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Abreviaturas y acronimos

A/aquatic bird/Korea/CN5/2009 Virus de referencia H6N5 de influenza
de aves acuaticas A aislado en Korea
en el 2009

A/felin/Korea/01/2010 Virus de referencia H3N2 de influenza
de felinos A aislado en Korea en 2010

A/PR/8/34 Virus de referencia H1N1 de influenza
humana A aislado en Puerto Rico en
1934

AAAA Cuatro alaninas. Secuencia que no corresponde a un PDZbm

Ad Adenovirus

APC Supresor de tumores Adenomatous Polyposis Coli
B-gal B-galactosidasa

BSA Albumina sérica bovina

CaCl: Cloruro de Calcio

ddNTP  Didesoxinucleosido trifosfato

DLG1 Disc Large 1

DMEM  Del inglés, Dulbecco’s modification of Eagle’s medium
DNA Del inglés, Deoxyribonucleic Acid

dNTP Desoxinucleosidos trifosato

dsDNA  DNA de doble cadena

ESEV Acido glutamico, serina, acido glutamico, valina. Secuencia
consenso PDZbm de virus aviares H5N1

GuK Guanilato cinasa
HA Hemaglutinina

HPV Virus de Papiloma Humano



HRP Del inglés : Horseradish peroxidase

HTLV Virus linfotrépicos de células T humanas
IAV Virus de influenza A

IFN-1 Interferones tipo |

IP Inmunoprecipitacion

IPTG Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
L27 Dominio de unién Lin2 y Lin7

LIM Del inglés: Linl11, Isl-1 y Mec-3

LRR Repeticiones ricas en leucina

M1 Proteina de matriz 1

M2 Proteina de matriz 2

MAGI-I Guanilato cinasa asociada a la membrana con arreglo invertido

MAGUKs Guanilato cinasas asociadas a membrana
NA Neuraminidasa
nm Nanémetro

NS2/NEP  Proteina de exporte nuclear

NP Proteina de la nucleocéapside

NS1 Proteina no estructural 1

NS1FL Plasmido templado pCMVMyc_NS1FL

ON Toda la noche

ORF Marco abierto de lectura

PA Polimerasa acida del virus de influenza A
PBS Solucién salina amortiguadora de fosfatos

PB1 Polimerasa béasica 1 del virus de influenza A



PB1-F2 Fragmento 2 de la polimerasa basica 1 del virus de influenza
A

PB2 Polimerasa basica 2 de virus de influenza A

PDIlim2 Del inglés PDZ and LIM domain protein 2

PDZ Acronimo Postsynaptic density PSD-95, Disc-large DLG and
Zonula Occludens ZO-1

PDZbm Motivo de unién a dominios PDZ

PI3K Enzima PI3 cinasa

PRR Receptor de Reconocimiento de Patrones

RIG-I Gen inducible por acido retindico

RNA Del inglés: Ribonucleic acid

RNP Complejo viral ribonucleoprotéico

SFB Suero fetal bovino

rpom Revoluciones por minuto

RSEV Arginina, serina, acido glutamico, valina. Secuencia

consenso PDZbm de virus humanos H1N1

RSKV Arginina, serina, lisina, valina. Secuencia consenso de  virus
humanos H3N2

ssDNA DNA de cadena sencilla

SH3 Dominio de homologia con Src3

STOP Codon de paro

TBS Solucién salina am ortiguadora Tris

TBS-T Solucion salina amortiguadora Tris con Tween 20
TJ Del inglés: Tight junction

™Tm Temperatura de fusion

uv Luz ultravioleta

Vi



WB Western Blot

X-gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido
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Resumen

El virus de la influenza A (IAV) es un patdégeno de gran importancia
clinica en humanos. En el segmento 8 del genoma de IAV estan
codificadas la proteina no estructural 1 (NS1) y la proteina de exporte
nuclear (NS2/NEP) del virus. NS1 tiene la capacidad de unir RNA y
proteinas afectando las funciones celulares del hospedero de muy
diversas maneras y, es un factor de virulencia que, entre sus multiples
funciones, inhibe la respuesta de interferones tipo | (IFN-1) en el
hospedero. NS1 cuenta con un motivo de unién a dominios PDZ
(PDZbm) el cual esta constituido por los ultimos cuatro aminoacidos en
su extremo carboxilo-terminal. La secuencia PDZbm puede variar de
cepa a cepa, pero la mayoria de los virus aviares tienen la secuencia
consenso ESEV, mientras que la mayoria de los virus humanos tienen
las secuencias consenso RSKV/RSEV; los diferentes PDZbm confieren

diferente grado de virulencia.

En este trabajo mediante mutagénesis dirigida se generaron plasmidos
que codifican proteinas NS1 modificadas exclusivamente en el PDZbm
y fusionadas a una etiqueta “myc”. Esto nos permitid expresar las
proteinas con las secuencias consenso de los virus humanos y de los
virus aviares, asi como una secuencia que no corresponde a un PDZbm
(AAAA) vy la eliminacién del PDZbm por la inserciéon de un coddén de
paro temprano (STOP). Estos mutantes se caracterizaron mediante
reacciones de secuenciacion, por su expresion en la linea celular HelLa
y por inmunoprecipitacion (IP) de la proteina Scribble y serviran para
describir interacciones PDZ-dependientes de NS1 con proteinas con

dominios PDZ expresadas en células humanas.
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1. Introduccion

1.1 Generalidades

El virus de influenza es un agente infeccioso altamente contagioso
causante de una de las enfermedades respiratorias mas severas en
humanos y es transmitido por el aire. El virus de influenza A (1AV) es
un patogeno de gran importancia clinica en humanos por su capacidad

de provocar epidemias y pandemias (Wright, 2007).

IAV fue aislado por primera vez de humanos en 1933 (Smith, 1993);
es un virus de RNA de cadena sencilla y polaridad negativa, con 8
segmentos que con codifican al menos 10 proteinas (Figura 1a) : las
polimerasas (PB1, PB2 y PA), la hemaglutinina (HA), la proteina de la
nucleocapside (NP), la neuraminidasa (NA), todas ellas expresadas a
partir de sus respectivos segmentos, asi como las proteinas de matriz
(M1 y M2) codificadas por el segmento M, la proteina de exporte
nuclear (NEP/NS2) y la proteina no estructural 1 (NS1) codificadas en
el segmento NS (Medina, 2011).

La proteina no estructural N40O descrita en el virus de referencia H3N2
de influenza de felinos A aislado en Korea en 2010
(A/felin/Korea/01/2010) y en el virus de referencia H6N5 de influenza
de aves acuaticas A aislado en Korea en el 2009 (A/aquatic
bird/Korea/CN5/2009) (Wise, 2009), esta codificada en el segmento
PB1 y tiene un sitio de inicio rio abajo de la polimerasa que produce
una version trunca de la proteina en el extremo N-terminal y cuya

funcion es desconocida (Figura 1b) (Medina, 2011).

Una tercera proteina no estructural llamada PB1-F2 que es expresada
solo por 81% de los virus humanos, 75% de los virus porcinos y 96%

de los virus aviares de 1AV, inhibe la produccion de interferones tipo |
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(IFN-1) y esta codificada por un segundo marco abierto de lectura
(ORF) en el segmento PB1 (Figura 1b) (Zell, 2007).

