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1. Resumen

Introduccion: Actualmente el virus de la influenza A H1N1 tiene un impacto
significativo en la salud, llegando a provocar de 250 a 500 mil muertes al afio a
nivel mundial. Ademas, a lo largo de la historia se han presentado 4 pandemias
ocasionadas por el virus de la influenza tipo A, que causaron millones de muertes
en todo el mundo. Lo anterior se debe a los dos mecanismos de variacion
antigénica que presenta el virus de influenza, antigenic shift y antigenic drift, los
cuales conducen a la aparicion de nuevas cepas que evaden los mecanismos de
defensa. De esta manera aunque la vacuna es el mejor método para el control de
la influenza, las constantes mutaciones del virus generan la necesidad de producir
nuevas vacunas cada temporada. Otro inconveniente es el proceso de produccion,
el cual es laborioso ya que requiere de huevos embrionados; y lento, ya que en
respuesta a la aparicion de una nueva cepa se requiere de varios meses para que
esté disponible. Por ello existe la necesidad de buscar otras alternativas tanto en
materia de vacunas como de produccion. Una opcion para el desarrollo de
vacunas es la inmunidad celular inducida por epitopos virales altamente
conservados que se encuentran en varias proteinas del virus influenza, como es el
caso de la Nucleoproteina. Por ello, en el presente trabajo se utilizo el proceso de
clonacion para obtener la materia prima que pudiera ser utilizada en la produccion

de nuevas vacunas que ofrezcan una respuesta inmune mas robusta.

Objetivo: Clonar el producto generado por RT-PCR del gen NP del virus de la
influenza A H1N1pdm 09 utilizando el sistema Bac-to-Bac HBM TOPO.

Materiales y métodos: Se amplifico la secuencia completa del gen NP del virus de
la influenza A H1IN1pdmO09 por RT-PCR utilizando primers especificos, el producto
generado se resolvio y purifico en gel de agarosa, posteriormente se ligd en el
vector pFastBac™/HBM-TOPO®, vy se transformaron células de mantenimiento
One Shot Match-1 T1, el analisis de las clonas positivas se realizd6 por PCR,

analisis de restriccion y secuenciacion. Finalmente se llevd a cabo una sub-



clonacion en células de expresion E. coli DH10, las cuales permitieron obtener
DNA bacmidico mediante transposicion con el vector pFastBac/HBMTopo/NPr, el
analisis de las clonas positivas se llevé a cabo por PCR y secuenciacion.

Resultados: Los analisis realizados al plasmido recombinante pFastBac/HBM-
Topo/NPr indican la presencia del gen completo de la Nucleoproteina y en sentido
correcto, por lo que se pudo utilizar para llevar a cabo una subclonacién para

generar DNA bacmidico.

Conclusiones: El sistema de expresion Bac-to-Bac HBM TOPO generd clonas que
contienen el gen completo de la Nucleoproteina, aptas para producir la materia
prima en nuevas iniciativas para proteger contra la infeccién por el virus de
influenza A H1N1.



2. Introduccion

Actualmente el virus de la influenza A H1N1 tiene un impacto significativo en la
salud. Provoca epidemias estacionales recurrentes por enfermedades respiratorias
agudas, las cuales afectan de 3 a 5 millones de personas aproximadamente y

causa alrededor de 250 a 500 mil muertes en todo el mundo’.

Ademas de las epidemias estacionales, se han presentado 4 pandemias
provocadas por los subtipos A H1N1, H2N2 y H3N2 que causaron millones de
muertes en todo el mundo?. La mas reciente se presentd en el afio 2009 por el
virus de influenza A H1N1, teniendo gran impacto a nivel global, a solo dos meses
de su identificacion 76 paises presentaban casos de influenza pandémica® y para

finales del 2009 la OMS reportd casi 13 mil muertes en todo el planeta®.

La capacidad del virus de la influenza para provocar epidemias estacionales vy
pandemias se debe a sus dos mecanismos de variacion antigénica. Estos
mecanismos provocan cambios en su genoma, que van desde los que se
producen por re-arreglos gracias a su naturaleza segmentada (antigenic shift)
hasta los y las ocasionados al azar por errores de la RNA polimerasa (antigenic
drift). De las 10 proteinas que conforman al virus, dos de ellas, la hemaglutinina y
la neuraminidasa, son las mas susceptibles a estos cambios. El gen de la HA
presenta mutaciones genéticas frecuentes que conducen a la aparicion de nuevas
cepas virulentas®. Por esta razén, la vacuna contra la gripe estacional tiene que
ser reformulada cada afio con base a la prediccion realizada con las estadisticas

de circulacion de la estacién anterior®.

La vacunacion es el mejor método para el control de la influenza, pero los cambios
antigénicos que presenta el virus debilitan esta estrategia6 ya que genera la
necesidad de producir nuevas vacunas cada temporada con la incertidumbre en la
eleccion de las cepas correctas. Ademas, las vacunas presentan otros

inconvenientes como el proceso de produccion lento ya que requiere huevos



embrionados, asi como la incapacidad para prevenir una pandemia de gripe o la

aparicién de una nueva cepa®.

Por ello aun existe la necesidad de buscar otras alternativas que contrarresten de
manera mas eficiente los efectos ocasionados por el virus de la influenza. Una
opcién es una vacuna universal capaz de conferir amplia proteccion cruzada
contra multiples subtipos del virus de influenza. Una de las muchas direcciones
que se estan tomando para el desarrollo de vacunas universal es la inmunidad
celular inducida por epitopos virales altamente conservados que se encuentran en

varias proteinas del virus influenza, incluyendo la nucleoproteina viral (NP)°.

Por lo anterior, en el presente trabajo se busca obtener la materia prima que
pudiera ser utilizada en la produccién de nuevas vacunas que ofrezcan una
respuesta inmune mas robusta, mediante la clonacion del gen NP, una proteina
que presenta poca variabilidad ante los cambios antigénicos. Para llevar a cabo la
clonacion del gen NP se utilizé el estuche Bac-to-Bac TOPO Cloning. Una vez
determinado el éxito de la clonacién se procedié a realizar una subclonacion en
células de E. coli DH10 para producir DNA bacmidico, el cual es capaz de infectar
células de insecto permitiendo asi la obtencion de la proteina codificada por el gen

clonado.



3. Marco teodrico
3.1 Antecedentes

La influenza es una enfermedad viral aguda que afecta las vias respiratorias y se
presenta en humanos, aves y otros mamiferos causando epidemias anuales.
Segun datos de la OMS anualmente se presentan unos 3 a 5 millones de casos de

enfermedad grave, que originan unas 250 000 a 500 000 muertes’.

El virus de la influenza presenta modificaciones en su composicion genética y se
estima que aproximadamente cada 35 a 40 afos estos cambios le confieren la
capacidad de ocasionar pandemias de gran magnituds. Histéricamente, desde

1900 han existido 4 pandemias ocasionadas por el virus de la influenza tipo A.

En 1918 el virus A H1N1, conocido como “la gripe espafola” causo6 la muerte de
20 a 40 millones de personas e infecté al menos 20% de la poblacién global,
extendiéndose lentamente por via maritima. En Singapur en 1957 un virus de
influenza aviar H2N2, causé de 1 a 3 millones de defunciones. En Hong Kong en
1968 surgiod la cepa H3N2, se estima que tomo casi un afo para que se propagara
desde Hong Kong hasta los ultimos paises infectados en América del Sur
ocasionando 4 millones de muertes después de su completa diseminacion®. Y por
ultimo, la pandemia de este siglo que se extendid rapidamente por el transporte
internacional aéreo de pasajeros, infectdé a 74 paises de todos los continentes®
ocasiono casi 13 mil muertes en el mundo de las cuales el 50% fueron en el
continente americano. En México se reportaron 70 mil casos confirmados y

aproximadamente mil muertes®.

En los ultimos afios el virus de la influenza se ha mantenido bajo control en la
mayoria de los paises, sin embargo, existen algunos en los que aun se encuentra
latente’ (Fig.1). A inicios del 2014 el virus predominante en México fue el de

influenza A H1N1 pdm09'%, de acuerdo con el Gltimo reporte de la Organizacion



Numero de casos

Panamericana de la Salud, a pesar de que la actividad de este virus ha ido
disminuyendo considerablemente, no ocurre asi con su mortalidad ya que de 729
fallecidos asociados con influenza el 90.4% se debi6 al virus A HIN1 pdm09™3.
Para finales de junio del 2014 el virus influenza tipo B es el que ha predominado

en México seguido del virus influenza A H3N2™3.

Virus respiratorios
B influenza A(H3NZ)
Flu A[H1N1 jpdm09
Flu A Not Subtyped
B Fiu A Not subtypeable
B influenza B

Adenovirus

Afio Afio
2013 2014

1000

M Parainfluenza
B RSV (n cases)
I Bocavirus

B Coronavirus

500

B Metapneumovirus

= B Rhinovirus
U i
0 I!IlI!!!!.!im_g«._5__,___,5-m,—-gm.,-;.s._E g Bl = | B Other viruses
NT OODONTOOONTOOONSOOO C B :: Positive resp viruses
b=

% positivo para virus respiratorios

Figura 1. Distribucion de virus respiratorios por semana epidemioldgica 2013-2014.
(Tomado de Actualizacion Regional SE 21, 2014. Organizacion Panamericana de la Salud
http://www.who.int/influenza/surveillance_monitoring/updates/2013_08_02_update_GIP_s

urveillance/en/index.html).

3.2 El virus de la influenza A H1N1

El agente causal de la influenza es un virus RNA envuelto, perteneciente a la
familia Orthomyxoviridae. Son virus pleomorficos, ya que se pueden encontrar
como particulas esféricas de 80 a 120 nm o filamentosas de mayor tamafo. Su
envoltura esta formada por la membrana de la célula huesped'. En su interior se
encuentra una nucleocapside, formada por la proteina M1, que contiene el
genoma viral. Estos virus estan constituidos por ocho segmentos de RNA de

cadena sencilla de polaridad negativa, cada uno de ellos codifica para un


http://www.who.int/influenza/surveillance_monitoring/updates/2013_08_02_update_GIP_surveillance/en/index.html
http://www.who.int/influenza/surveillance_monitoring/updates/2013_08_02_update_GIP_surveillance/en/index.html

polipéptido, con excepcion de los segmentos denominados M y NS que codifican
para 2 polipéptidos, dando un total de 10 proteinas virales (Cuadro 1), siete de las
cuales son proteinas internas: la nucleoproteina (NP), tres polimerasas (PA, PB1y
PB2), dos proteinas de matriz (M1) y dos proteinas no estructural (NS1 y NS2); asi
como 3 glicoproteinas externas: M2, la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa
(NA)'™ (Fig. 2). Estas ultimas 2 se utilizan para clasificar en subtipos al virus de la
influenza tipo A y son sus principales determinantes antigénicos. En la naturaleza
existen 18 subtipos diferentes de HA (H1 a H18) y 11 de NA (N1 a N11)'®.

