: estado ep:somal as decir no'se

mtegra en el genoma celular V4 solamente se expresa el gen de mterés por

un mtervalo de entre 1 y 3 meses Ademés de que en este snstema se han

3 un evento de

4.
expresaré la protefna por cuanto tlempo y si: hay alguna alteracion en la
expresuSn de la protema. R
arenr Nieto osFores 24
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25 ESTRATEGIA EXPERIMENTATL

, Amplificacién del gen GFP mediante PCR a partir de pCMV/myc/nuc/GFP

L &

Clonacion del gen GFP en el vector pShuttlie
pShuttie-GFP

L 5

‘Digestion del vector pShuttle-GFP con
. las enzimas I-Ceu-I/PI-Scel ’

+

- Subclonacién de la unidad de expresién
o2 I-Ceu-l/. P cmv-e ~GFP/ PI-Scel
en el vector pAdeno-X  pAd-GFP

{

Transfeccxén de pAdeno-GFP enla
lmea celular de empaquetamiento HEXK 293

i 8

Cosechar a los Adenovirus recombinan

Infecta.r el cultivo celular para deterxmnar la presencxa :

CRarerr SNeto oS Hores 25
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Material y Métodos

PLASMIDOS )
PCMV/myc/inuc/GFP (Invitrogen): Plésmidd ,9';‘3 contiene el gen de GFP.

PGEM-T (Promega): Plasmido uti lizado para clonar productos de PCR. Contiene en
ambos extremos 3~ del vecféf Una‘timidiha, o ‘que permite la eficiente ligacién de

productos de PCR que tie:nye»r'x y s 1S extremos adeninas adicionales. En la figura 3.1.

se muestra el mapa cqnj»e_sponqlén:t‘e"a_‘este plasmido.
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Nei: 77
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At 127
[ |
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Figura 3.1. Mapa del ptésmido pGEM-T.

pShuttle (Clontech): Vector del sistema Adenoviral, que contiene al promotor pCMV

para expresar constitutivamente niveles elevados del gen de interés.
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Material y Métodos
En este se clonara el gen GFP, para generar y liberar la unidad expresion.
Presenta resistencia al antibidtico kanamicina, se observa su mapa en la figura

3.2.

Xhol

Hird Y

Figura 3.2. Mapa del plasmido pShuttle.

pAdeno-X viral (Clontech): ,P'iésrjrii'do .que e el genoma de AdS, con la

regién E1 y E3 deletadas,.conr ncia jayl_a.ntibiético‘ ampicilina, su mapa se

observa en la figura 3.3.

LCeul

Figura 3.3. Mapa del plasmido pAdeno-X.
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Material y Métodos

OLIGoNUCLEOleos
En la sugunente tabla se muestran las secuencias de ollgonuceléhdos que,

fueraon unhzados para ampllﬁcar al gen GFP a partir del 'plésrmdo

pCMV/mycInuc.lGFP.
: OLIGONUCLEOTIDOS
GFPnuc-S GAG AGG GCC CGC CAC CAT GGC TAG CAA AGG AGA AGA AG,
sentido (5°-37) B p
GFPnuc-as CTG TGG TAC CCT AGC GGC CGT ATC TAC CTA vccT‘Tr :
Anti-sentido (3°-57) ERREEE

REACCION EN CADENA DE POLIMERASA (PCR)
La PCR es un método rapido y simple para copiar y ampiiﬁéa‘l;rstédureacias

especificas de DNA de hasta 1Kb de longitud. Para utlllzar este método es

necesario conocer Ia secuencca de una region corta de DNA en cada extremo de

la secuencia de mayor tamaﬁo que se quiere copiar; estas secuenclas oortas se
utilizan para especxf icar cebadores de ohgonucleét:dos El método cons:ste en

realizar ciclos repetldos de separacion de las qadenas.de ADN, asociacién y

sintesis.

El DNA de doble cadena que contiene la secuencna que se va a copiar y amplificar
se mezcla con un gran exceso molar de dos ohgonucleétldos de DNA de cadena

sencilla (los cebadores). El primer cebadotf es jdéntico al extremo 5° de la cadena

Raven Nieto ~sfloras 29
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sentido del DNA que se va a copiar y el segundo es idéntico a la' cadena

antisentido en ei extremo 3' g L
la doble cadena de, DNA a alta temperatura y

La reacciéon se, :nlcla s p ra d

enfriando la mezcla para permmr la asocaacxén del DNA Durante la asocnacnén el
primer cebador se hibridara con el extremo 3° de la cadena antisentido y et
segundo cebador se hibridara con el extremo 3° de la cadena sentido. L.a mezcla

fria se incuba con !a DNA polimerasa ! y los cuatro dNTP s permitiendo la sintesis

de un nuevo DNA.