Envoltura lipidica derivada de
la célula hospedera

: Proteinas no
° estructurales

e e ot S e o Tt e e e OO AN s

...........
vvvvvvvv

w'v«sssss§s~0"

_________________________________

Complejo de polimerasas

Figura 1. Representacion esquematica del genoma de IAV. a) Se muestran
los 8 segmentos de RNA del genoma de IAV ordenados de acuerdo a su
tamano, asi como las proteinas de superficie NA y HA y las proteinas de
matriz. En b) se representan las 3 proteinas no estructurales del virus de 1AV.
En c¢) se esquematiza la RNP formada por cada uno de los segmentos de RNA
alrededor de NP unido al complejo de polimerasas (Modificado de Medina,
2011).

En el virién, cada uno de los 8 segmentos virales forma un complejo
viral ribonucleoproteico (RNP): el RNA viral se envuelve alrededor de
NP, y esta estructura se une al complejo de la polimerasa viral (Figura

1c) (Medina, 2011).

IAV se clasifica en subtipos de acuerdo a las glicoproteinas de
superficie, hemaglutinina (H1- H18) y neuraminidasa (N1- N11)
(Medina, 2011).



El genoma segmentado de IAV le confiere una alta capacidad de
rearreglo por intercambio de segmentos de genomas entre dos virus
diferentes que infectan la misma célula, y puede contribuir al rapido

desarrollo de nuevas cepas del virus en la naturaleza (Wright, 2007).

1.2 NS1: Estructura y funcion

En el segmento 8 del genoma de IAV estan codificadas las proteinas
NS1 y NS2/NEP del virus. NS1 puede cambiar de tamafio entre cepas
pero la forma de 230 aminoacidos (aa) es la mas comun.
Funcionalmente se divide en dos dominios; el dominio amino-terminal
de unibn a RNA que comprende los aa 1-73, y el dominio efector
correspondiente a los aa 74 en adelante que media interacciones con

proteinas del hospedero (Figura 2) (Hale, 2008).

I 230 aa

Dominio carboxilo- terminal

Dominio amino-terminal aa74-230

aal-73

ominio de union a Media interacciones con proteinas del hospedero

—

Unién especifica con PDZbm
dominios PDZ 227-230 aa

Figura 2. Representacion esquematica de la estructura de la proteina NS1
de 1AV con sus dos dominios funcionales. Los ultimos cuatro aa (227-230) de

la proteina corresponden al motivo PDZbm. (Modificado de Hale, 2008).

La capacidad de NS1 de unir RNA y proteinas le permite afectar las
funciones celulares del hospedero de muy diversas maneras (Salomon,
2009). El dominio efector de NS1 tiene la capacidad de unirse a
diferentes proteinas mediante secuencias especificas (dominios)
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modificando asi su funciéon; por ejemplo, su interacciobn con la
subunidad reguladora p85 de la enzima PI3 cinasa (PI13K), induce la
activacion de ésta y con ello la activacion de vias antiapoptoéticas en
las células infectadas, lo que resulta en una eficiente replicacion viral
(Ehrhard, 2009).

Tras la exposicion inicial a 1AV, se activa el sistema inmune innato del
hospedero mediante la identificacion del virus por Receptores de
Reconocimiento de Patrones (PRR) entre estos, RIG-1 (gen inducible
por acido retinoico). El reconocimiento del RNA viral en el citoplasma,
mediado por RIG-I, induce la produccion de interferones (INF) tipo |
(a/B) y citocinas proinflamatorias via una cascada en la que participa
la proteina adaptadora MAVS, el factor de transcripcion IRF3 y NF-kB
(Davifia- Nufez, 2012).

Los IFN-I son citocinas con efectos autdcrinos y paracrinos que regulan
la expresion de mas de cien genes implicados en la actividad antiviral,
induciendo la sintesis de proteinas antivirales en células adyacentes,
las cuales se protegen del ataque del virus (Carswell, 1975). NS1 de
IAV es un potente inhibidor de la activaciéon de RIG-I, por lo que inhibe
la induccion de IFN-1 y en consecuencia se le considera un importante
factor de virulencia ya que permite el establecimiento de la infeccién.

(Davifa- Nufez, 2012).

1.3 Los motivos PDZbm: Estructura y funcidén

NS1 contiene un motivo de unién a dominios PDZ (PDZbm) (Figura 2).
Los motivos PDZbm corresponden con secuencias especificas en los
ultimos cuatro aminoéacidos en el extremo carboxilo terminal de las
proteinas que los poseen. Los motivos PDZbm han sido clasificados en

al menos tres diferentes clases: los clase | que corresponden con la



secuencia consenso X-S/T-X-V/L/1; los clase 1l siguen el patron X-O-
X-®; y los de clase Il tienen la secuencia consenso X-D/X-V, donde X
representa cualquier aa y ® representa un aa hidrofébico. Las
diferentes secuencias del PDZbm confieren diferentes especificidades
de union (Sheng, 2001).

El PDZbm se une de forma especifica con una estructura de 80 a 90
aa conocida como el dominio PDZ (acrénimo del inglés, Postsynaptic
density PSD-95, Disc-large DLG and Zonula Occludens Z0O-1) (Sheng,
2001). Los dominios PDZ se han encontrado en proteinas de bacterias,
plantas, levaduras, insectos y mamiferos (Ponting, 1997) y son
altamente conservados filogenéticamente tanto en estructura como en
funcién y se han identificado méas de 400 proteinas con dominios PDZ

en humanos (Sheng, 2001).

Las proteinas con dominios PDZ son proteinas de andamiaje que
organizan complejos supremoleculares que participan en diversas
funciones celulares como: sefalizacion, trafico vesicular,
establecimiento y mantenimiento de la polaridad celular, migracion
celular dirigida, entre muchos otros. La organizacion de estos
complejos se da por las interacciones entre el PDZbm de las proteinas
a organizar y los dominios PDZ en las proteinas de andamiaje (Sheng,
2001).

Las interacciones PDZ-dependientes son de gran relevancia en varios
procesos celulares y se sabe que algunas de estas interacciones son

blanco de agentes patdgenos, principalmente virales (Javier, 2011).



1.4 Los PDZbm de proteinas virales usurpan interacciones

PDZ-dependientes del hospedero

Muchos virus producen proteinas con PDZbm que usurpan
interacciones PDZ-dependientes del hospedero induciendo alteraciones
que favorecen la permanencia de dichos virus, entre estos, el virus del
papiloma humano (HPV), Adenovirus (Ad) y el virus linfotrépico de
células T humanas (HTLV) (Javier, 2011). Por ejemplo, de manera
normal en células epiteliales de mamifero, el segundo dominio PDZ de
la proteina Disc Large 1 (DLG1) interacciona con el PDZbm del supresor
de tumores Adenomatous Polyposis Coli (APC) (Figura 3). El complejo
APC-DLG1 mantiene la polaridad de la célula y regula negativamente
la progresion del ciclo celular desde Go/G1 a la fase S impidiendo asi
la proliferacion celular (Zhenyi, 2011). La proteina viral E6 de HPV
variedad 16 y 18, codifica un PDZbm que interfiere con esta interaccion
PDZ dependiente, induciendo la degradacion de DLG1 en el proteosoma
lo cual causa alteraciones en el ciclo celular, la polarizacion y
proliferacion de las células infectadas, promoviendo asi Ila

transformacion de dicha célula (Figura 3) (Javier, 2008).



Dlg de mamifero GUK == cooH

NH2

f——— [HPV16/18_E6)

PDZbm

APC de mamifero

2
/ 1 CycE/cdk2
B -catenina microtubulos /
\ Proliferacion
Figura 3. Se representa la proteina DLG1 con sus cinco dominios de
interacciéon proteina-proteina, tres PDZ, un SH3 y un GUK. El segundo
dominio PDZ de la proteina DLG1 interacciona con el PDZbm del supresor de
tumores Adenomatous Polyposis Coli (APC). La proteina viral E6 de HPV,

interfiere con esta interaccion PDZ dependiente. (Modificado de Humbert, P.
BioEssay, 2003).