Figura 2. Estructura del virus de la influenza A H1N1 con sus ocho genes segmentados y
dos glicoproteinas de superficie, la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA) (Tomada

de http://www.thedoctorwillseeyounow.com/content/infections/art2103.html).


http://www.thedoctorwillseeyounow.com/content/infections/art2103.html

Cuadro 1. Proteinas del virus influenza.

Segmento  Proteina Funcion
o e Componentes de la RNA polimerasa, participa en la transcripcion
(elongacion)
Componentes de la RNA polimerasa, participa en la transcripciéon (union a
PB2 PB2
cap)
5 . Componentes de la RNA polimerasa, participa en la transcripcién (actividad
proteasa)
Se enlaza a glicoproteinas y glicolipidos de la membrana celular que
HA HA contienen residuos de acido sialico, usados como receptores para la
infeccion viral
- NS Se asocia al RNA gendémico; parte del complejo transcriptasa; transporte
nuclear/citoplasmatico del RNA viral.
NA NA Degrada el acido sialico de las glicoproteinas y glicolipidos usados como
receptores para la infeccion viral.
M1 Participa en la integracién de la nucleocapside.
M M2 Proteina integral de la membrana, participa en la acidificacion del
endosoma y la liberacién de las ribonucleoproteinas.

. Proteina no estructural; efecto en el transporte de RNA celular y en la
. traduccion.

NS2 Proteina no estructural; funciéon desconocida.

Los virus influenza se clasifican en tres tipos: A, B y C. La diferencia principal entre
los géneros radica en las variaciones antigénicas en la proteina de la matriz y de
la nucleoproteina que se utilizan para la caracterizacion del virus y que son
especificas para cada género”. Los virus influenza tipo B y C infectan
exclusivamente a humanos. Existe sélo un subtipo de virus influenza tipo B por lo
que tienen un bajo potencial de causar pandemias, aunque si provocan
enfermedades respiratorias serias. Los virus de influenza tipo C causan
enfermedades respiratorias moderadas y han sido poco estudiados'’®. El virus
influenza tipo A puede infectar a humanos y animales, como ballenas, cerdos,
caballos y aves (Cuadro 2). Los virus de las diferentes especies pueden




combinarse entre ellos, dando como resultado una variedad antigénica diferente,

con la consecuente aparicién de un brote pandémico™.

Cuadro 2. Subtipos del virus influenza tipo A y su relacion con los seres humanos, los
mamiferos y las aves.

H3N2 H1NA1 H7N7 H5N1
H2N2* H3N2** H3N8 HON2
H1N1 H7N7
H1N2
H7N7
H5N1

*1957-1958

**En 1998 los H3N2 humanos fueron introducidos en los cerdos

3.3 Cambios antigénicos del virus de la influenza

Existen dos mecanismos por los cuales el virus de la influenza genera variabilidad
antigénica, estos mecanismos se conocen como deriva antigénica y cambio
antigénico (antigenic drift y antigenic shift). El primero hace referencia a
mutaciones introducidas en el genoma viral por los errores frecuentes de copiado
de la RNA polimerasa viral, los cuales al cabo de un ano son suficientes para que
el virus escape al sistema inmune'® (Fig. 3). Este tipo de mutacién es la

responsable de las cepas estacionales y ocurre todo el tiempo.

Por otro lado el cambio antigénico involucra rearreglos de los segmentos de RNA
entre diferentes cepas, en células infectadas por multiples virus resultando en la
generacion de variantes de virus conocidos como virus rearreglantes. Estos
rearreglos son favorecidos por la estructura segmentada del genoma viral. Este
tipo de cambio es menos frecuente y puede ocurrir entre virus de influenza
provenientes de diferentes especies animales (incluyendo virus humanos, aviares

y porcinos)'® (Fig. 4).



“ La vacuna anual contra la gripe contiene tres cepas del virus de
influenza —dos cepas A v una cepa B- que pueden variar afic con sfio

.EDEPLE de la vacunacion, el cuerpo produce anticuerpos gue

g &n la vacuna

ﬂSi usted esta expuesto a slguna de las 2 cepas del virus durante
ez3 temporada de gripe, los anticuerpos s2 sdheritan 3 los
antigenos HA del virus, impidisndo que el vines de la influenza ==
adhizrs 3 las celulas sanas y las infecte

ﬂLnrs genes del virus de |z influenza, compuestos de ARN, son
mas propensos 3 las mutacionss que los genes compuestos de

N/ ADN

-

ﬂE‘ri &l gen de HA camkbia, entonces el
__;_1; antigenc que codifica tambien puede
i cambiar, provocando un cambic en la
b, X forma

Link Studio for NIAID

Gen de HA

Anfigeno de HA

{D5i 2 antigenc de HA cambis de forma,
los anticusrpos que normalments s wnen 5 &l ya no ko
podran haoer mas, permitiends gue |3 nueva cepa mistants
del virus pueda infectar a las clulas dal cusrpo

Exte tips de mutscién gendtics == llamads “DERIVA ANTIGENICA™ ||
Figura 3. Deriva antigénica (Tomada del NIAID
http://www.niaid.nih.gov/topics/Flu/Research/basic/Pages/AntigenicDriftlllustration.aspx).
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http://www.niaid.nih.gov/topics/Flu/Research/basic/Pages/AntigenicDriftIllustration.aspx

: A
El virus pasa desde el ave

a un hospedero ./Elvimspasaddmmmal

mismo hospedero intermediario

Agqui las cepas del virus humano
y aviar infectan las células del
mismo hospedero intermediario,
los genes de cada cepa se

» mezclan para formar una nueva
" cepa del virus

La cepa del virus nuevo se
transmite del hospedero
intermediario a los humanos

¥ puede seguir evolucionando y
l transmitirse de persona a persona

Figura 4. Cambio antigénico (Tomado de http://www.evolution-
textbook.org/content/free/figures/12_EVOW _Art/25 EVOW_CH12.jpg).
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3.4 Nucleoproteina

La region 5 del genoma del virus RNA de la influenza codifica para una
nucleoproteina constituida de 498 aminoacidos de longitud, rica en arginina,
glicina y residuos de serina. La NP se compone de un dominio de cabeza (color
azul), un dominio de cuerpo (color verde), y un bucle de cola flexible (color

amarillo)' (Fig. 5).

Figura 5. Estructura de la proteina NP. (Tomado de Large-scale analysis of Influenza A

virus nucleoprotein sequence conservation reveals potential drug-target sites').

La funcidn principal de la NP es formar la capside y contener el genoma del virus
para los propositos de transcripcion, replicacion y empaquetamiento del RNAZ.
Dichos procesos los lleva a cabo mediante los complejos que forma llamados
Ribonucleoproteina (RNP), que consisten en RNA, NP y RNA polimerasa. La
caracteristica mas importante de estos complejos es la flexibilidad que presenta,
ya que los brazos que se utilizan para oligomerizar las nucleoproteinas en los
RNAs del genoma son muy flexibles, permitiendo que los complejos RNPs puedan

asumir geometrias practicamente ilimitadas, esto no solo le permite al virus llevar
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a cabo la replicacion, sino que también la posibilidad de seleccionar una copia de

cada segmento para el empaquetado en particulas virales?'.

La nucleoproteina es una proteina multifuncional, no solo encapsida el RNA viral
para protegerlo de la degradaciéon y forma homo-oligomeros para mantener la
estructura del complejo RNP, también se piensa que es la pieza clave para la
interaccion entre virus y célula huésped®?. Ademas evita la formacion de dsRNA

entre los RNA virales de polaridad opuesta?’.

NP es la proteina mas abundante expresada durante el curso de la infeccion’,
ademas esta proteina es altamente conservada entre todas las cepas del virus de
influenza y se ha explorado como un antigeno para el desarrollo de una vacuna
universal®.

En un estudio de 4430 secuencias de nucleoproteina se reveld una alta
conservacion de las secuencias y se establecio que el sitio de unién del bucle de
la cola o la regién cerca de la union de RNA es un blanco factible para dirigir a los
antivirales, ya que los sitios de unién se conservan entre los diferentes subtipos y
hospederos. Ademas, antivirales dirigidos a estos sitios es probable que sean
universalmente eficaces contra los virus de influenza aviar, porcina o de origen

humano.

3.5 Vacuna profilactica para el virus de influenza

Hoy por hoy existen diversas estrategias para contrarrestar la infeccion del virus
de la influenza, la mas efectiva es la vacunacion profilactica. La mayoria de las
vacunas que existen son trivalentes, es decir, preparadas con los virus completos
de dos subtipos del virus de la influenza A (H1N1 y H3N2) y uno de influenza tipo
B?*. Los virus de la influenza contenidos en la vacuna son seleccionados cada

afio, segun un pronostico basado en la vigilancia que determina que virus son los
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que mas probablemente causen la enfermedad ese afio. Dicho método para la
eleccion de las cepas compromete la efectividad de la vacuna ya que hay afios en
que ciertos virus de la influenza pueden no circular hasta bien entrada la
temporada, pueden cambiar a fines de ésta o bien de una temporada a la otra, lo
que dificulta la prediccion de cuales cepas predominaran en la temporada
siguiente, o bien provocan que la cepa no sea identificada a tiempo para ser

incluida en la vacuna de la proxima temporada®.

Las vacunas presentan principalmente dos desventajas. La primera es que
inducen principalmente anticuerpos contra las proteinas externas HA y NA de las
cepas con las que fueron preparadas, la proteccion no se extiende para cepas
heter6logas con HA antigénicamente distintas. Ademas, el virus evoluciona
acumulando mutaciones en las proteinas HA y NA creando una nueva cepa
epidémica que difiere tipicamente por un pequefio numero de aminoacidos en la
proteina HA?® por lo que hace indispensable el desarrollo de una vacuna anual®’.
Asi mismo, dichas vacunas son ineficaces ante la aparicion de virus pandémicos,
los cuales aparecen por cambios dramaticos en el subtipo de HA con o sin cambio
de la NA%, por lo que ante dicha situacién es indispensable la elaboracién de una

nueva vacuna que contenga el virus pandémico.

La segunda gran desventaja es el tiempo de produccion. Para que las vacunas
estén disponibles en la temporada invernal, la OMS organiza una reunion desde el
mes de febrero en el cual se escogen las cepas que formaran dicha vacuna. La
tecnologia actual para su produccion se basa en cultivos en embrién de pollo,
haciendo demasiado lenta su fabricacion. El tiempo desde la identificacion de una
nueva cepa del virus hasta comenzar con la produccién de la vacuna oscila de 2 a
3 meses, y los primeros lotes de produccién estan disponibles entre 4 y 5 meses
después de la inoculacion de los huevos embrionados?®®. Por lo que ante la
aparicion de una pandemia es un método muy ineficaz para contrarrestarla, ya que

tendran que pasar al menos 8 meses para que la nueva vacuna esté disponible.
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Por lo anterior es indispensable buscar sistemas alternativos de multiplicacion viral
como un cultivo celular. En este campo existen diferentes métodos de produccion
de virus, particulas o proteinas'®. Sin embargo, en este camino queda mucho por
investigar y el punto en comun de todas estas estrategias es la necesidad de

materia prima para la realizacion de nuevos ensayos.