CONDICIONES DE PCR PARA AMPLIFICAR GFP

REACTIVOS CANTIDAD
DNA templado (pCMV/myc/nuc/GFEP) 100 ng

CRarers Civts ~Fores

dNTP s 100 M

MgClz 2. 5 mM

Oligonucleotido sentido (GFPnuc-S) 1 pM

Oligonucleotido antisentido (GFPnuc-as) 1 M

Enzima Taqg polimerasa 1p
Tx

Buffer de Tag polimerasa 10x

H20

Suficiente para un volumen final
de 25 nl

PERFIL TERMICO

1. Desnaturalizacion del DNA

2. Ampilificacion del DNA

3. Extension de la amplificacion

95°C durante 8 min.

a)95°C durante 30seg

.1 b)64°Cdurante 45seg 30ciclos
. e)7T2°C durante 45seg
72°C durante 10min.
30
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CULTIVO CELULAR

La tlinea celular HEK-293 (células embnonanas de nﬁon humano)_

(Clontech) son células transformadas con lo .genes adenovnrale E1A y E1B-

requeridos para la propagacion del Adeno
La linea celular se cultiva a 37°C en atrnésfera hdameda,” 5% de CO>,.con medlo
l ; 0 ulrnl de‘

DMEM (GIBCO) suplementado con

penicilina G, 50 uglml de estrep om

La Iinea celular C33-A se cultlva a37°C en atmosfera humeda 5% de COa,

con medio DMEM-IF12 (GIBCO) suplementado'co 10% de suero fetal bovmo. 50

w/ml! de penicilina G, 50 ng/ml de estreptomicina y 4mM de L-Glutamma

TRANSFECCION TRANSITORIA

Se siembran 1x10° células HEK-293 en cajas p60 (60mm de didametro),
cuando se presenta una confluencia de entre 50 y 70%, se transfectan con
Lipofectamina (Invitrogen), 30min antes de la transfeccién se cambia el medio de
cultivo, con medio minimo escencial (OPTIMEM) y 6hrs post-transfeccién se
realiza otro cambio de medio de cultivo, con medio de mantenimiento (DMEM

suplementado con 1.5% de suero fetal bovino, 50 wmi de penicilina G, 50 pg/ml de

estreptomicina y 4mM de L-Glutamina).

CRarerr SNieto —slores 31
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PROPAGACION DE PLASMIDOS

Utlhzando bactenas competentes E. co/: (DH5), se ad:cxonan 100ng del

a una alucuota de 200;4! de: bacterias oompetentes. Se

42°C e

plésmldo en. cuestlé

incuban 20m|n en hlelo s Ilca un choque térmico de 1%z m|n>a

mmedlatamente despu se mcuban 2min en hielo. Estas células se cultnvan en-:

placas de medno LB con el antlblétlco adecuado y solamente las bactenas que{

incorporaron’ ely plésmudp presentan la resistencia que les confiere éste. ‘Se

seleccionan las colonias resistentes al antibidtico especifico.

PURIFICACION DE PLASMIDOS

El DNA plasmidico se purifica a través del método: de: lisis,élcélina,
mediante una solucion de fenol:cloroformo 24:1, y. centrifugaciones bosteriore’s.,

siguiendo el protocolo de CLONTECH, Cat. K1650-1.

COSECHA DEL VIRUS
Los Adr se cosechan cuando los kcult_i\/és presenfan un :efecio, cif_opiético

claro. Se colecta el medio de cultivo (s_obrénadahte) yla r'no.n‘oca’;;a’ celular, lisando
las células para liberar ‘a los viriones mediante tres ciclos de éonéelamiento—
desoongelamientp (hielo;ec;p—;i?"C). Posteriormente se colecta la fraccién soluble
que contiene a ‘l'as{pa‘rfiw,lals" vfrales. Este stock viral se suplementa con MgSO.4
100mM y se alrﬁééena a.70°C.
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INFECCION VIRAL )
Se lnfecta un cultlvo de celulas CSS-A (80 90% de conﬂuencxa) con el 10%

del stock vural durante 30mm a 37°C en atmésfera humeda 5% de COz, y con

agntacnén suave. Pos er' rrnente se adlctona‘ 4m| de medlo de cultivo DMEM F12

(GIBCO) suplementador ovino, ‘ 50 ulml de pemcllma G,

S50pug/mli de estreptomlcma‘y 2mM de L—Glutamlna

ANALISIS DE FLUORESCENCIA

Se analizan las células infectadas con el.virus, mediante microscopia:de

fluorescencia, en un microscopio Marca Leica,-modelo Diastar.
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Resultados