En el caso de la proteina NS1 de 1AV, la secuencia especifica del PDZbm
puede variar entre cepas sin embargo, la mayoria de los virus H3N2 de
humano (95.73 %) expresan el PDZbm RSKV, mientras que en la
mayoria de los virus HIN1 de humano (88.81 %) el PDZbm es RSEV.
Por su parte, las proteinas NS1 del virus H5N1 de gripe aviar (76.93
%) tienen un PDZbm con la secuencia ESEV (Sevilla-Reyes, 2013).

Estas secuencias corresponden con el PDZbm de clase I, por lo que se
ha predicho que NS1 de virus humanos y aviares se unira a proteinas

con dominios PDZ sin embargo, la secuencia especifica del PDZbm



supone diferente especificidad o avidez de unién a estos dominios
(Sheng 2001; Tonikian 2008).

Mediante el uso de genética reversa, se generaron Virus isogénicos que
contenian una secuencia consenso ESEV o RSKV en su PDZbm, de esta
manera se demostré que el PDZbm humano y aviar son importantes
determinantes de virulencia, y que el PDZbm aviar induce una mayor

patologia que el PDZbm de virus humanos H1N1. (Jackson, 2008).

NS1 a travées de su PDZbm aviar ESEV, pued=s asociarse
especificamente con las proteinas PDZ Scribble, DLG1, Guanilato
cinasa asociada a la membrana con arreglo invertido (MAGI-1), MAGI-
2, y MAGI-3 (Golebiewski, 2011). La interaccion del PDZbm ESEV con
Scribble en células epiteliales infectadas inhibe la funcién proapoptaética

de Scribble y favorece la replicacion de 1AV (Liu, 2010).

También se ha reportado que la proteina PDIim2 (del inglés PDZ and
LIM domain protein 2) interacciona in vivo con NS1 mediante PDZbm
ESEV en células de mamifero. PDIim2 es expresada en células
epiteliales y linfocitos para regular negativamente NF-kB en estos
tejidos, sin embargo aun no se conoce la relevancia de su interacciéon

con NS1 (Yu, 2011).

La barrera epitelial es una importante defensa contra las infecciones
virales cuya integridad es mantenida por las proteinas de unidn
estrecha (Del inglés Tight junction). Durante una infeccién con 1AV, el
PDZbm ESEV interacciona con DLG1 y Scribble lo que desensambla las
TJ por la alteracidon de la localizacién de las proteinas, ZO-1 y Ocludina
y el decremento en la resistencia eléctrica transepitelial. La alteraciéon
de las TJ aumenta la permeabilidad de las células infectadas
permitiendo el acceso del virus en la célula y la diseminacion de la

infeccion en el hospedero (Golebiewski, 2011).



1.5 Mutegénesis dirigida como herramienta para generar
NS1 con diferentes PDZbm.

Hasta la fecha so6lo se han identificado algunas proteinas PDZ blancos
del PDZbm ESEV, sin embargo, aun no se han identificado proteinas
PDZ blancos de los PDZbm de virus humanos RSKV y RSEV. Debido a
que el PDZbm de NS1 de IAV es un determinante de virulencia, es de
suma importancia describir las interacciones del PDZbm con proteinas

con dominios PDZ aun no descritas.

En este trabajo se uso la técnica de mutagénesis dirigida, para generar
plasmidos que codifican la proteina NS1 del virus de referencia HIN1
de influenza A aislado en Puerto Rico en 1934 (A/PR/8/34) modificadas

exclusivamente en el PDZbm.

En la figura 4 se muestra la técnica de mutagénesis dirigida la cual
permite insertar mutaciones especificas en sitios determinados en una

cadena de DNA.



Sintesis de la cadena mutante

Accidn de ciclos térmicos para:

1) Desnaturalizar el DNA molde

2) Alinear los oligonucledtidos que contienen la

mutacion deseada
3) Extender los oligonucledtidos con DNA polimerasa
PfuUltra

Y
' T Digestion del DNA molde metilado y
' hemimetilado con Dpn |
s s

Transformacion de la molécula mutada en
células competentes

Figura 4. Método de mutagénesis dirigida del estuche comercial QuikChage
Il. Se muestran las cadenas sentido y antisentido del plasmido templado con
un circulo verde y amarillo respectivamente. Las flechas azul y roja
representan los oligonucledtidos sentido y antisentido que contienen la
mutacién deseada los cuales son complementarios entre si y a cada una de
las cadenas del plasmidos templado excepto en la mutacion disefiada. Estos
oligonucleétidos son elongados por medio de una polimerasa de alta fidelidad
para incorporar la mutacion deseada. El plasmido templado es comunmente
DNA aislado de bacterias, por lo que la enzima Dpn | que reconoce el DNA

metilado y hemimetilado es usada para su eliminacion.

El procedimiento utiliza un plasmido de DNA de doble cadena (dsDNA)
y dos oligonucledtidos sintéticos de 25 a 45 bases que contienen la
mutacion deseada. Los oligonucledtidos deben ser complementarios
entre si y a su vez complementarios a su cadena opuesta en el
plasmido templado, ademas deben tener una temperatura de fusion
(Tm) = 78 °C. La mutacion deseada debe estar presente en ambos
oligonucledtidos y flanqgueada por 10-15 bases complementarias a la

plantilla de DNA alrededor del sitio de la mutacién; se recomienda
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también que contengan dos o mas nucledtidos G o C en su extremo 5.
La mutacion puede ser un unico cambio de base, multiples cambios de
bases, deleciones o inserciones.

Una vez que el DNA molde se desnaturaliza por medio del aumento de
temperatura, los oligonucleétidos que contienen la mutacion deseada
deben hibridar con cada una de las cadenas de DNA desnaturalizado
(sentido y antisentido). Ambas cadenas se elogan usando una DNA
polimerasa de alta fidelidad, la cual incorpora la mutacion deseada al

DNA recién sintetizado.

El DNA usado como templado en las reacciones de mutagénesis,
generalmente es un plasmido aislado de bacterias. Este DNA tiene la
caracteristica de ser metilado. La endonucleasa Dpn | tiene como
blanco 5 -GmSATC-3"y es especifica para DNA metilado vy
hemimetilado por lo que es usada después de los ciclos de reaccidon de
mutagénesis para digerir el DNA templado. De esta forma, al eliminar
el DNA molde se enriquece el plasmido con la mutacion deseada, con
éste se transforman bacterias competentes las cuales captan el DNA
libre en el medio, el cual contiene la mutacién deseada (Figura 4)

(QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit).

Debido a que la proteina NS1 de IAV contiene un motivo PDZbm que
es un determinante de virulencia, la generacion de mutantes de NS1
con diferente especificidad en el PDZbm nos permitira analizar qué
proteinas del hospedero interaccionan con los diferentes PDZbm de
NS1 y conocer mas acerca de los mecanismos de patogenicidad del

Virus.
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2. Hipotesis

La modificacion de la secuencia PDZbm de NS1 de IAV para la
obtencion de las secuencias de virus humanos RSKV y RSEV, la
secuencia de virus aviares ESEV, asi como una secuencia AAAA que no
es un PDZbm y un codén de paro temprano STOP que genera una
proteina sin PDZbm, permitird investigar las interacciones PDZ-

dependientes de NS1 con proteinas PDZ del hospedero.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

e Realizar la mutagénesis dirigida del factor de virulencia NS1 de

IAV para generar cuatro mutantes en el motivo PDZbm.