3.6 Clonacion

La clonacion se refiere al proceso de producir muchas copias idénticas de una
region del DNA, teniendo la opcion de clonar toda la regién o un fragmento en

concreto (a menudo un gen en particular)®®.

La técnica de clonacién depende en gran medida de la capacidad para fragmentar
la molécula de DNA?® y unir estos fragmentos en nuevas combinaciones. Para lo
anterior son necesarias dos enzimas que lleven a cabo dichas funciones, las
nucleasas de restriccion que pueden escindir a la molécula de DNA en fragmentos
mas cortos y la DNA ligasa que pueden unir dos fragmentos de DNA sin importar
la fuente de la que provengan dado que el DNA tiene la misma estructura quimica
en todos los organismos. Si esta nueva molécula de DNA recombinante se
introduce en el genoma de una célula huésped, cada vez que ésta replique su

material genético replicara también el DNA introducido?®.

3.7 Clonacion de DNA en vectores plasmidos
Los plasmidos existen naturalmente en muchas especies de bacterias vy

eucariontes unicelulares y son moléculas de DNA circulares relativamente

pequefas que pueden replicarse dentro de una bacteria®®.
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Los plasmidos se pueden usar como vectores, es decir, como vehiculos
moleculares en donde se introduce el DNA a clonar y se reproduce dentro de un
organismo hospedero, a los cuales se les conoce como vector de clonacion (Fig.
6). Sin embargo, existe otro tipo de vectores, los de expresion, los cuales permiten
que un inserto de DNA adyacente que codifica una proteina se transcriba de

manera eficiente en las células?® (Fig. 7).

Vector plesmidico de clonecion Gen normal insertadao

() —T T G T3 e

SEPARACION

DE LA CADENA =y O
Oligonucladtide cebadar
sintilico que contieng
I secudncia mutada deseada
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EI.:I:_

SE COMPLETA LA CADEMA
FOR LA DNA POLIMERASA
¥ LA DMNA LIGASS,

el T
GrC —

INTRODUCCION EN LAS CELULAS
AEPLICACION'Y SEGAEGACION
HACIA LAS CELULAS HIAS
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Figura 6. Vector de clonacion de DNA de doble cadena (Tomado

de Introduccién a la biologia celular®).
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Figura 7. Vector de expresion de DNA de doble cadena

(Tomado de Introduccién a la biologia celular®).

Los plasmidos en general presentan los siguientes elementos:

e Un origen de replicacion que le permite replicarse en una célula bacteriana de

forma independiente del cromosoma bacteriano.

e Un sitio de corte para enzima de restriccion especifica que permite abrir el

plasmido e insertar el fragmento de DNA extrafio.

e Gen para propiedades seleccionables como la resistencia a antibiéticos, que

permite identificar las bacterias que ingresan el DNA recombinante.
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Una de las ventajas que tiene el usar vectores plasmidos para llevar a cabo la
clonacion es que facilita la manipulacion, copiado y purificacion de DNA
recombinante ya que se mantiene como una molécula independiente, separada

del cromosoma bacteriano.

3.8 Vector TOPO

El siguiente mapa muestra los elementos del vector pFastBac™/HBM-TOPO®

pFastBac"/
HBM-TOPO

Figura 8. Mapa del vector de expresion pFastBac HBM-TOPO (Tomado de Bac-to-Bac®
TOPO® Cloning Kit).

Cada uno de estos elementos cuenta con una funcion especifica e importante que

se describe a continuacion:

e EI promotor fuerte de Polihedrina (Py) para generar niveles altos de

expresion de la proteina en células de insecto.
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o Senfal N-terminal HBM de secrecion, que es una secuencia que codifica
para la secrecion del producto del gen clonado en el medio extracelular.

e Bandera de histidinas terminal para facilitar la purificacion del gen
expresado mediante columnas de Ni+ - Sefarosa.

e Una proteasa de escision TEV que facilita la eliminacion de la etiqueta de
histidinas una vez purificada la proteina.

e SV40 le proporciona una sefal para la terminacion eficiente de la
transcripcion.

e Tn7 le provee la capacidad al gen de llevar a cabo una transposicion en
sitios especificos.

e Ampicilina y gentamicina son genes de resistencia para la seleccién de
transformantes que contienen el DNA recombinante.

e pUC para el mantenimiento del plasmido en Escherichia coli.

Este tipo de vectores utiliza la enzima topoisomerasa | del virus Vaccinia para
llevar a cabo la ligacion del fragmento de DNA al vector, por lo que no existe la
necesidad de generar extremos cohesivos. La enzima actua en sitios especificos
de la doble cadena de DNA, unicamente donde se localiza la secuencia 5’-
CCCTT, dicha secuencia esta contenida en el sitio de union del vector (Fig. 8).
Este es el punto en donde la topoisomerasa va a escindir la doble cadena de DNA
formando una cadena sencilla. El nucleétido de Timina, de la cadena escindida, se
une a través de un enlace covalente 3'-fosfodiéster a Tyr-274 de la enzima®. La
ligacién en el vector se da cuando el 5’-OH del fragmento de DNA ataca el enlace

3*-fosfotirosil y expulsa la topoisomerasa como grupo saliente® (Fig. 9).

De esta manera todos los elementos anteriores le confieren al vector ventajas
sobre otros plasmidos. Ademas los vectores TOPO proporcionan los medios para
llevar a cabo una ligacion directa de fragmentos de DNA con extremos romos en
una reaccion de un solo paso, es altamente eficiente y con duracién de 5

minutos®® con un maximo de 95% de recuperacion de la clona deseada, en
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comparacién con otros vectores cuyo tiempo de ligacion es de 1 hora en adelante

y con una eficiencia menor.

Topoisomerase

& o

.--""..'
CCCTT AAGGG
GGGAA PCR Product TTCCC

HO |

Topoisomerase

Figura 9. Accién de la topoisomerasa en la ligacion del vector pFastBac HBM-TOPO
(Tomado de Bac-to-Bac HBM TOPO Secreted Expression System®).

3.9 Sistema Bac-to-Bac

Un componente muy importante del sistema Bac-to-Bac son las células de E.coli
DH10 Bac™ a partir de las cuales se obtiene DNA bacmidico. Estas células
contienen un vector transportador de baculovirus (bacmid) con un sitio blanco

mini- attTn7 y un plasmido auxiliar (Helper) (Fig. 10).

El vector transportador de baculovirus o “bacmid” presente en las células

DH10Bac contiene:

e Un replicon Mini-F que le permite replicarse de manera independiente al

31,32

genoma de E.coli y la expresion estable de plasmidos en bajo numero de

copias®2.
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e Un marcador de resistencia a la kanamicina.
e Segmento de DNA que codifica para el péptido LacZa en el que ha sido
insertado el sitio de unidén mini-attTn7 para el transposén bacteriano Tn7.

A;q Am |:|R \

Do
ner Tet"

Figura 10. Célula competente de E.coli DH10Bac™ (Tomado de Bac-to-Bac® HBM
TOPO® Secreted Expression System).

3.10 Retrotranscripcion

Como se sabe, el virus influenza es un RNA virus. El RNA no puede ser
amplificado mediante PCR debido a que las taq polimerasas son incapaces de
copiar una molécula de RNA*®. Ademas, su manejo es mas complejo debido a la
rapida degradacion por las RNAsas ambientales. Por ello es indispensable llevar a
cabo un retrotranscripcién, en la cual el RNA es convertido en cDNA, o DNA
complementario, el cual puede ahora ser usado como templado para la

amplificacion por PCR.
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El proceso de retrotranscripcion se inicia mediante la adicidon de oligoDT, que es
DNA sintético y actua como primer hibridando en la cola poli (A) del RNA, este
oligoDT es forsforilado en la terminacion &' para facilitar la sintesis de cDNA
llevada a cabo por una enzima retrotranscriptasa, o transcriptasa inversa. La
enzima va utilizando los dNTP's que se adicionaron a la mezcla de reaccion, para

ir formando la cadena sencilla de DNA o cDNA (Figura 11).

Enzima
Retrotranscriptaza

¢ oligo OT
3 | s
NV TTTTTTTT

AAAAAAAAAAAAAAA

dNTP'=

mRNA

t

cola poli A del RNA

Figura 11. Retrotranscripcion (Tomado de

http://www.thermoscientificbio.com/applications/basic-rt-qpcr/)

En el presente trabajo se utilizé la enzima retrotranscriptasa SuperScript Il, esta
enzima ofrece diversas ventajas, una de ellas es el inhibidor que viene incluido en
el estuche llamado RNAsa out, el cual evita la degradacion del RNA por las
RNAsas, de esta manera se puede tener la certeza de que el RNA viral se
mantiene estable durante todo el proceso. Ademas al ser disefiada con una mayor
estabilidad térmica, puede sintetizar cONA en un rango de temperatura de 45-60
°C, permitiendo llevar a cabo una retrotranscripcion con mayor especificidad y, de
acuerdo al fabricante, con mayores rendimientos de cDNA para ser utilizados en la
PCR.
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3.11 Transposicion y transposones

La transposicion entre el plasmido donador y el DNA bacmidico, con ayuda de un
plasmido auxiliar, es el mecanismo que permite obtener DNA bacmidico
recombinante, capaz de infectar células de insecto para obtener la proteina de
interés. La transposicion es el movimiento de un elemento transponible de un sitio
a otro, los elementos transponibles, o transposones, son secuencias de DNA

moviles que se hallan en los genomas de todos los organismos34.

Algunos transposones tienen estructuras simples y soélo cuentan con las
secuencias necesarias para su propia transposicion®®, mientras que otros poseen
estructuras mas complejas. Sin embargo, existen ciertas caracteristicas que tienen
en comun, como las repeticiones directas flanqueantes que se hayan a ambos
lados de la mayoria de los elementos transponibles®, como es el caso de Tn7,
que es un transposdn bacteriano de 14 kb descubierto originalmente en
Escherichia coli®®, se distingue por su capacidad para reconocer un sitio especifico

llamado attTn7>".

Existen transposones autbnomos que acarrean genes que codifican su propia
transposasa, enzima necesaria para que se produzca el salto o transposicién35, y
llevan un par de repeticiones terminales invertidas que los provee de todo lo
necesario para promover su propia transposiciéon. Sin embargo, existen otros
transposones conocidos como no autonomos, estos elementos llevan sélo las
repeticiones invertidas terminales, es decir, las secuencias que actuan en cis
necesarias para la transposiciéon y unicamente podran ser transponibles con ayuda
de un plasmido conocido como “helper”, el cual codifica una transposasa que
reconoce las repeticiones invertidas terminales. Sin este plasmido, los elementos

no auténomos permanecen congelados, sin poder moverse®,

La transposasa reconoce las secuencias flanqueantes en cada extremo del

transposon atrayéndolos para formar un complejo estable de DNA-proteina,
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llamado transpososoma (Fig. 12). De esta forma la enzima genera cortes en los
extremos del transposon en ambas hebras, de tal manera que la secuencia del
transposon termina con grupos 3’OH libres en cada extremo, los cuales se unen
covalentemente a los enlaces fosfodiéster de la cadena de DNA en el sitio de la

nueva insercion (sitio diana)®® (Fig. 13).