CONSTRUCCION DEL PLASMIDO pShuttle-GFP

e AMPLIFICACION DEL GEN GFP
A partir del plasmido pCMV/myc/nuc/GFP amplificamos at gen GFP mediante PCR
y analizamos el producto mediante electroforesis en gel de agarosa‘ al.: 1%,

encontrando un producto especifico cercano a 900 pb que corresponde al tamaﬁo

det gen de GFP esperado (figura 4.1).

Fig.4.1: Amplificacion del gen GFP. Gel de agarosa al
900b; 2% tefiido con Bromuro de Etidio. Carriles:
500b 1) Marcador de peso molecular de 100pb, 2) Produdo
de PCR, fragmento correspondiente a GFP.
100b; . .

Para corroborar que el producto amplificado corresponde al gen GFP, el fragmento

amplificado se caracterizé mediante andlisis de restriccién, utilizando las enzimas

lestran los sitios de corte de

BrsG I, Not |, Nco | y Nde I. En |a figura 4.2 ser

estas enzimas dentro del gen de GFP, y en la fgura 4 3 se muestran los productos

de la digestién correspondientes a cada una qe las restricciones.
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Tamanrio de los
productos de

ENZIMA digestion (bp)

1 852 603
1 £ ! 1 Nde |y Neco | 186

Nco!{ Ndel BsrG | Nott

I [] I 1 63

553
1

186 249 299 734 BsrG 299

734

Not | 118

Fig.4.2: Gen GFP (852bp). £n la izquierda se muestran los sitios de corte
de las enzimas Ndel, Ncol, BsrG | y Not I dentro det gen GFP, en la
derecha se muestra una tabla que nos indica el nimero y el tamaiio de
las bandas generadas por la restriccion del gen GFP.

Control sin digerir

B
] -
5 2
g =
g

= 2

Fig.4.3: Analisis de restriccién del
producto de PCR (GFP).. Gel de
agarosa al 2.5% teifiido '~ con
900bp Bromuro de Etidio.
700bp

500bp
300bp

100bp

Debido al porcentaje del gel y al corrimiento para observar las bandas de mayor
tamafio, no es posible observar el fragmento correspondiente a 63 bp en la

digestion con las enzimas Nde | y Nco |. Sin embargo se observan las bandas de

603 y 186 bp.
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e CLONACION DE GFP EN EL VECTOR pGEM-T

La enzima Taq polimerasa tiene la propiedad de adlcxonar una Adenma (A) al

inicio y final del producto amplificado, rndependlentemente del templado de tal

forma que la A sin aparearse nos permxte /clonar productos de PCR

(independientemente de su secuencia) en un vector pGEM—T que se encuentra

lineal y posee en sus extremos una T:mldma (T) sm aparearse.

Realizamos ' |a ' reaccion dé liéééidh, deGFP cbn PpGEM-T, utilizando una
proporcion 4:1 (Inserto:Vector), en un volumen de 10ul e incubacion toda la noche
a 4°C. Transformamos bacterias competentes E£. coli DHS5a y seleccionamos las
colonias resistentes a ampicilina, purificando a partir de ellas el DNA plasmidico

mediante lisis alcalina (figura 4.4).

Figura 4.4. Clonacion del gen GFP en el vector pGEM-T.A) colonias de bacterias
resistentes a ampicilina obtenidas de ta ligacién pGEM-T-GFP en cajas
LB-ampicilina, B) Candidatos purificados de pGEM-T-GFP, get de agarosa al 1%,

tediido con Bromuro de Etidio.
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Resultados

El gen de GFP clonado en pGEM-T se encuentra ﬁénqueado en ambos extremos
por un sitio de corte para la enzuma Not . I Reahzamos la dlgestnon con la enzima
Notly llberamos al gen de GFP con extremos coheswos para Not 1. El analisis del
producto de la dlgestlén mediante electroforesxs en gel de agarosa (figura 4.5) nos
muestra un fragmento especifico menor de 800bp (debido a que se eliminaron

algunas bases en el corte que se realizd) que purificamos con el Kit GENECLEAN

(Bio101).