3.2 Objetivos particulares

e Efectuar reacciones de mutagénesis dirigida con las parejas de

oligonucledtidos RSKV, ESEV, AAAA y STOP usando como DNA

templado el vector pCMVmycNS1_FL.

e Comprobar mediante reacciones de secuenciacion cada una de

las mutaciones obtenidas.

e Comprobar la expresion de la proteina NS1 de cada uno de los

mutantes.

e Caracterizar los mutantes por su interacciéon con Scribble.
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4. Metodologia

4.1 Plasmido y oligonucleétidos utilizados en la mutagénesis

dirigida

Se utilizé6 como templado el plasmido pCMVMyc_NS1FL que codifica la
proteina NS1 del virus de referencia A/PR/8/34, fusionada a una
etiqueta de myc en su extremo amino-terminal. Esta proteina NS1
contiene el PDZbm con la secuencia consenso de virus humanos RSEV

(Figura 5).

Proteina NS1

SV40 SD/SA
==

pCMV-Myc ")/ o MCS

38kb oy

poly A

pUC ori .

Figura 5. Plasmido templado pCMVMyc_NS1FL. Codifica el ORF de NS1 del

Ultimos cuatro aminoacidos
Codifican la secuencia
consenso RSEV del PDZbm

Amp"

(1134)

virus de referencia A/PR/8/34 con el PDZbm correspondiente a la secuencia

consenso de virus humanos RSEV.

Para disefar los oligonucledtidos usados en las reacciones de
mutagénesis, se obtuvo el ORF de NS1 del virus de referencia
A/PR/8/34 de la base de datos NCBI (NC_002020.1) que consta de 693
bases, los cambios se realizaron en el intervalo de las posiciones 679-

690, correspondientes al PDZbm de la proteina (Figura 6).
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ATGGATCCAAACACTGTGTCAAGCTTTCAGGTAGATTGCTTTCTTTGG
CATGTCCGCAAACGAGTTGCAGACCAAGAACTAGGTGATGCCCCATT
CCTTGATCGGCTTCGCCGAGATCAGAAATCCCTAAGAGGAAGGGGC
AGCACTCTTGGTCTGGACATCGAGACAGCCACACGTGCTGGAAAGC
AGATAGTGGAGCGGATTCTGAAAGAAGAATCCGATGAGGCACTTAA
AATGACCATGGCCTCTGTACCTGCGTCGCGTTACCTAACCGACATGAC
TCTTGAGGAAATGTCAAGGGAATGGTCCATGCTCATACCCAAGCAGA
AAGTGGCAGGCCCTCTTTGTATCAGAATGGACCAGGCGATCATGGAT
AAAAACATCATACTGAAAGCGAACTTCAGTGTGATTTTTGALCGGCE
GGAGACTCTAATATTGCTAAGGGCTTTCACCGAAGAGAGAGCAATTG
TTGGCGAAATTTCACCATTGCCTTCTCTTCCAGGACATACTGCIGAGG
ATGTCAAAAATGCAGTTGGAGTCCTCATCGGAGGACTTGAATGGAAT
GATAACACAGTTCGAGTCTCTGAAACTCTACAGAGATTCOCTTGGAG
AAGCAGTAATGAGAATGGGAGACGTCCACTCACTCCAAAACAGAAA
CGAGAAATGGCGGGAACAATTAGGTCAGAAGTTIGA X

693
RS E V

679 680 681 682 683 684 685 686 687 688 689 690
AGGTCAGAAGTT

Figura 6. Secuencia codificante de NS1 del virus referencia A/PR/8/34. Se

marca en verde el PDZbm de la proteina que corresponde con la secuencia

consenso RSEV y las posiciones correspondientes en dicha secuencia.

En la tabla 1 se muestran los cambios de nucledtidos en posiciones

especificas en la secuencia de NS1 de A/PR/8/34 requeridos para la

obtencién de cada uno de los mutantes en el PDZbm.

Disefio de las mutaciones para obtener

el respectivo PDZbm

PDZbm del Secuencia STOP AAAA ESEV RSKV
plasmido nucleotidica
molde (aa
227-230)
R AGG TAG GCG GAG --
S TCA -- GCA -- --
E GAA - GCA - AAA
V GTT -- GCT -- --

Tabla 1 . Posiciones y cambios realizados en la secuencia del plasmido molde

RSEV para la obtencion de cada uno de los mutantes.
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Para realizar la mutagénesis dirigida se disefiaron pares de
oligonucledtidos que contenian la mutacion deseada y que cumplieron
con los requerimientos del protocolo de mutagénesis (Ver apartado

1.5). Los oligonucledtidos se muestran en la tabla 2.

STOP Secuencias

Oligonucleétido 5'CGAGAAATGGCGGGAACAATTTAGTCAGAAGTTTGAAAGGG 3’
sentido

Oligonucleotido 5'CCCTTTCAAACTTCTGACTAAATTGTTCCCGCCATTTCTCG 3’
antisentido

AAAA

Oligonucleétido 5'-

sentido GAGAAATGGCGGGAACAATTGCGGCAGCAGCTTGAAAGGGCGAATTCGGTCG-
3

Oligonucledtido 5'-

antisentido CGACCGAATTCGCCCTTTCAAGCTGCTGCCGCAATTGTTCCCGCCATTTCTC-3'

RSKV

Oligonucledtido 5'-GCGGGAACAATTAGGTCAAAAGTTTGAAAGGGCGAAT-3'
sentido

Oligonucleétido 5'-ATTCGCCCTTTCAAACTTITTGACCTAATTGTTCCCGC-3'
antisentido

ESEV

Oligonucledtido 5'-CGAGAAATGGCGGGAACAATTGAGTCAGAAGTTTGAAAGGG-3'
sentido

Oligonucledtido 5'-CCCTTTCAAACTTCTGACTCAATTGTTCCCGCCATTTCTCG-3'
antisentido

Tabla 2. Oligonucleé6tidos empleados en cada una de las reacciones de
mutagénesis dirigida. En color azul se sefialan las bases que constituyen los

cambios en cada una de las secuencias.

4.2 Reacciones de mutagénesis dirigida

4. 2. 1 Progreso de la reaccion

Se  utilizé6 el estuche comercial QuikChange Il Site-Directed

Mutagénesis Kit de Agilent Technologies para mutagénesis dirigida.
Se montdé una reaccibn como control positivo de la mutagénesis

utilizando 10 ng del plasmido control pWhitescript, segun las

especificaciones del fabricante.
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Reaccion control 1 reaccion
Solucién de reaccion 10X 5 pL
Plasmido control 4.5kb (5 ng/ pL) 2 uL
Oligonucledtido control #1 (100 ng/uL) 1.25 pL
Oligonucledtido control #2 (100 ng /uL) | 1.25 pL
Mezcla de DNTPs 1puL
Agua 38.5 pL
DNA polimerasa HFDNA (2.5u/puL) 1pL

Se realizaron dos reacciones de mutagénesis por cada pareja de

oligonucledtidos, una con 10 y otra con 25 ng de oligonucledtidos de

acuerdo al protocolo sugerido por el fabricante.