Transposon

Transposasa

ADN donador

ADN de destino

Figura 12. Transpososoma (Tomado de
http://www.fbioyf.unr.edu.ar/evirtual/pluginfile.php/106112/mod_resource/content/1/Clase-
Tn-2013.pdf).

El vector pFastBac HBM-TOPO actua como un plasmido donante que acarrea el
gen de interés, el cual se encuentra flanqueado en extremo derecho e izquierdo
por el transposdn Tn7°?, el DNA bacmidico contiene el sitio diana para este
transposén (attTn7). Este sistema usa una transposicion sitio especifico para
insertar genes extrafios en el DNA bacmidico, propagandolo en E. coli***°. Las
funciones de transposicion son provistas en frans por un plasmido auxiliar, dicho
plasmido también confiere la enzima transposasa, la cual reconoce las secuencias
flanqueadas40 y permite que se lleve a cabo la transposicién de Tn7 junto con el

gen que porta, obteniendo como resultado DNA Bacmidico recombinante.
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Figura 13. Mecanismo de corte de la transposasa (Tomado de Molecular biology*?).
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3.12 a-complementacién y operén de la lactosa

La alfa complementacién es el mecanismo que permite la distincion entre las
clonas positivas, aquellas que han insertado el fragmento de DNA de interés, de
las clonas negativas. Esta distincion es posible por la coloracion que presentan las
colonias, que van de un tono blanco al azul. La alfa complementacion se refiere a
la capacidad de la enzima [-galactosidasa para ser expresada como dos

fragmentos proteicos, que se reunen para formar una proteina funcional*'

. El gen
LacZ codifica para una enzima denominada [(-galactosidasa, la cual es un
tetramero y cada mondémero que lo conforma esta constituido por lacZ-a y lacZ-
omega, si se elimina el fragmento a, el fragmento omega no es funcional y por lo
tanto la enzima no es activa. Su funcién es hidrolizar la lactosa en galactosa y
glucosa, sin embargo existen sustancias sintéticas que pueden reemplazar la
lactosa y al mismo tiempo poner en evidencia la complementacion de la enzima,
X-gal es un sustrato cromogénico que puede ser hidrolizado por la 3-galactosidasa
formando galactosa, un compuesto incoloro, y 5-bromo-4-cloro-3-hidroxyindol, que
al ser oxidado forma 5,5’-dibromo-4,4’ dicloro-indigo, un compuesto insoluble azul

intenso™2.

La tecnologia recombinante ocupa una delecién del gen LacZ, generalmente el
fragmento del gen que codifica para la porcion a de la enzima es insertado dentro
de un vector, mientras que en el cromosoma de la bacteria se encuentra la porcion
omega. Si se lleva a cabo la complementacion, las subunidades se combinan para
formar una enzima funcional, capaz de degradar el X-gal formando colonias
azules. Sin embargo, si un fragmento de DNA es insertado dentro del vector,
interrumpiendo el gen que codifica para el fragmento a, las subunidades no se
complementaran y la -galactosidasa no se producira, por lo que no habra enzima

capaz de degradar el X-gal obteniendo asi colonias blancas®*'.

Para que todo lo anterior se lleve a cabo es necesario un inductor que promueva

la transcripcion de la B-galactosidasa dentro del operon de la lactosa. Dicho
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operon es un conjunto de genes que codifican proteinas requeridas para importar
y digerir la lactosa, en ausencia de glucosa®®. Se encuentra constituido de un
promotor, un operador y tres genes estructurales. Los genes estructurales son
LacZ que codifica para la enzima [-galactatosidasa, el gen LacY que codifica la
enzima permeasa responsable del transporte de la lactosa a la célula y el gen
LacA que se transcribe en la enzima transacetilasa, la cual metaboliza ciertos
disacaridos diferentes a la lactosa®®. El promotor es la region del DNA donde la
RNA polimerasa inicia la transcripcion y el operador es el responsable de emitir
una sefial de avance o detencion para la transcripcién de los genes estructurales.
Cerca del operdn de la lactosa se ubica un gen represor, el Lacl, que codifica una
proteina represora capaz de unirse al operador impidiendo que la RNA polimerasa
transcriba los genes estructurales** (Fig. 14). Sin embargo, cuando la lactosa se
hace presente es transportada al interior de la célula convirtiéndose asi en el
inductor, se une a la proteina reguladora y altera su conformacion, de esta manera
evita su union al operador y promueve que la RNA polimerasa trascriba los genes
estructurales en mRNA traduciéndolos posteriormente en las enzimas

correspondientes*® (Fig. 15).

r ARN polimeraza no puede unirse al promotor

Gen r=-|:nresa::-r F“rnrr-'.:-t-'.:ur ::upnra.:-,.:.r I3=-r=r5 estructurales

\“\ W“l IR, “ NNt 'E “
- S .! -
ADN Proteina represors

e activa

Proteina represors —

Figura 14. Represion del operdn de la lactosa. (Tomado de

http://classes.midlandstech.edu/carterp/Courses/bio101/chap15/chap15.htm).
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Figura 15. Activacién del operdn de la lactosa. (Tomado de

http://classes.midlandstech.edu/carterp/Courses/bio101/chap15/chap15.htm).

En el caso del sistema Bac-to-Bac no utiliza lactosa como inductor, sino IPTG.
Este compuesto sintético se une a la proteina represora del operdn de la lactosa,
induciendo asi la transcripcion de los genes, tales como el gen que codifica para la

enzima [(B-galactosidasa.
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4. Planteamiento del problema

En la actualidad, a pesar de las campafas de vacunacion el virus de la influenza
causa entre 250 y 500 mil muertes a nivel mundial cada afo. Esto se debe
principalmente a dos factores. El primero de ellos asociado al disefio de la vacuna
la cual debe re-formularse cada afio, ademas de que no es efectiva contra cepas
pandémicas y el segundo asociado con la gran variabilidad genética del virus,
resultado de sus dos mecanismos de mutacion, la deriva y el cambio antigénico.
Por lo que la investigacion y el disefio de nuevas estrategias para combatir al virus
son indispensables, sin embargo, para cualquiera que ésta sea, es necesario
contar con la materia prima, por lo que en este trabajo se propone utilizar el
sistema Bac-to-Bac HBM TOPO para clonar la proteina NP del virus de influenza
A HIN1 pdm 09 la cual es una proteina altamente conservada y una fuerte

candidata para el desarrollo de estrategias vacunales.

5. Hipo6tesis

El sistema de expresién Bac-to-Bac HBM TOPO incluye el vector de clonacién
pFastBac™/HBM-TOPO® y debido a las caracteristicas que éste presenta, tales
como; un origen de replicacion, que le permite replicarse independientemente al
genoma de la bacteria; genes de resistencia para la selecciéon de clonas positivas;
una sefial SV40 para la terminacion eficiente de la transcripcion; una bandera de
histidinas terminal; un sitio de clonacion TOPO que facilita la clonacion de
productos de PCR de extremos romos que codifican el gen de interés; sera capaz
de generar las clonas que contengan el genoma completo de la proteina NP mas

una bandera de histidinas para facilitar su purificacion.
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6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Clonar el producto generado por RT-PCR del gen NP del virus de la influenza A
H1N1pdm 09 utilizando el sistema Bac-to-Bac HBM TOPO.

6.2 Objetivos especificos

Obtener el plasmido pFastBac/HBM Topo/NPr.

Purificar el plasmido pFastBac/HBM Topo/NPr mediante el estuche Invisorb® Spin

Plasmid Mini Two.

Analizar las clonas positivas mediante PCR, analisis de restriccion vy

secuenciacion.

7. Materiales y métodos

7.1 Tipo de estudio

Experimental
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7.2 Materiales

e Termociclador Select Bioproducts

¢ Equipo para electroforesis Bio-Rad

¢ Centrifuga Beckman Coulter

e Micropipetas Rainin

¢ Puntas para micropipetas

e Tubos Eppendorf

¢ Cajas Petri

TOPO®

eEstuche  Bac-to-Bac®

Cloning

7.3 Métodos

7.3.1 Analisis in silico

e Estuche Invisorb® Spin Plasmid Mini
Two

eEstuche PureLink® HiPure Plasmid
DNA purification
eEnzima retrotranscriptasa
SuperScript I

e Enzima PlatinumR Pfx

Con la finalidad de determinar el potencial vacunal y de diagnostico de la proteina

NP, se llevd a cabo un analisis bioinformatico de los determinantes antigénicos

presentes en ella mediante tres algoritmos diferentes: Kolaskar, Emini y Bepipred.

Emini se basa en la accesibilidad de la secuencia y la probabilidad de que éste

sea encontrado en la superficie.

Kolaskar es un método semi empirico que se basa en las propiedades

fisicoquimicas de los aminoacidos y su frecuencia de ocurrencia en epitopos

conocidos experimentalmente, ha sido aplicado a un gran numero de proteinas de

las cuales ya se conocen sus epitopos y ha mostrado una exactitud del 75%.



Bepipred es la union de uno de los mejores modelos para predecir epitopos
lineales de B el modelo oculto de Marcov y uno de las mejores métodos de escala

propensivas.

7.3.2 Extraccion de RNA

La extraccion se llevé a cabo por dos métodos: Mediante el estuche de extraccion
Qiagen y por la tecnologia automatizada ROCHE. La extraccién se realiz6 a partir
de cultivo viral en embrién de pollo, el cual fue donado por el INDRE al Laboratorio

Central de Epidemiologia del Centro Médico Nacional la Raza.

7.3.2.1 Extraccion con el estuche de Qiagen

En un tubo Eppendorf estéril de 1.8 mL, previamente rotulado con el niumero de
muestra correspondiente, se adicionaron 560 pL de buffer de lisis AVL con
acarreador de RNA y 140 pL del cultivo viral, se mezclaron por vortex (20
segundos al maximo) y se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se afadieron 560 uL de etanol absoluto y se mezclé por vortex
suavemente por 15 segundos. Se centrifugd a 6000 x g por 30 segundos (dar un

spin) para remover pequefas particulas.

Se anadieron 630 uL de la muestra a la columna de extraccidon previamente
rotulada con el numero de muestra correspondiente, se centrifugé a 6000 x g por 1
minuto se transfiri6 la columna a un tubo colector nuevo (camisa) y el

sobrenadante se desechd.

Los pasos del parrafo anterior se repitieron hasta pasar todo el liquido por la
columna. La columna se lavd con 500 pL de buffer AW1 y se centrifugd

inmediatamente a 6000 x g por 1 minuto. La columna se transfiri6 a un tubo
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colector nuevo (camisa) y se adicionaron 500 pyL de buffer AW2, se centrifugd a

20000 x g por 3 minutos.

La columna se colocd en un tubo Eppendorf previamente rotulado con el numero
de la muestra correspondiente y se adicionaron 70uL de buffer de elusion (AVE),
se incubo por 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugé a 6000 x g por 1
minuto. La columna se desechd y el RNA obtenido se conservé a -70°C para su

uso posterior.