1 2 3 4
Fig.4.5: Liberacion de GFP - del
vector pGEM-T. Gel de agarosa al
753bp 2% teiido con Bromuro de Etidio.
600b Carrites:
1) Marcador de peso molecular de
100bp
200b: 2) pPGEM-T-GFP sin digerir
= 3) clona 1 digerida con Not 1
4) clona 2 digerida con Not |

Simultaneamente linearizamos al plasmido p-Shuttle con Not | para poder clonar el

gen GFP purificado. La reaccion de ligacion se realizé con una proporcion

inserto:Vector 10:1, en un volumen de 15ul y se incubd a 16°C durante toda la
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noche. Transformamos bacterias competentes E. coli DH5a seleccionando las

colonias resistentes a kanamicina y purificamos el DNA plasmidico (figura 4.7).

[ -
A Ceu-l

Not [ /“-‘ -FM

il
oFR?

BOH
>\ - E_dyl\ +
Pi-Sce T" " "Nou 1

Figura 4.6. figura esquematica de la clonacion del gen GFP en el vector pShuttle.

Kan

Figura 4.7. Clonacion del gen GFP en el plasmido pShuttie. A) colonias de bacterias
resistentes a kanamicina obtenidas de la ligacién pShuttie-GFP en cajas LB-kanamicina,
B) DNA plasmidico purificado a partir de colonias candidato pShuttie-GFP, gelde

agarosa al 1%, tenido con Bromuro de Etidio.
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e ORIENTACION DE GFP EN EL PLASMIDO pPShuttle-GFP

Puesto' que GFP fue clonado utnhzando el mlsmo sitio. de corte en ambos
extremos, se obtuvo el gen de GFP clonado en ambos sentldos Para determlnar
la orientacion con sentido de GFP .se reahzé la restriccion del- DNA de varlos
candidatos de pShuttle- GFP con Ia enzima Nde I.

La restricciéon nos libera un fragmento de 702pb cuando GFP sé eﬁéqehtré en
orientacion sentido y un fragmento de 927pb si GFP se ecuentra en orféﬁiabién
antisentido, analizamos el pesoc de los fragmentos liberados por rﬁedi§ de

electroforesis en gel de agarosa (figura 4.8).

Fig.4.8: Orientacién de GFP
dentro del vector pShuttle-GFP.
Gel de agarosa al 2% teiiido con
Bromuro de Etidio. Carriles:

1) Marcador de peso molecular de
100bp

00bp ?gggp 2) pGEM-T-GFP sin digerir
P 3-7) Candidatos digeridos con
00bp Nde !

40

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Sren SNete ~sHlores




Resuyitados

GENERACION DEL. ADENOVIRUS RECOMBINANTE (Adr)

SUBCLONACION DE LA UNIDAD DE EXPRESION EN EL VECTOR pAdeno-X

DNA viral
Se realizd ta digestion del plasmido pShuttie-GFP con las enzimas Pi-Sce-l y I-

Ceu-! para liberar la unidad de expresion (UNITEX-GFP) (figura 4.9) y subclonaria
en el vector pAdeno-X DNA viral.

La reaccién de ligacién se realizé mediante una refacidon Inserto:Vectér 6:1, en un
volumen de 30ul y se incubd a 16°C durante toda la noche. Se transformaron

bacterias competentes E. coli DH5a y se seleccionaron las colonias resistentes a

ampicilina. Se propagé el plasmido y se purificd el DNA plasmidico, para

restringirlo y liberar la UNITEX-GFP (figura 4.10).

1650bp —=

1000bp - 1323bp
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E-Ceu-E

.?.pz—'L g, I-Ceu-F -

f P(}“ :’\

om pEQk(gle § Zpa : s §
CGF

B

GFR¥
> b-p?lel-A =¥ l-Sce—l\_; . fngA

Kpn

I-Sce-I

Figura 4.9. UNITEX-GFP. A) Liberacion de UNITEX-GFP, gel de agarosa al! 1%. tefiido con
Bromuro de Etidio, B) figura esquematica de la liberacién de UNITEX-GFP ,

ura 4.10. Subcilonacion de UNITEX-GFP en pAdenoX viral. A) Colonias obtenidas de la
figacion pAd-GFP en cajas LB-ampicilina, C) candidatos purificados de pAd-GFP , gel de
agarosa al 0.5%, tefiido con Bromuro de Etidio.