1 reaccion
Solucién de reaccion 10X 5 pL
DNA templado (533 ng/ pL) 0.189 pL
Oligonucledtido sentido 10y 25 ng
Oligonucledtido antisentido 10y 25 ng
Mezcla de dNTPs 1puL

Agua

Lo que baste para 50 puL

DNA polimerasa HFDNA (2.5u/uL)

1pL

Las reacciones se introdujeron en el termociclador con el siguiente

esquema de amplificacion:

Pasos | Ciclos | Temperatura | Tiempo
1 1 95 °C 30 segundos
2 18 95 °C 30 segundos
55° C 1 minuto
68 °C 5 minutos
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Concluidos los ciclos, se agregé 1 pL de Dpn | a cada reacciéon y se

introdujeron nuevamente en el termociclador con el siguiente

esquema:
Pasos 1 ciclo
1 37 °C 60 minutos
2 4°C 00

4.2.2 Transformacion de células competentes

Se transformaron 50 pL de células competentes (XL-1 Super Blue)
utilizando 1 pL de cada una de las reacciones de mutagénesis dirigida,
de la siguiente manera: Una vez descongeladas, las bacterias
competentes se mezclaron con el DNA de cada una de las reacciones
de mutagénesis y se incubaron en hielo durante 5 minutos. Se dio un
choque térmico a 42 °C durante 30 segundos y se colocaron

nuevamente en hielo por 2 minutos.

Se agreg6 medio S.0.C (500pL) a cada uno de los tubos y se incubaron
durante 1 hora a 37 ©C con agitacion de 225-250 rpm.

En diferentes placas de agar con ampicilina como antibiético de
selecciéon, se plaquearon 250uL de cada uno de los cultivos y se
incubaron a 37 ©C por 16 horas. Sélo para la reaccion control se
extendié IPTG 10mM (100 pL) y Xgal al 2% (100uL) sobre las placas
para seleccion de colonias azules y blancas. Las placas se incubaron

todas la noche.

4.2.3 Purificacion del plasmido

Se picaron 5 colonias de cada reaccion de mutagénesis dirigida y cada

una se inoculé en 3 mL de medio LB liquido con ampicilina (10
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pg/pL). Se incubaron a 37 ©C con agitacion a 250 rpm durante 16

horas.

Se utiliz6 un estuche comercial de Invitrogen (K2100-10) para la

purificacion del DNA plasmidico por centrifugacion.

Se tomaron 2mL de cada uno de los cultivos anteriores y se colocaron
en microtubos. Se centrifugaron a 10000 rpm durante 10 minutos para

obtener el paquete bacteriano.

Se elimindé el sobrenadante y se agregaron 250 pL de solucién de
resuspension (R3) para resuspender el botdn bacteriano y las células
se lisaron con 250 pL de solucion de lisis (L7). Se mezclé gentilmente
por inversion y se incub6 a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Se afadieron 350 pL de solucion de precipitacion (N4), se mezclo por
inversion y se centrifugo el lisado a 14000 rpm durante 10 minutos.

El sobrenadante se cargdé en una columna que se centrifugé a 12000
rom durante 1 minuto para unir el DNA a la resina contenida en la
columna. Se eliminé el sobrenadante y se lavé la columna con 700 pL
de solucion de lavado (W9, adicionada con etanol). Se centrifugé a
14000 rpm durante 1 minuto, se descartd el sobrenadante y se repiti6

la centrifugacion.

Se adicion6 35 pL de agua estéril y se incub6 a temperatura ambiente
durante 1 minuto. Se centrifugé a 14000 rpm durante 2 minutos para
eluir el DNA que se cuantific6 mediante espectrofotometria.

El plasmido aislado se almacen6 a -20°C.
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4.3 Comprobacion de la mutagénesis mediante secuenciacion.

Se realiz6é la secuenciacion de los mutantes obtenidos mediante el
meétodo de Sanger en la unidad de Biologia Molecular del Instituto de

Fisiologia Celular de la UNAM.

El oligonucledtido empleado para secuenciar y verificar las mutaciones
fue:

Oligonucledtido pCMV Myc rev:
5'-GATCCGAAAAAACCTCCCACACCTCC-3'

Este oligonucledtido es una secuencia complementaria al vector de
clonacion rio abajo del ORF de NS1 (Figura 5). Durante la

secuenciacion, la cadena sintetizada es la reversa complementaria.

4.4 Comprobacion de la expresion de los mutantes

4.4.1 Cultivo de células HelLa

Se descongel6é una alicuota de células HelLa criopreservadas con
anterioridad. Las células se cultivaron en botellas T-75 con medio
DMEM (LONZA, Walkersville, MD USA) completo adicionado con 10%
de suero fetal bovino (SFB), glutamina 200 mM, penicilina 100U/mL y
estreptomicina 100pug/mL (medio DMEM completo) a 37 °C y 5% de
CO2. Cuando las células alcanzaron un 100% de confluencia, se
lavaron con solucién salina amortiguadora de fosfatos (PBS) y se les
afadioé tripsina (0.25 %; LONZA, Walkersiville, MD USA) que permite
separar las células de su soporte de cultivo. El cultivo se resuspendi6
en medio DMEM completo. Las células se sembraron a una confluencia
aproximadamente del 40% en placas de 6 pozos con 4 mL de medio

DMEM completo por pozo y se incubaron a 37 °C y 5% de CO2. A las
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24 horas se tenian los pozos al 80% de confluencia listos para su

transfeccion.

4.4.2 Transfeccion de células HelLa

Se utilizoé el reactivo para transfeccion, TurboFect (Thermo Scientific).
Para cada transfeccion se prepard una mezcla con 400 pL de medio de
DMEM sin suero y 4 ug de cada uno de los plasmido, STOP, AAAA,
RSKV, ESEV plasmido templado pCMVMyc NS1FL (NS1FL) o el

plasmido vacio (Myc).

El TurboFect se agité en el vortex y se afladié 6 pL a cada mezcla de

plasmido y se incubd 15 minutos a temperatura ambiente.

Se tomo la placa de 6 pozos al 80% de confluencia y se le afiadié gota
a gota una mezcla diferente a cada pozo, la placa se incubé a 37°C y

5% de CO2 durante 24 horas.

4.4.3 Extraccion y cuantificacion de proteina

A las 24 horas de la transfeccion, se recolectaron las células HelLa de
cada pozo mediante un tratamiento con tripsina. Se obtuvieron 6
botones celulares que se lisaron con 200 puL de amortiguador RIPA
(Sigma) con 1% de inhibidor de proteasas (Amersham) y se incubaron
durante 15 minutos en hielo. Se centrifugaron a 15000 rpm durante

15 minutos a 4°cC.

Se recolectd el sobrenadante y se cuantificé la proteina total en cada
uno de los lisados con un estuche de cuantificacion de proteinas (DC
Protein Assay - Bio-Rad) de acuerdo al protocolo del fabricante. Se
realizé la curva de calibracion con albumina sérica bovina (BSA). Se

agreg6 amortiguador de carga (Laemmil buffer Bio Rad) en dilucion
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1:2. Las muestras se incubaron a 95°C durante 5 minutos y se

almacenaron a -20 °©C hasta su uso.

4.4.4 Electroforesis, electrotransferencia e inmunodeteccion
(Western Blot - WB)

Se realizé una electroforesis para separar las proteinas del lisado total
por peso molecular en condiciones desnaturalizantes. Se hicieron dos
geles de poliacrilamida al 12% y se cargaron 20 pg de proteina total
de cada una de las muestras por pozo. La separacion se realizd con
una solucion amortiguadora de corrida 1X aplicando un voltaje

constante (90V) durante aproximadamente 2 horas.