7.3.2.2 Extraccion automatizada (ROCHE)

El equipo utilizado fue el Robot de Roche MagNA Pure LC Instrument LC 2.0 que
requirid del uso del estuche MagNa Pure Total Nucleic Acid Isolation. El contenido
del estuche es el siguiente:

o Buffer de lavado |: Frasco con tapa color negro Numero 1

e Buffer de lavado Il: Frasco con tapa color azul Numero 2

o Buffer de lavado lll: Frasco con tapa color rojo Numero 3

o Buffer de lisis y unién: Frasco con tapa color verde Numero 4
e Proteinasa K: Frasco con tapa color rosa Numero 5

e Particulas magnéticas (MGP’S): Frasco con tapa color caramelo Numero 6

Buffer de elusion: Frasco con tapa color amarillo Numero 7

En una canastilla del Robot se agregaron 200 yL del cultivo viral y 200 pL del
buffer del Robot, la canastilla se cubridé con un film plastico y se rotulé con el
numero de muestra. Los consumibles y reactivos se colocaron en el robot de
acuerdo a su cédigo de color y se revisaron los accesorios para desechos solidos
y liquidos. Se introdujo la informacion de la muestra, se selecciono el protocolo a

seqguir y los parametros a considerar, indicando el volumen de muestra y volumen
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de elucion. Una vez que se corroboré todo lo anterior se dio inicio al proceso de

purificacion.

Al término del proceso se tomd la canastilla en el que se encuentra el RNA
purificado y se transfirid a tubos Eppendorf previamente rotulados. EI RNA

obtenido se conservo a -70°C para su uso posterior.

7.3.3 Diseino de primers

Para el disefio de los iniciadores se busco la secuencia del genoma del virus de la
influenza A (A/Mexico/InDRE13495/2009(H1N1)), ya que es la cepa con la que
cuenta el Laboratorio Central de Epidemiologia, en la base de datos de la pagina
NCBI.

Una vez conocida la secuencia del gen NP y con la ayuda del programa Primer
select se disefiaron los primers que contemplaron los 1509 pb que conforman

dicho gen. Los iniciadores fueron disefiados con las siguientes caracteristicas:

e Primer forward: Sin la secuencia ATG de inicio ni la secuencia Kozak (es
una secuencia consenso que rodea el condon de iniciacion AUG facilitando
su identificacion®®)

e Primer reverso: Sin codén de término para evitar que interfiera con la

cadena de histidinas que aporta el vector.
Dicho programa ademas de proporcionar la secuencia de los primers, también

proporciond informacién importante para cada iniciador, tales como la Tm tedrica,

el %GC y el numero de bases que los conforman (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Secuencia de primers utilizados para amplificar.

Numero de
Secuencia Tm %GC bases
Primer
AGTGACATCGAAGCCATGGC 54.8°C 55% 20
Forward
Primer
ACTGTCATACTCCTCTGCATTGTCTC 54.8°C 46.1% 26
Reverse

Una vez disefiados los primers virtualmente se mandaron a sintetizar

7.3.4 RT-PCR y estandarizacion de la Tm

Para la reaccion de RT-PCR se utilizaron una mezcla de las enzimas SuperScript

Il Reverse Transcriptase y Platinum Pfx DNA Polymerase.

La retrotranscripcion se llevo a cabo de la siguiente manera:

Se preparo una mezcla de reaccién con 1 yL de oligoDT, 1 yL de dNTP’s, 5 uL de
RNA y 13 pL de agua, se colocd a 65°C por 5 minutos y se enfrié rapidamente en
hielo. A la mezcla de reaccién se le adiciond 4 yL de buffer 5X First-Strand y 1 uL
de RNAsa out, se calenté a 42°C por 2 minutos. Terminado este tiempo se afadid
1 pL de la enzima Super Script 1| RT, se mezcl6é cuidadosamente y se incubd a
42°C por 50 minutos y por ultimo la reaccion se inactivoé a 70°C por 15 minutos.

Para la PCR se utilizé la siguiente mezcla de reaccion:
- 25 ML de Buffer  de
amplificacion Pfx 10X 0.2 yL de DNA polimerasa Pfx
- 0.75 yL de dNTP 10Nm 2 uL de cDNA
- 0.5 uL de MgSO4 50 Nm - 17.05 ML de agua

- 1 yL de primer forward

1 uL de primer reverse
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El programa Primer Select establecié una Tm para cada primer. Sin embargo, otra
temperatura fue proporcionada al mandar a sintetizar los iniciadores (Tm Primer
Forward 57.9°C y Tm Primer Reverse 58.0°C). Por lo que se decidi6é determinar la
Tm experimental mediante un programa de PCR con gradiente de temperatura. El
gradiente fue determinado con base a la Tm establecida por el fabricante de los
primers +3°C, de esta manera el equipo (Termociclador Select Bioproducts) nos
permitié establecer las siguientes temperaturas: 54.4°C, 56.2°C, 57.9°C, 58.7°C y
60.2°C.

El programa de amplificacion utilizado fue el siguiente:

Activacion de la enzima Amplificacion (PCR) Extension final

polimerasa
1 Ciclo 35 Ciclos 1 Ciclo
50°C por 15 min 94°C por 30 s 72°C por 5 min
Gradiente de 54.4-60.2°C
95°C por 2 min
por 30 s

68°C por1 min45s

7.3.5 Comprobacion de los productos de PCR

Para comprobar la integridad del producto de PCR se llevd a cabo una
electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1.5% en TBE 1X. Las muestras y el
marcador de peso molecular se mezclaron con regulador de carga (glicerol 5%,
EDTA 10 mM, SDS 0.1%, azul de bromofenol 0.01%) y la electroforesis se corrid
en una camara para electroforesis horizontal con regulador de TBE a 85 V. Para
visualizar los amplificados se empleé Gel Red como intercalante de bases y se

observo a través de luz UV.
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7.3.6 Generacion de productos de extremos romos por PCR

Una vez determinada experimentalmente la Tm se corri6 una PCR con 8
reacciones de 25 pL cada una. Al término de la PCR se hizo un “pool” con los
productos de todas las reacciones y se mezcld perfectamente. Se tomaron 3 uL y
se corrio un gel de agarosa para verificar la presencia de la banda NP. El resto del
producto de la reaccion de PCR se cargd en un gel con 4 pozos unidos y se corrid
a 85 V obteniendo una banda larga del fragmento NP. Con la ayuda de luz UV la

banda fue cortada para su posterior purificacion.

7.3.7 Purificacion de los fragmentos de interés amplificados.

Para la purificacion de las bandas de interés amplificadas por RT-PCR, se utilizo el
estuche Quick Gel Extraction (Invitrogen) el cual se basa en la unién del DNA de
doble cadena a una matriz de fibra de vidrio. Las bandas de interés se cortaron del
gel de agarosa con ayuda de una hoja de bisturi estéril y los fragmentos se
depositaron en un tubo de tipo Eppendorf de 1.7 mL, se peso y se adiciond 3
volumenes del regulador L3, se incub6é 10 min a 50°C. Una vez disuelta la
agarosa, se incubd 5 minutos adicionales a la misma temperatura, al término de la
incubacion se adiciond un volumen de isopropanol. Se adicionaron 700 uL dentro
la columna de extraccién la cual se colocd previamente en un tubo colector y se
centrifugd a 12000 x g por 1 minuto, se repitid este paso dos veces mas hasta
pasar todo el volumen por la columna, el filtrado del tubo colector entre cada ronda
de centrifugado fue desechado. A la columna se le adicionaron 500uL de
regulador de lavado (W1) y se centrifugd nuevamente durante 1 minuto a 12000 x
g. Se centrifugd una vez mas a 12000 x g por 2 minutos para eliminar totalmente
el etanol presente en el regulador. Finalmente la columna se eluyd con 30 L de
agua libre de RNAsas en el centro de la columna, se incubé 1 minuto a
temperatura ambiente y se centrifugd a 12000 x g por 1 minuto. Para comprobar la

recuperacion de la banda de interés, 1uL de la alicuota obtenida se sometid a
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electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% bajo las mismas condiciones de

corrida y visualizacién que se mencionaron anteriormente.

7.3.8 Generacion de plasmido recombinante pFastBac/HBMTopo/NPr

Para generar un plasmido recombinante que contiene el gen de interés para su
uso en el sistema de expresién Bac-to-Bac HBM® TOPO® se realizé una ligacion
del producto de PCR de extremos romos en el vector pFastBac™/HBM-TOPO® de

la siguiente manera:

e Se mezcld en el siguiente orden 1 pL de agua, 1 pL de solucién de sal, 3 uL
del producto purificado de PCR y 1 pL del vector pFastBac™/HBM-TOPO®

La reaccion de ligacion se mezclé suavemente y se incubo durante 30 minutos a
temperatura ambiente (22°C a 23°C). Se coloco la mezcla en hielo y se procedi6 a
la transformacién en células de E. coli One Shot® Mach1™T1R quimicamente

competentes.

7.3.9 Clonacion en células de E. coli

La transformacion se llevd a cabo en cepas de E. coli One Shot® Mach1™ T1R
quimicamente competentes para lo cual un vial se descongel6 lentamente en hielo
y posteriormente se adicionaron 2 uL del plasmido y se mezcldé suavemente. Las
células se incubaron en hielo por 30 minutos, al término de ese tiempo fueron
sometidas a un choque térmico durante 30 segundos a 42°C sin agitacion.
Inmediatamente se transfirié el vial en hielo por 5 minutos. Se anadieron 250 pL de
medio S.0.C. a temperatura ambiente y el tubo se dejoé en agitacidon horizontal a
225 rpm a 37°C por una hora. Terminado este tiempo se sembraron 50 yL y 200
ML respectivamente en 4 cajas de agar LB con 100 pg/mL de ampicilina. Se
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incubaron por 16 horas a 37°C, al término de este tiempo se seleccionaron

aquellas colonias aisladas para su analisis.

7.3.10 Analisis de clonas positivas

7.3.10.1 PCR

El primer analisis realizado fue una PCR de colonia, para esto se tomé una
muestra con la ayuda de un asa bacteriolégica de cada colonia obtenida y se
coloco dentro de un tubo Eppendorf con 40 puL de agua inyectable agitando para
homogenizar. Se coloco a 98°C durante 10 minutos y posteriormente en hielo por
5 minutos. Se centrifugd por 2 minutos a 12000 x g y se tomaron 20 uL de la
superficie para llevar a cabo el analisis. Para cada colonia la mezcla de reaccion
de PCR se preparé de la siguiente manera:

- 25 uL de 10Pfx buffer de 1 yL primer reverse

amplificacion - 5 L del templado
- 0.75puL de 10 nM dNTP's - 0.2 pL de DNA polimerasa
- 0.5 pL de 50 nM MgSOQOq4 Platinum Pfx
- 1 uL primer forward - 14.05 yL de agua

El programa de amplificacion se muestra a continuacion:

Pre-desnaturalizacion Amplificacion (PCR) Extension final
1 Ciclo 35 Ciclos 1 Ciclo
94°C por 5 min 94°C por 15 s 68°C por 10 min

58°C por 30 s
68°C por1 min45s
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Se realiz6é una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en TBE 1Xy, de acuerdo
al peso de las bandas obtenidas, se identificé en cuales colonias el inserto se ligd

al vector.