Para corroborar la clonacion pAd-GFP realizamos un PCR utilizando
oligonucleotidos especificos , el oligo sentido hibrida en el extremo 3" de la

UNITEX-GFP y el oligo antisentido hibrida en el vector pAdenoX. Es decir,

42
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Resultados
unicamente en el vector que se clond la UNITEX-GFP se amplificara un producto

de 370 bp, en la figura 4.11. se observan los candidatos analizados.

M 12

3 4 5 6 78 910111213

PAd-GFP.

Figura 4.11. Corroboracién de la clonacion pAd-GFP. Gel de agarosa al 2%, tefiido con Bromuro
de Etidio, Carriles:M) Marcador de peso molecular de 100bp, 1) control positivo, 3-13) candidatos

TRANSFECCION DE pAdeno-GFP EN LA LINEA DE EMPAQUETAMIENTO
HEK-293

I-Ceu-I Pacl
TR
B pAdenoX & 8
UNITEX-GFP c——————"""=- " Amp  vViral BNA 5
caF : 32.6Kb y &
ShH g.
Fn 2 BT Qe TR T
k-Sce-1 o PRI
Pac 1
Figura 4.12.Figura esquematica de la clonacion de UNITEX-GFP en el piasmido pAdenoX viral.
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Resultados

En la figura 4.12. se’obéewa de manera esquemética el procedimiento para'la

produccxon de pAd-GFP y en. Ia fgura 4 13 se muestra el esquema de ‘la

estrategna utlhzada para la generacaon del adenovnrus recombmante

> 5 ido lineal pAd-GFP en Ia linea celular HEK—293.
observamos 1. efecto fcnopatico a los 7 dias postransfeccion (figuré i4}'.‘14.),
posterlormente~ fééﬁafﬁos células HEK-293 (figura 4.15.) observémcs ia
fluorescencia,~'auﬁque'esta no fue muy intensa, tanto de células transfectadas con
el plésrhidopCMV/myc/nuc/GFP (figura 4.15.), con el plasmido pShuttle-GFP

(figura 4.186.) y con el Adr-GFP (figura 4.17.).

Transfeccion
en celialas HEK-293

Produccion de virus
en celulas HEK-293

Figura 4.13. figura esquematica de la generacién de pAd-GFP,
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Figura 4.14. Transfeccian del plasmido pAdr-GFP en células HEK-293. A) Células HEK-293 sin
transfeccion B, C y D) Se observa el efecto citopatico debido a! virus en células HEK-293
transfectadas con pAdr-GFP, células redondas de gran tamarfio con granularidad en su interior y

cambio en ia morfologia celular.

TECTe O 45

)E ORIGEN

CXarerr Nieto ~soves
FaiLA DE




Resultados

figura 4.15 Transfeccion de células HEK293 con el plasmido pCMV/myc/nuc/GFP.
Imagenes en campo claro (izgq) y campo oscuro (der).

Figura 4.16. Transfeccion de células HEK293 con el plasmido pShuttle-GFP.
Imagenes en campe claro (izq) y campao oscuro (der).

Figura 4.17. Infeccion de células HEK293 con el Adr-GFP. Imagenes en
campo claro (izq) y campo oscuro (der).
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Conciusiones

CONCLUSION

Por. medio del siste’rhé PAdeno-X y con técnicas de Biologla Moalecular, se

construyd - un snsterna Adenov:ral recombinante (Adr-GFP) que es capaz de

expresar at gen GFP en dnstnntos cultivos celulares.

Utlilizando"e/erdr-G'FP éé puede determinar de manera rapida y facil la eficiencia
de infeccion en diyeréas lineas celulares, ademds de que puede ser cuantiﬁcada .y ;
permite optiniizér lés condiciones de infeccidn utilizadndolo como un virus control;
Con la transfeccién de pAd-GFP a celulas HEK-293 se observd la expl‘—asigén,‘de’ ;
GFP, a partir del cuarto dia postransfeccion, aunque la expresién de GFP no fue

muy intensa ni prolongada se puede considerar al Adr que construimos como un

marcador .
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Perspectivas

PERSPECTIVAS

,-

Este sistema permmré vnsuahzar y ‘cuantifi car la efi cnencua de mfeccuén en una gran

variedad de celulas prlmarlas¢ lulas transformadas observar el tlempo de

expresién de la proteuna‘después de la]nfeccuén si la progenle celular expresa ia

proteina y por cuanto tlempo, sihay una alteracnén efnbla expresqén de la prqteina.
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