Las proteinas separadas en los geles se transfirieron a dos membranas
de nitrocelulosa (Supported Nitrocellulose Membrane - Bio Rad), en
presencia de una soluciobn amortiguadora de transferencia 1X,

aplicando un voltaje constante de 100V durante 1 hora.

Las membranas se bloguearon con una solucién salina amortiguadora
tris (TBS) 1X con 5% de leche durante 1 hora. Se realizaron 3 lavados
de 10 minutos cada uno con una solucion salina amortiguadora tris con
tween 20 (TBS-T). Una de las membranas se incubd con el anticuerpo
primario anti-myc (cell signaling 1:1000) y la otra con anti-B-actina
(donado por el Dr. Manuel Hernandez Hernandez del Departamento de
Biologia Celular del CINVESTAV unidad Zacatenco) en TBS-T con leche

al 1% durante 1 hora. Se lavaron 3 veces con TBS-T.

Se incubaron con un anticuerpo secundario anti-ratén acoplado a
peroxidasa (HRP) (cell signaling 1:3000) en TBS-T con leche al 1%
durante 1 hora y se lavo 3 veces con TBS-T.

Se realiz6 el revelado de las membranas por quimioluminiscencia en
un fotodocumentador Bio Rad con un reactivo luminol (Millipore

Immobilon Western Chemiluminescent HRP).
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4.5 Caracterizacion de los mutantes por inmunoprecipitacion

Se transfectaron células HelLa con los diferentes mutantes como en el
apartado anterior. Se obtuvieron los botones celulares y se lisaron con
solucion de lisis NP40 (con 1% de inhibidor de proteasas y 1% de
inhibidor de fosfatasas). Se cuantificO proteina total como en el

apartado anterior.

Se incubaron 200pg de proteina de cada muestra con 5uL de
anticuerpo anti-myc (cell signaling) a 4°C durante toda la noche (ON)
con rotacion constante. Se afadieron 20 uL de perlas de sepharosa-
proteina G (Santa Cruz) bloqueada con BSA a cada uno de los tubos y
se incubaron a 4°C durante 2 horas con rotacion constante. Se hicieron
5 lavados con solucién de lisis por centrifugaciéon a 1600 rpm durante
1 minuto cada vez y quitando el sobrenadante sin perturbar el paquete
de perlas, se realiz6 un ultimo lavado con solucion de PBS al 1X. Se
quité el sobrenadante, se agregé amortiguador de carga Laemmil
(Laemmli Sample Buffer — Bio Rad ) y se centrifugdb a velocidad
maxima. Las muestras se incubaron a 95°C durante 5 minutos y se

almacenaron a -20 °C.

Se realizé una electroforesis, electrotransferencia e inmunodeteccion
de dos membranas. Una de las membranas se incubé con un
anticuerpo anti-myc (cell signaling 1:1000) durante 1 hora y con un
anticuerpo secundario anti-raton (cell signaling 1:3000), mientras que
la otra membrana fue incubada con un anti- Scribble (cell signaling
1:1000) y con un anticuerpo secundario anti-conejo (cell signaling
1:3000) durante 1 hora y posteriormente se lavaron 3 veces con TBS-

T. Las membranas fueron reveladas.
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5. Resultados y discusion

5.1 Generacion de los mutantes y obtencion de los plasmidos

Las reacciones de mutagénesis dirigida se utilizaron para transformar
células competentes XL-1 Super Blue, para después obtener el

plasmido purificado.

En la transformacion de células competentes, cada uno de los
plasmidos que contienen las secuencias con las mutaciones deseadas
se introducen en las bacterias tratadas para ser especialmente
permeables a la entrada de plasmidos. Esta permeabilidad se debe a
alteraciones que sufre la membrana celular cuando las bacterias son
colocadas en soluciones de CaCl. (Cloruro de Calcio) que por
mecanismos desconocidos favorece la absorcion y captacion de DNA
exégeno (Bruce, 1978). Cuando la mezcla de plasmido mutegenizado-
bacterias se somete a choque térmico, se facilita la entrada de

plasmidos a las células.

En la reaccion control del estuche QuikChange Il Site-Directed
Mutagénesis, se emplea el plasmido fue pWhitescript, éste es usado
para verificar la eficiencia de la reaccion de mutagénesis. Este plasmido
contiene un coddén STOP (TAA) en el gen de la B-galactosidasa (B-gal).
Los oligonucledtidos control estan disefiados para inducir una mutacion
puntual que cambia la T del condén STOP por una C, lo que da lugar al
codon CAA de la glutamina y restituye el ORF de B-gal, por lo que en
las bacterias transformadas se da lugar a la expresion del gen de la -

gal.

El IPTG es un inductor de B-gal mientras que X-gal es un sustrato que
puede ser hidrolizado por esta enzima produciendo un compuesto azul

insoluble. Las bacterias que fueron transformadas con la reaccion
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control de la mutagénesis adquirieron un genotipo B-gal positivo dando
lugar a un fenotipo de color azul en un medio que contiene IPTG y X-
gal (Tabla 3).

Esto indica que el estuche utilizado es eficiente en la generacion de

plasmidos mutagenizados.

El plasmido templado usado en las reacciones de mutagénesis dirigida,
pCMVMyc NS1FL (Figura 3), carece del gen B-gal pero si codifica un
gen de resistencia a ampicilina. Las bacterias que fueron capaces de
adquirir el plasmido del medio, crecieron en un medio adicionado con
ampicilina (Tabla 3), sin embargo, para saber si el plasmido captado
es el que tiene la mutacion deseada es necesaria la comprobacion de

la mutagénesis por secuenciacion.

Plasmido

Crecimiento de colonias azules (medio de

crecimiento adicionado con IPTG y X-gal)

pWhitescript (plasmido control del estuche
QuikChange)

+++

Crecimiento de colonias (medio de crecimiento

adicionado con ampicilina)

STOP ot
AAAA ++

RSKV ot
ESEV o+

Tabla 3. Crecimiento de colonias azules en un medio adicionado con IPTG y
X-gal en la reaccion control, indica que el estuche utilizado es eficiente en la
generacion de plasmido mutante. Crecimiento de colonias en medio
adicionado con ampicilina indica que las células fueron transformadas con
cada uno de los plasmidos. +++ Crecimiento abundante (300-100 colonias).
++ Buen crecimiento (entre 100 y 50 colonias). + Poco crecimiento (menos

de 50 colonias).
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Una vez obtenido el plasmido purificado, se cuantific6 mediante
espectrofotometria (Tabla 4). Los nucledtidos, RNA, ssDNA y dsDNA
absorben luz UV a 260 nm. La relacion de absorbancia a 260 y 280 nm
se utiliza para evaluar la pureza de DNA. Un valor de 1.8 es
generalmente aceptado como un “"DNA puro”, si la relaciéon es inferior
puede indicar la presencia de proteinas. Los valores de la relacion de
absorbancia 260 y 230 nm comunmente son observados en el intervalo
de 2.0-2.2. Si la proporcion es inferior, indica la presencia de

contaminantes como solventes (Nanodrop Technologies, 2007).