7.3.10.2 Analisis de restriccion

A las muestras que dieron bandas del tamafo esperado para el inserto ligado al

vector se les realizd un analisis de restriccion.

Para llevar a cabo este analisis se seleccionaron 3 enzimas de restriccidon con
ayuda del programa SeqBuilder y con el mapa de restriccion del vector
pFastBac™/HBM-TOPO® proporcionado por el fabricante (Invitrogen). Cada
enzima cuenta con una secuencia especifica de corte, como se muestra en la

Figura 16.

AAGCTT...3 5 .. GGATCC...3 5  CATATG...3

TTCGAA...5 3...CCTAGG...5 3...GTATAC...5

Figura 16. Secuencia de corte de las tres enzimas de restriccion. A la izquierda, secuencia
de corte de la enzima Hind Ill; en medio, secuencia de corte de la enzima BamHlI; A la

derecha, secuencia de corte de la enzima Ndel.

Posteriormente se realiz6 un analisis in silico de la ligacién y restriccién con el

programa SerialCloner 2.1. Obteniendo los siguientes mapas:
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e BamHI

Restriction analysis of ANALISIS DE RESTRICCION.txt.xdna [Circular]
Incubated with BamHI 10000

2 fragments generated. 5000

i 5,755 bp - From BamHI[707] To BamHI[129]
1300
2z 978 bp - From BamHI[129] To BamHI[707]
700
50
300
200

75

Figura 17. Analisis de restriccion virtual con la enzima BamHI obtenido mediante el

programa SerialCloner 2.1.

HI 492 BamH]I

pFastBac/HBMTopo/NPr
6333 pb

= \ector pFastBac HBM-TOPO

e Fragmento NP
= Fragmento de 5755 pb
= Fragmento de 578 pb

Figura 18. Mapa del vector pFastBac/HBM-TOPO/NPr que muestra analisis de restricciéon

con la enzima BamHlI.
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e Hindlll

Restriction analysis of ANALISIS DE RESTRICCION.txt.xdna [Circular]
Incubated with HindIII 20000
7000

2 fragments generated. 5000
4000

3000
i 5 5,841 bp - From HindITT[1791] To HindITT[1299] :m
1500
2z 492 bp - From HindIII[1299] To HindIII[1791]

700

00

200

75

Figura 19. Analisis de restriccion virtual con la enzima Hindlll obtenido mediante el

programa SerialCloner 2.1.

pFastBac/HBMTopo/NPr
6333 pb

= Vector pFastBac HBM-TOPO

— Fragmento MNP
= Fragmento de 5841 pb
== Fragmento de 492 pb

Figura 20. Mapa del vector pFastBac/HBM-TOPO/NPr que muestra analisis de restricciéon

con la enzima Hindlll.

42



e Ndel

Restriction analysis of ANALISIS DE RESTRICCION.txt.xdna [Circular]
Incubated with Ndel 10000

1 fragment generated. 5000

Tz 6,333 bp - TLinearized by NdeT[256]

g 88848

g
NUARRIRLRN

75

Figura 21. Analisis de restriccion virtual con la enzima Ndel obtenido mediante el

programa SerialCloner 2.1.

pFastBac/HBMTopo/NPr
6333 pb

= \/ector pFastBac HBM-TOPO

— Fragmento MNP
= Fragmento de 6333 pb

Figura 22. Mapa del vector pFastBac/HBM-TOPO/NPr que muestra analisis de restricciéon

con la enzima Ndel.
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El analisis de restriccidon se realizé de la siguiente manera:

e BamHlI
Se mezclaron 13 pL de agua, 2 pL de buffer 10 X, 4 pL del plasmido y 1 pyL de la
enzima BamHlI. La reaccion se dejé a 30°C por 18 horas.

e Hindlll
Se mezclaron 40 yL de agua, 5 pyL de buffer #2, 4 uL del plasmido y 1 uL de la

enzima Hindlll. La reaccion se dejé a 37°C por 18 horas.

e Ndel
Se mezclaron 40 uL de agua, 5 yL de buffer #4, 4 uL del plasmido y 1 uL de la
enzima Ndel. La reaccion se dejo a 37°C por 18 horas.

Posteriormente se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en TBE 1X

y se identificé si las bandas obtenidas tienen los pesos esperados.

7.3.10.3 Secuenciacion

Aquellas muestras que dieron positivo al analisis de restriccion se enviaron a
secuenciar. La secuenciacion es un procedimiento destinado a determinar la
secuencia nucleotidica en una cadena de DNA*. Para observar el total de la
secuencia de la proteina NP se utilizd el primer sentido Polyhedrin, el cual se
ancla 181 aminoacidos rio abajo del sitio de insercion y el primer antisentido SV 40

el cual se ancla 89 aminoacidos rio arriba del sitio de insercion.

Una vez obtenidas las secuencias, se realizé un alineamiento multiple con ayuda

del programa Megalign para comprobar homologia.
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7.3.11 Purificacién del plasmido recombinante pFastBac/HBMTopo/NPr

Se utilizo el estuche Invisorb® Spin Plasmid Mini Two. Una vez que se determiné
cuales colonias contenian el fragmento NP ligado al vector, se tom6 una muestra
de dichas colonias y se deposité en un tubo Falcon de 50 mL con 5 mL de medio
liquido LB mas 100 pg/mL de ampicilina. Se dejé en agitacion a 37°C por 16 h,
pasado este tiempo se transfirieron 1000 pL de la suspension de células a un tubo
Eppendorf y se centrifugd a 4000 x g por 5 minutos desechando el sobrenadante,
este paso se repitid6 hasta centrifugar todo el volumen y obtener un botéon. Se
resuspendié completamente el boton de células en 250 pL de soluciéon A por
pipeteo y se le adicionaron 250 pL de solucién B mezclando cuidadosamente por
inversion del tubo 5 veces. A los 3.5 minutos se le adicionaron 250 uL de solucién
C mezclando por inversiéon 5 tiempos y se centrifugdé a 16000 x g. El sobrenadante
se transfirié por decantacion dentro de una columna colocada en un tubo recibidor,
se dejo incubar por 1 minuto y se centrifugé a 10000 x g por 1 minuto eliminando
el sobrenadante del tubo recibidor. Posteriormente se adicionaron a la columna
750 pL de solucion de lavado y se centrifugé por 1 minuto a 10000 x g eliminando
el sobrenadante del tubo recibidor. Para eliminar cualquier traza de etanol se
centrifugé por 3 minutos a 16000 x g. La columna se transfirié a un tubo Eppendorf
y se le adicionaron 50 yL de agua directamente en el centro de la columna, se
dejo incubar por 10 minutos y se centrifugdé a 10000 x g por 1 minuto. La columna
se desechd y el sobrenadante se guardé a -20°C ya que contenia el plasmido

purificado.

7.3.12 Generacion del DNA bacmidico recombinante

Para la generacion del DNA bacmidico se utilizaron células de E. coli MAX
Efficiency® DH10Bac™ quimicamente competentes. Un vial de dichas células se
descongel6 lentamente en hielo y se le adicioné 1 pL del plasmido recombinante
mezclando suavemente. Las células se incubaron en hielo por 30 minutos, al

término de ese tiempo se sometieron a un choque térmico durante 45 segundos a
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42°C sin agitacion. Inmediatamente se transfirid el vial en hielo por 2 minutos. Se
afiadieron 900 pL de medio S.O.C. a temperatura ambiente y el tubo se dejo en
agitacion horizontal a 225 rpm a 37°C por 4 horas. Se prepararon diluciones en
serie de las células (107, 10, 10®) con medio S.O.C. y se sembraron 100 pL de
cada dilucién en cajas de agar LB con 50 pg/mL de kanamicina, 7 pg/mL de
gentamicina, 10 pyg/mL de tetraciclina, 100 ug/mL de X-gal y 40 pg/mL de IPTG.
Se incubaron por 48 horas a 37°C y se seleccionaron las colonias blancas para su
analisis, ya que éstas representan las bacterias en cuyo plasmido se llevd a cabo

la transposicion obteniendo DNA bacmidico.

7.3.13 Purificacion del DNA bacmidico recombinante

Para este paso se utilizé el estuche PureLink® HiPure Plasmid DNA Purification.

De las colonias blancas obtenidas, con ayuda de un palillo, se tomd una muestra y
se deposité en un tubo Falcon de 50 mL con 5 mL de medio liquido LB mas 50
pg/mL de kanamicina, 7 yg/mL de gentamicina, 10 pg/mL de tetraciclina. Se dejé
en agitacion a 37°C por 16 h, pasado este tiempo se transfirieron 1000 pL de la
suspension de células a un tubo Eppendorf y se centrifugd a 4000 x g por 5
minutos desechando el sobrenadante, este paso se repitio hasta centrifugar todo
el volumen y obtener un botdon. Se adicionaron 400 pL de buffer de resuspension
R3 con RNAsa al botén de células y se resuspendié hasta homogenizar. Se
afiadieron 400 uL de buffer de lisis L7 mezclando por inversion 5 veces y se dejo
incubando a temperatura ambiente por 5 minutos. Se adicionaron 400 uL de buffer
de precipitacion N3 mezclando por inversion hasta que la mezcla se encontraba

homogénea. Se centrifugd a 12000 x g por 10 minutos.

La columna se coloco dentro de un Falcon de 15 mL y se afnadieron 2 mL de
buffer EQ1 dentro de la columna permitiendo que drenara por gravedad. Se
adicioné el sobrenadante a la columna, una vez que la solucion drend por

gravedad se lavo la columna dos veces con 2.5 mL de buffer de lavado W8 y
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finalmente se eluy6 con 900 pL de buffer de elucién E4 obteniendo el producto en

un tubo Eppendorf.

Se afiadieron 630 pL de isopropanol al eluido y se centrifugd a 12000 x g por 30
minutos a 4°C. El sobrenadante se desecho y se afadié 1 mL de etanol al 70%, se
centrifugd a 12000 x g por 5 minutos a 4°C desechando el sobrenadante. Se
elimind por completo cualquier traza de etanol y se resuspendio en 50 pL de agua.

7.3.14 Analisis del DNA bacmidico recombinante

7.3.14.1 PCR

Dado que el tamano del DNA bacmidico recombinante es mayor a 135 kb el
analisis de restriccion se dificulta, por lo que se realizé una PCR para verificar la
presencia del gen NP en el DNA bacmidico. Dado que la secuencia del DNA
bacmidico no fue encontrada en la base de datos se confi6é en la informacion que
ofrece el manual de expresiéon Bac-to-Bac HBM-TOPO, donde proporciona la
secuencia de los primers Forward y Reverse a usar y un mapa que establece el
sitio de union para los primers y el lugar en donde se lleva a cabo la transposicion
(Fig. 23). Los primers fueron disefiados con las siguientes secuencias:

pUC/M13 Forward 5-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3’

pUC/M13 Reverse 5-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3’
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Transposed

pFastBac™/HBM Gene of interest
sequence
Bacmid DNA | SEEEL: 24
)I mini-atfTn7 I(
pUCM13 pUCM13
Forward Reverse

Figura 23. Transposicion y sitio de unién de primers en el DNA bacmidico (Tomado de
Bac-to-Bac HBM TOPO Secreted Expression System*’).

El tamafo de la banda a obtener fue determinado de acuerdo a la siguiente

informacion, proporcionada por el manual del estuche:

Transposicion del “Bacmid” con: | Tamaino del producto de PCR
pFastBac™/HBM-TOPO® ~ 2500 pb + tamano del inserto

Considerando la informacion anterior y conociendo el tamano del inserto del gen
NP (1509 pb) se calcul6é el tamafo del producto de PCR, siendo de 4009 pb

aproximadamente.

Para la reaccion de PCR se utilizé el estuche PCR Master Mix 2x (Promega). Para

obtener los productos de PCR se realizo la siguiente mezcla de reaccion:

- 125 uL del reactivo PCR - 1 uL de primer reverse
Master Mix 2X - 3 uL de DNA bacmidico
- 1 L de primer forward - 7.5puL de agua
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El programa de amplificacién utilizado fue el siguiente:

Pre-desnaturalizacién Amplificacion (PCR) Extension final
1 Ciclo 35 Ciclos 1 Ciclo
94°C por 3 min 94°C por45s 72°C por 7 min

55°C por45s
72°C por 5 min

Para comprobar la integridad del producto de PCR se llevd a cabo una
electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1% en TBE 1X, esperando observar
una banda de 4000 pb.

7.3.14.2 Secuenciacion

Aquellas muestras que dieron una banda de 4000 pb se enviaron a secuenciar

para verificar que se trata del segmento de interés.
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8. Resultados

Al realizar una busqueda en la IEDB se encontré con el ultimo reporte donde se

establece la presencia de epitopos reportados por proteina del virus de

influenza®®.
Cuadro 4. Distribucion de epitopos de influenza por proteina.
B cell T cell, CD8" T cell, CD4" Overall
Protein  Total Cons. Total Cons. Total Cons. Total Cons. C:ns
6
HA 5 1 4 1 34 3 43 5 12
NA 1 0 2 1 3 0 6 1 17
M1 4 1 17 13 28 14 49 28 57
M2 4 1 1 0 3 0 8 1 13
NS1 1 0 2 1 2 1 5 2 40
NS2 0 0 1 1 1 0 2 1 50
NP 9 4 19 15 43 21 71 40 56
PA 0 0 7 4 1 1 8 5 63
PB1 2 1 23 17 21 16 46 34 74
PB1-F2 0 0 0 0 0 0 0 NA NA
PB2 0 0 2 1 3 1 5 2 40
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Sin embargo, al realizar un analisis bioinformatico de los posibles epitopos lineales
en las proteinas M1, M2 y NP se encontré que el numero de epitopos reportados
experimentalmente hasta la fecha es muy bajo comparado con los encontrados de

manera virtual como se muestra en la Figura 24.

40

35
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25

20 +

15 -

10 -

EMINI KOLASKAR BEPIPRED

B REPORTADOS m® NO REPORTADOS

Figura 24. Grafico comparativo de los epitopos encontrados experimentalmente y los

determinados mediante software bioinformaticos.
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En cuanto a los métodos de extraccion ayudaron a identificar, mediante
electroforesis, cual de los dos ofrece mayor rendimiento. De esta manera en la
Fig. 25 se observa que ambos métodos permitieron la obtencion de bandas de un
alto peso molecular con poca presencia de bandas de menor tamano, lo que nos
habla de una buena integridad del material obtenido. En el extracto obtenido por
robot se observa una mayor concentracion del producto, ya que la banda se
muestra mas intensa y, aunque en la extraccion manual no se observan bandas
inespecificas, a diferencia de la extraccidén por robot, no se puede asegurar que

estas no existan, ya que puede ser debido a un efecto de concentracion.

Pozo 1: PM 2 log

Pozo 2: Extraccion manual
Pozo 3: Extraccion manual
Pozo 4: Extraccién por robot
Pozo 5: Extraccion por robot

Figura 25. Extraccion manual y por Robot. Gel de agarosa al 1.5% en TBE corrido a 85

volts que muestra las bandas obtenidas por extraccion manual y por Robot.
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El producto de la reaccion de PCR con gradiente de temperatura se corridé en un
gel de agarosa al 1.5% redisuelto en TBE 1X para determinar la temperatura
optima (Fig. 26). Observando cada banda, se decidié seleccionar la temperatura

de 57.9°C, ya que es la que muestra menos presencia de bandas inespecificas.

Pozo 1: PM 100 pb
Pozo 2: 54.4°C
Pozo 3: 56.2°C
Pozo 4: 57.9°C
Pozo 5: 58.7°C
Pozo 6: 60.2°C

Figura 26. Estandarizacion de la Tm de los primers. Gel de agarosa al 1.5% en TBE 1X
corrido a 85 volts que muestra las bandas obtenidas a partir de las reacciones de RT-

PCR con gradiente de temperatura para determinar la Tm experimental.
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En la Fig. 27 se observa un gel de agarosa en TBE 1X al 1.5% que demuestra la
presencia de la banda representativa del gen de la Nucleoproteina. De esta
manera se tuvo la certeza que el gel de agarosa en TBE 1X al 1.5% donde se
corrieron las 8 reacciones de PCR contiene el fragmento que codifica para el gen

NP, a pesar de que la banda muestra un tamafo menor (Fig. 28).

Poze  Pbo
W AW
R I Pozo 1: PM 100pb
y B Pozo 2: Banda NP
|
: 1
1517 — | w———
1200— e——-
1000 — e— :
D) — . E
200 o~
00— i
600 —

100—

Figura 27. Comprobacién de la presencia de la banda NP. Gel de agarosa en TBE 1X al
1.5% corrido a 85 Volts que muestra la banda obtenida por PCR que corresponde al

fragmento que codifica para la nucleoproteina.
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Figura 28. Obtencién del fragmento NP para purificacién. Gel de agarosa en TBE 1X al
1.5% corrido a 85 Volts que muestra; a la izquierda banda larga de NP, obtenida por PCR,

a la derecha, corte de la banda larga de NP para su purificacion.

Una vez purificada la porcion del gel que contiene el fragmento NP se corrié un gel de
agarosa para corroborar el éxito de la purificacion (Fig. 29), observando que no existen

bandas inespecificas y que su tamano corresponde al esperado.
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Figura 29. Purificacion del fragmento NP. Gel de agarosa en TBE 1X al 1.5% corrido a 85

Volts que muestra el éxito de la purificacion de la banda NP.

Con el fragmento NP purificado se llevd a cabo la ligacién dentro del vector y
posteriormente la clonacion, donde se obtuvieron 5 colonias aisladas, las cuales
se analizaron por PCR para determinar si se trataban de clonas positivas (Fig. 30).
Se observa que en todas las colonias se ligd el segmento NP en el vector, sin
embargo 3 de ellas se encuentran contaminadas (colonias 2, 3 y 5), ya que se
observa mucho bandeo. Unicamente 2 colonias muestran el fragmento NP sin

contaminacion (colonia 1y 4) (Fig. 30).
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Figura 30. PCR de colonia. Gel de agarosa en TBE 1X al 1.5% corrido a 85 Volts que
muestra las bandas obtenidas a partir de los productos de PCR de colonia.

Partiendo de lo anterior, se tomaron muestras de las colonias 1y 4, se procesaron
como se indica en seccion de métodos y se purificaron los plasmidos
recombinantes mediante el estuche Invisorb® Spin Plasmid Mini Two. La
purificacion se analizé6 mediante PCR para determinar la presencia del fragmento
NP mediante su amplificacién. Se decidié correr un gel de agarosa con el producto
de PCR vy el plasmido purificando, observando que la banda se encuentra en el
peso correcto para NP y el plasmido muestra sus tres bandas correspondientes
(Fig. 31).
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Pozo 1: PM 100pb

Pozo 2: Banda NP obtenida por PCR
a partir del plasmido de la colonia 1
Pozo 3: Plasmido purificado de la
colonia 1

Pozo 4: Banda NP obtenida por PCR
a partir del plasmido de la colonia 4
Pozo 5: Plasmido purificado de la

colonia 4

=

N

Figura 31. Plasmidos purificados y presencia del fragmento NP. Gel de agarosa en TBE
1X al 1.5% corrido a 85 Volts que muestra las bandas del fragmento NP obtenidas por
PCR a partir de los plasmidos obtenidos y bandas representativas de los plasmidos

purificados.

Una vez que se obtuvieron los plasmidos purificados y se corroboré la presencia
del gen NP, se realizd el analisis de restriccion. Se observé que unicamente el
plasmido purificado de la colonia 4 mostraba las bandas esperadas para dicho
analisis (Fig. 32), mientras que el plasmido purificado de la colonia 1 mostro

bandas que no corresponden a los pesos esperados (Fig. 33).
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Figura 32. Analisis de restriccion colonia 4. Gel de agarosa en TBE 1X al 1.5% corrido a
85 Volts que muestra el analisis de restriccion para NP, tomado de la colonia 4.
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Pozo 1: PM 2 log

Pozo 2: Corte con enzima de
restriccion Bam HlI

Pozo 3: Corte con enzima de
restriccion Hindlll

Pozo 4: Corte con enzima de
restriccion Ndel

Figura 33. Analisis de restriccion colonia 1. Gel de agarosa en TBE 1X al 1.5% corrido a
85 Volts que muestra el analisis de restriccion para NP, tomado de la colonia 1.

Debido a que la colonia 1 mostrdé el mapa de restriccion esperado se mando a
secuenciar para demostrar que el inserto se encuentra en el sentido correcto, por
lo que no fue necesario mandar a secuenciar todo el plasmido. El tamano del
fragmento a secuenciar fue de 1831 pb. Para observar el total de la secuencia de
la proteina NP se utilizo el primer sentido Polyhedrin, el cual se ancla 181
aminoacidos rio abajo del sitio de insercidén y el primer reverso SV 40 el cual se

ancla 89 aminoacidos rio arriba del sitio de insercion.
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Figura 34. Electroferograma de secuenciacién del gen NP.

Una vez obtenidas las secuencias, se realizd un alineamiento multiple con ayuda

del programa Megalign para comprobar homologia

v

N

PF: PrimerForward

V: Vector

NP: Nucleoproteina

PR: Primerreverse
—> . Cobertura Polyhedrin
<€— . Cobertura SV 40

Figura 35. Esquema de la cobertura obtenida por la secuenciacion.