En la tabla 4 se muestra la concentracion de cada uno de los plasmidos
asi como los indices 230/260 y 260/280. Se puede apreciar que los
plasmidos aislados cumplen con la caracteristica de ser un DNA “puro”
y libre de contaminantes como solventes, lo cual sera importante ya
que en una reaccion de secuenciacion, la calidad de los datos obtenidos
depende en gran medida de la pureza y correcta cuantificacion de las

muestras de DNA analizadas.
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Plasmido Colonia Cuantificacion | Indice Indice
namero (ng/uL) 230/260 260/280
STOP 1 136.2 2.27 1.90
2 183.3 2.30 1.91
3 471.5 2.28 1.85
4 373.4 2.26 1.85
5 531.6 2.27 1.83
AAAA 1 384.4 2.30 1.86
2 572.4 2.26 1.81
3 473.3 2.25 1.84
4 426.6 2.26 1.84
5 483.9 2.26 1.81
RSKV 1 538.0 2.25 1.85
2 286.4 2.25 1.85
3 472.2 2.28 1.84
4 453.1 2.26 1.83
5 563.3 2.23 1.83
ESEV 1 478.3 2.28 1.85
2 381.9 2.26 1.84
3 436.4 2.29 1.84
4 478.6 2.25 1.82
5 495.9 2.25 1.83

Tabla 4. Cuantificacion e indices 230/260 y 260/280 de cada una de las cinco

colonias de las reacciones de mutagénesis.
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5.2 Caracterizacion de los mutantes

5.2.1 Secuenciacion

Los plasmidos obtenidos de las cinco colonias de cada una de las
reacciones de mutagénesis se analizaron mediante el método de
secuenciacion de Sanger en la unidad de Biologia Molecular del

Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

El método de Sanger emplea una DNA polimerasa que copia la cadena
molde ssDNA en presencia de el oligonucle6tido pCMV Myc rev (ver
metodologia 4.2), junto con una mezcla de reaccidon que contiene
desoxinucledtidos (ANTP) y didesoxinucledtidos (ddNTP). Se llevan a
cabo cuatro reacciones en paralelo, cada una de las cuales contiene un
ddNTP con un marcador fluorescente (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP).
La DNA polimerasa es capaz de incorporar el ddNTP correspondiente
en la cadena que se sintetiza, pero como éste carece de extremo 3'-
OH, la enzima es incapaz de unirle el siguiente nucle6tido y por
consiguiente la reacciéon termina. En cada uno de los tubos se
produciran cadenas de DNA de distintas longitudes, terminando todas
en el lugar en el que se incorporé el correspondiente ddNTP (Sanger,

1977).

Los fragmentos de DNA marcados con colorantes se separan con base
en su tamano por electroforesis capilar y se leen utilizando un sistema
Optico. Esta lectura se traduce en un electroferograma en el cudl se
representa la base correspondiente a cada posicion de la cadena de
DNA.

Mediante el programa MEGAG6 se analizaron las secuencias obtenidas.
La secuencia obtenida corresponde con la secuencia antisentido dado

el disefio del oligonucleétido para la secuenciacion, por lo que fue
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necesario obtener la secuencia reversa complementaria para poder

analizar los resultados (ver metodologia 4.2).

En la figura 7 se muestra el electroferograma del mutante STOP. El
codon de paro temprano introducido en la mutagénesis esta codificado
por la secuencia de nucledtidos TAG en la posicion 679-681, lo que
impedira la traducciéon del PDZbm.

Los aminoacidos codificados por cada codon estan marcados debajo de

la secuencia de nucledtidos.
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Figura 7. Electroferograma de la secuencia STOP generada por la
introduccion de un coddn TAG en la posicion 679-681 del ORF de la proteina
NS1 de IAV.

El siguiente electroferograma (Figura 8) muestra la secuencia del
mutante AAAA. Se pueden observar que la mutagénesis se llevo a cabo
adecuadamente y gener6 cuatro codones que codifican alanina, esta

secuencia no corresponde a un PDZbm.
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Figura 8. Electroferograma de la secuencia AAAA en el PDZbm de NS1 de
IAV. El codén 227 se mutd de AGG a GCG, el 228 de TCA a GCA, el 229 de
GAA a GCA y el 230 de GTT a GCT. Estos cuatro codones correspondientes a

los aa 679-690 los cuales codifican alanina.

El siguiente electroferograma corresponde a la reaccion de

mutagénesis para la generacion de la secuencia RSKV de virus
humanos H3N2 (Figura 9).
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Figura 9. Electroferograma de la secuencia RSKV en el PDZbm de NS1 de
IAV. El codon 229 se mut6 de GAA a AAA.
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A continuacion se muestra el electroferograma correspondiente a la
secuencia con la mutacion ESEV, el PDZbm de los virus aviares (Figura
10).
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Figura 10. Electroferograma de la secuencia ESEV en el PDZbm de NS1 de
IAV. El codén 227 se mutd de AGG a GAG.

Posteriormente se realiz6 un alineamiento con MEGA6 para poder
comparar las diferentes secuencias obtenidas y comprobar que sélo
ocurrieron los cambios deseados (Tabla 1) y el resto de la secuencia

permanecio idéntica entre los mutanes (Figura 11).

NSIFLAAA AA
STOFP/AAA Al A
AAAA/BA A A
RS«V/FAA AA
ESEV/AAA AA

Figura 11. Alineamiento de las secuencias mutantes generadas

La comprobacion de las secuencias mutantes obtenidas, da cuenta del

resultado exitoso en la reacciones de mutagénesis y garantiza la
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confiabilidad de los datos que se obtendran al analizar las interacciones

PDZ-dependientes de NS1 en proteinas de humano.

5.2.2 Expresion de las proteinas NS1 mutantes

Para comprobar la expresion de los diferentes mutantes de la proteina
NS1, se transfectd cada uno de los plasmidos mutantes en células
HelLa. La transfeccion se realizd con el reactivo turboFect, el
procedimiento se basa en la formacion de complejos de lipidos
cationicos con el DNA. Estos complejos protegen al DNA de la
degradacion y facilitan el suministro eficiente del plasmido en las

células eucariontas (Life Technologies, 2015).

Se extrajeron las proteinas totales de los cultivos previamente
transfectados y fueron cuantificadas mediante un ensayo colorimétrico
(Tabla 5). La cuantificacibn es importante para asegurar que la
cantidad de muestra usada en los ensayos de WB sea la misma, ya que
de esta manera se puede comparar el nivel de expresion de las

proteinas de cada uno de los mutantes.

Proteinas totales obtenidas de Ilas células | Concentracion (ug/uL)
transfectadas con cada uno de los plasmidos

STOP 1.4229

AAAA 0.9146

RSKV 0.8396

ESEV 1.0109

NS1FL 0.0954

Myc 1.0354

Tabla 5. Cuantificacién de las proteinas totales obtenidas de la lisis de las

células HelLa 24h después de ser transfectadas con cada uno de los plasmidos.

32



En el ensayo de WB detectamos la expresion de los mutantes de la
proteina NS1 mediante el reconocimiento de la etiqueta de myc a la
que estan fusionadas las proteinas. Se utiliz6 un anticuerpo primario
anti-myc hecho en raton y el anticuerpo secundario usado fue un anti-
raton acoplado a HRP que degrada el luminol produciendo emision de

fotones que pueden ser detectados dando lugar a una sefal visible.

En la figura 12 se muestran las bandas reveladas por
quimioluminiscencia. En el carril marcado como NS1FL se observa la
expresion de la proteina NS1 con PDZbm RSEV correspondiente al ORF
de NS1 del virus de referencia A/PR/8/34 cuyo plasmido se usé como
templado para la generacion de los mutantes, dicho carril fue usado
como control positivo. En el caso del carril marcado como Myc, la banda
no pudo ser visualizada ya que, debido a su peso molecular, no se
retiene en el gel de electroforesis, dicho carril fue tomado como control
negativo del experimento pues en este no debe observarse la banda
de 27 kDa.