78 File Edit Align View Options NetSearch Window Help
|<Pos=3z  _______________|=Pos=1182

Sequence Name
“Eme om
m Consensus GCARATAMATAAGCTATTTTACTGTITTCGTAACAGTTITIGTAATARARL | TGAGACCARATGAARACCCAGCTCACRAGAGTCAATTGGTGTGGATG:
3“}5 2 Sequences 40 50 60 30 80 | 1200 1210 1220 1230 1240 1250
TGAGACCARATGARRACCCAGCTCACARAGAGTCAATTGGTGTGGATGGCATGCCACTCTGCT ~

GCARRTARATAACGTATTTTACTGTTTTCETARCASTTTTCTARTARARR
TACTGTTTTCGTAACAGTTTTGTARTAAALR

Figura 36. Alineamiento multiple entre la secuencia del vector pFAST con el inserto NP y

TCAGACCAAATGAAAACCCAGCTCACAAGAGTCAATTGGTGTCCATA

la secuencia obtenida con el primer sentido Polhyedrin.
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4| Sequence Name = Pos =418 = Pos = 1780
g B e |
__ Consensus CCAGAATAGCATAACAATAGTGACGATCGTGCTTTCTGCTTTTIGATGAGAG |TCACCATCACTAGCTCCGAGCGCATGCGETACCAAGCTTCTCORRENKKRER KX KKK KKRE
Sequences 420 430 440 450 460 180 1790 1800 1810 1820 1830 1
AST CON INSERTO (CCAGAATAGCATAACAATAGAGAGGATGGTGCTTITCTGCTTTTIGATGAGAG |TCACCATCACTAGCTCGAGGCATGCGGTACCAAGCTTGTCGAGAAGTACTAGAGGATCA
S 40 200 Jeeeemessmmemeeaeaas ATGAGGATGGTGCTTTCTGCTTTTGATGAGAG |TCACCATCACTAGCTCGAGGCATGCGGTACCAAGCTTGTCG

Figura 37. Alineamiento multiple entre la secuencia del vector pFAST con el inserto NP y

la secuencia reversa complementaria obtenida con el primer reverso SV 40.

Como se observa en el alineamiento, el plasmido contiene la secuencia completa
del gen NP y ésta se encuentra en sentido correcto, por lo que se pudo proceder
con la subclonaciéon obteniendo 3 colonias con fenotipo caracteristico de clona
positiva (Fig. 38). De las colonias seleccionadas se purificd el DNA bacmidico con

el estuche PureLink® HiPure Plasmid DNA Purification y se procedié a su analisis.

Figura 38. Colonias obtenidas en la subclonacion. Placa de agar LB con kanamicina,
gentamicina, tetraciclina, X-gal e IPTG. Muestra colonias azules y colonias blancas que

fueron seleccionadas, ya que contienen el DNA bacmidico.
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El analisis por PCR de las tres clonas obtenidas muestra que uUnicamente la

colonia 2 presenta la banda que corresponde al tamafo esperado (Fig. 39).

Pozo 1: PM 2 log

Pozo 2: Producto de PCR colonia 1
Pozo 3: Producto de PCR colonia 2
Pozo 4: Producto de PCR colonia 3

Figura 39. Analisis por PCR del DNA bacmidico. Gel de agarosa en TBE 1X al 1% que
muestra la banda obtenida a partir de los productos de PCR del DNA bacmidico.

Porlo que dicha clona se mand6 a secuenciar demostrando que el DNA

bacmidico tiene el inserto y en el sentido correcto (Fig. 40-43).
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Figura 40. Electroferograma de secuenciacion del gen NP en el DNA bacmidico
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FF: Primer Forward

B: ADN bacmidico

MP: Hucleoproteina

FR: Primer Reverse

=3 : Cobertura pUC/M13 Forward
+#— : Cobertura pUC/M13 Reverse

Figura 41. Esquema de la cobertura obtenida por secuenciacion.
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‘Flgura 42. Alineamiento multiple entre la secuencia del DNA bacmidico con el inserto NP

y la secuencia obtenida con el primer pUC/M13 forward.

=[=]x

JZ Fle Edit Align View Options NetSearch Window Help
< Pos = 2262
I ————  Z_Z§ s W
T

. Sequence Mam | = Pos=2149
e ]
"E @CBHSAHSUS "L"T’I"'I"(‘f"'l1 TT. {‘f"T"T‘ CGi ["[“("T‘ CACCC. ("T‘T["["f' TCT 'T‘TTTGTCZ;CTCT’T‘(‘F{"’T‘ T |GCCCAC. ('('FF('{'F ’T‘TTTTCTTCCTGTTATGTTTTTMTCAGACTTCCTF(‘F

ol 28equences 1150 2160 2170 2180 2190 2200 221 |) 2270 2250 2290 2300 2310 =
TTTTCGIATTAGCTTACGACGCTACACCCAGTTCCCATCTATTTTGTCACTCTTCCCTARAT |GCCCACAGCGGEGCATTTTTCTT CCTGTITATGITTTTAATCRARCATCCTGCCAACT -
GCCCACRGCGGGGCATTTTTCTT CCTGTTATGT ————————— GRATTCCTGC--AGC

—————————TAGCTTACGACGCTACACCCAGTTCCCATCTATTTTGT CACTCTTCCCTARAT

Figura 43. Alineamiento multiple entre la secuencia del DNA bacmidico con el inserto NP
y la secuencia reversa complementaria obtenida con el primer reverso pUC/M13 reverse
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9. Discusion

La busqueda en la base de datos IEDB junto con el analisis in silico realizados
fueron pieza clave en la eleccion de la Nucleoproteina sobre otras proteinas del
virus de influenza. Primero es importante senalar que los software bioinformaticos
usados (Emini, Kolaskar y Bepipred) son capaces de predecir incluso epitopos que
ya se han descrito experimentalmente, por lo que la prediccion realizada por estos
algoritmos son una buena evidencia para seleccionar a la proteina NP como una
fuerte candidata para realizar investigacion. Como se observa en la Tabla 2 sobre
la distribucién de epitopos de influenza por proteina, la NP es una de las que
muestra mayor presencia de epitopos y ademas, por el andlisis in silico realizado,
se sabe que el numero de epitopos reportados es por mucho inferior a los
encontrados virtualmente, por lo que aun quedan diversos determinantes
antigénicos por dilucidar. Ademas, un estudio indica que los anticuerpos dirigidos
a la nucleoproteina pueden actuar en la inmunidad contra diferentes subtipos del
virus influenza A*, lo que sitta a la nucleoproteina como una nueva proteina
blanco para el desarrollo de nuevas estrategias para abatir el impacto que
ocasiona el virus de influenza. Y cualquiera que sea la estrategia a seguir es
importante contar con un punto de partida, es decir, con el gen que codifica la

Nucleoproteina clonado.

El método de extraccidn por robot permitié obtener la materia de partida con una
buena integridad y con una concentracion adecuada para llevar a cabo la
clonacion. Mientras que el diseno de los primers permitid una amplificacion
delimitada en la region deseada, sin observarse bandas inespecificas debidas a
una mala hibridacion o a amplicones producidos durante la PCR. De esta manera
se obtuvieron productos de PCR cuyos extremos son romos, evitando asi las
uniones inespecificas, ya sea entre los propios extremos del vector o entre los
mismos fragmentos de DNA, teniendo la certeza de que unicamente se ligara un
fragmento de DNA al sitio de unién del vector. A pesar de que esto representa una

gran ventaja frente a otros tipos de vectores, aun quedan dos puntos por resolver;
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determinar si el fragmento insertado corresponde al gen de interés y determinar el
sentido en el que se ligo, por lo que fue necesario realizar analisis de las clonas
positivas. El éxito de la clonacién se pudo corroborar mediante tres pruebas
realizadas; PCR de colonia, analisis de restriccion y secuenciaciéon. La PCR de
colonia establecié la presencia de un gen dentro del vector cuyo tamafio era 1500
pb aproximadamente. El analisis de restriccion permitié esclarecer que dicho gen
se trataba del fragmento NP, mediante el mapa de restriccién obtenido para las
tres enzimas utilizadas. Y por ultimo, la secuenciacion determind el sentido

correcto del gen dentro del plasmido pFastBac HBM-Topo.

De esta manera, una vez corroborado que el fragmento NP se encontraba dentro
del plasmido y en el sentido indicado, se pudo proceder a realizar una
subclonacion. La importancia de esta subclonacion radica en dejar dispuesta la
materia prima para el siguiente paso, para ello es necesario obtener DNA
bacmidico recombinante, con el que es posible transfectar células de insecto
obteniendo un baculovirus capaz de producir la proteina. En esta parte las clonas
presuntamente positivas fueron seleccionadas de acuerdo a su fenotipo, es decir,
el color blanco de la colonia, ya que en ellas el marco de lectura del gen lacZ se
interrumpié debido a la insercion del fragmento transponible dentro del DNA
bacmidico, evitando asi la formacion de la enzima capaz de metabolizar el

sustrato cromégeno observando colonias blancas en el cultivo.

Por ultimo, se realizaron dos analisis al DNA bacmidico recombinante: PCR y
secuenciacion. En donde la PCR nos demostré la presencia de un segmento de
1500 pb aproximadamente dentro del DNA bacmidico y con la secuenciacion fue
posible corroborar que dicha secuencia en efecto se trataba del gen de la

nucleoproteina.

De esta forma, se deja la materia prima lista para proceder con la obtencién de la

proteina NP recombinante para posteriores estudios que se deseen realizar.
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10. Conclusiones

El disefio de iniciadores y las condiciones de amplificacién permitieron obtener el
material genético adecuado para ligarse exitosamente en el plasmido pFastBac

obteniendo asi el plasmido recombinante pFastBac/HBM-Topo/NPr.

El estuche Invisorb® Spin Plasmid Mini Two permitié purificar el plasmido
pFastBac/HBM Topo/NPr a partir de un cultivo de células E. coli.

El plasmido recombinante pFastBac/HBM-Topo/NPr fue analizado por tres
meétodos. La PCR de colonia establecié la presencia del inserto NP dentro de los
plasmidos recuperados. Mientras que el analisis de restriccion y secuenciaciéon
permitieron tener la certeza de que el inserto clonado en el plasmido pFastBac
corresponde a la secuencia completa del gen NP del virus de la influenza A
H1N1pdm/09, y que se encuentra en sentido correcto.

Por todo lo anterior se establece que el sistema de expresion Bac-to-Bac HBM
TOPO genero clonas que contienen el gen completo de la Nucleoproteina, aptas
para ser usada como materia prima en nuevas iniciativas para contrarrestar los

efectos causados por el virus de influenza A H1N1.
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11. Perspectivas

Las perspectivas de trabajos futuros se orientan en dos direcciones:

Hacia la utilizacién de la proteina recombinante NP en la busqueda de nuevos
sitios antigénicos constantes que permitan elaborar una vacuna que ofrezca una
respuesta inmune mas duradera y con mayor cruce antigénico con cepas

emergentes.

En segundo término la implementacion de un nuevo sistema para la produccion de
antigenos virales que no requiera de huevos embrionados y que sea faciimente
escalable. Esto ayudaria a reducir el tiempo de espera para la generacion de
vacunas y seria especialmente util en el caso de brotes de nuevas cepas del virus

influenza.
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