Como se puede apreciar, en las células transfectadas con cada uno de
los plasmidos que contienen las secuencias mutantes STOP, AAAA
RSKV o ESEV, se expres6 adecuadamente la correspondiente proteina
NS1 mutada fusionada a la etiqueta de myc que tiene un peso

aproximado de 27 kDa (Hale, 2008).

La expresion de B-actina de 42 kDa (Romero- Calvo, 2010) fue usada
como control de carga ya que esta proteina se expresa normalmente
en las células Hela. La deteccién de B—-actina nos asegura que en todos
los carriles se cargdé aproximadamente la misma cantidad de proteina
y nos confirma que en el control negativo no se observa una banda en
el WB revelado con anti-myc debido a la falta de expresion de NS1 y

no por la ausencia de muestra, lo cual valida el experimento.
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Figura 12. Expresion de cada uno de los mutantes revelados con anti- myc
y control de carga revelado con anti- 3— actina. En cada carril se cargaron 20

Mg de proteina total

Los resultados de WB revelan que el nivel de expresion de la proteina
NS1 en cada uno de los mutantes es similar, por lo que cuando se
realicen los ensayos funcionales, las diferencias observadas se deberan
a la especificidad del PDZbm y no a una diferencia en el nivel de

expresion de las proteinas mutantes.

5.2.3 Inmunoprecipitacion

Mediante un ensayo de IP se precipita una proteina a partir de una
mezcla en solucién, utilizando un anticuerpo que se une
especificamente a un antigeno de la proteina de interés. En condiciones
de baja astringencia la proteina de interés aislada puede revelar su
interaccion especifica con otras proteinas que vienen asociadas a ésta
en un mismo complejo, lo cual se puede analizar mediante un ensayo
de WB (Kuo, 1999). Realizamos ente ensayo para inmunoprecipitar

NS1 usando un anticuerpo anti- myc.
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Las células HelLa expresan la proteina PDZ Scribble, por ello esta linea
celular se utilizé para transfectar los mutantes y buscar la interaccion

de las proteinas NS1 con Scribble.

Se transfectaron células HelLa con los diferentes mutantes como en el

experimento anterior e igualmente se cuantifico la proteina total en los

lisados usando el mismo método.

Proteinas totales obtenidas de las células

transfectadas con cada uno de los plasmidos

Concentracion (ug/pL)

STOP 1.24
AAAA 1.57
RSKV 1.46
ESEV 1.27
NS1FL 1.59
Myc 1.98

Tabla 6. Cuantificacion de las proteinas totales obtenidas de la lisis de las

células HelLa 24h después de ser transfectadas con cada uno de los plasmidos.

En la Figura 13 podemos observar los resultados de la IP. En la
membrana revelada con el anticuerpo anti- myc, se observan las
bandas a la altura de 27KDa correspondientes a las proteinas NS1
fusionadas a myc lo que indica que la IP fue exitosa. Ademas de la
banda correspondiente a NS1, se observa una banda adicional de
menor tamano (25 kDa), esta banda pudo ser detectada debido a que
el anticuerpo wusado para revelar el WB y el usado para
inmunoprecipitar estan hechos en ratén, adicional a esto, el anticuerpo
secundario es capaz detectar la cadena pesada (55 kDa) y la ligera (25
kDa), esta ultima al ser conservada en todos los anticuerpos logré ser

detectada en ambos anticuerpos.
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En la segunda membrana se realiz6 una inmunodeteccion con un
anticuerpo anti-scribble para detectar la asociacion de ésta a la
proteina NS1 inmunoprecipitada. En la figura 13 se observa la banda
que corresponde a la proteina Scribble enddgena asociada s6lo a la a
la proteina NS1 con el PDZbm de los virus aviares ESEV, de acuerdo a

lo publicado por Liu en 2010.
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Figura 13. IP de cada uno de los mutantes. En el panel inferior se muestra
la membrana revelada con anti-myc en la que se observa la expresion de las
proteinas NS1 y la cadena ligera del anticuerpo usado en la IP. En el panel
superior se observa una banda correspondiente a la proteina Scribble

asociada a la proteina NS1 con el PDZbm ESEV.

Estos resultados nos confirma que las secuencias mutantes generadas
son funcionales, es decir, los cambios generados por mutagénesis
dirigida reproducen la interaccion entre el PDZbm ESEV con Scribble
reportada por Liu en 2010. Por lo tanto los mutantes generados son
adecuados para el estudio de las interacciones de las diferentes
secuencias consenso del PDZbm y sus especificidades con las proteinas

PDZ.
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Los dominios PDZ son dominios de interaccidon proteina-proteina
presentes en proteinas adaptadoras capaces de ensamblar complejos
multiproteicos en sitios subcelulares especificos coordinando asi
procesos tan importantes como: mantenimiento de la polaridad y
morfologia celular, trafico vesicular, coordinacion de la sefalizaciéon
intracelular, entre otros. La organizacion de estos complejos se da por
las interacciones entre el PDZbm de las proteinas a organizar y los
dominios PDZ en las proteinas de andamiaje (Sheng, 2001). Muchos
patdégenos, principalmente virales, producen proteinas con PDZbm que
pueden usurpar interacciones PDZ-dependientes del hospedero,
induciendo alteraciones que favorecen la permanencia de dichos

patégenos (Javier, 2011).

La proteina NS1 de IAV tiene un motivo PDZbm, la secuencia especifica
del PDZbm supone diferente especificidad o avidez de unidén a estos
dominios (Sheng 2000; Tonikian 2008). En este trabajo generamos
mutantes de NS1 con diferentes secuencias en su PDZbm lo que es
fundamental para estudiar las interacciones que establece NS1 a través
de su PDZbm con proteinas humanas y cémo afectan estas

interacciones la funcion de éstas células.
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6. Conclusiones

v La mutagénesis dirigida es una técnica muy poderosa mediante
la cual generamos cuatro mutantes en el motivo PDZbm del factor de

virulencia NS1 del virus de influenza A.

v La caracterizacion de los mutantes por secuenciacion, expresion
e inmunoprecipitacion nos confirma que estas construcciones pueden
ser usadas en la busqueda de proteinas PDZ humanos blanco de

influenza A, asi como en analisis funcionales de dichas interacciones.
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e Composicion de amortiguadores

Apéndice

Solucién amortiguadora de corrida | 1X 10X
Tris base 3.0g 30 g
Glicina 1.44 g 14.4 g
SDS 1.0g 10 g
Agua desionizada 1L | 1L
Ajustar el pH a 8.3
Solucién amortiguadora de | 1X 10X
transferencia
Tris base 3.0 g 30 g
Glicina 14.4 g 144 g
Metanol 20 % 20 %
SDS 1.0 g 10 g
Agua desionizada 1L |1 L
Ajustar el pH a 8.3
TBS 10 X 1X
Tris base 2.423 g 0.2423 g
NaCl 29.22 g 2.922 g
Agua desionizada 1L |1 L
AjustarelpH a 7.4
TBS-T 10 X 1X
Tris base 2.423 g 0.2423 g
NaCl 29.22 g 2.922 g
Agua desionizada 1L |1 L
0.1 % Tween 20 0.1 % Tween 20
Ajustar pHa 7.4
PBS 10 X 1X
NaCl 8.0 g NaCl .800 g
KCI 0.20 g KCI 0.020 g

Na2HPO4 1.44 g

Na2HPO4 0.144 g

KH2PO4 0.24 g

KH2PO4 0.024 g

Agua desionizada 1L

Agua desionizada 1L

AjustarelpHa 7.4

Ajustar el pH a 7.4
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