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RESUMEN

Uno de los campos de investigacion que mas ha crecido en las ultimas décadas son
los trabajos con las particulas tipo virus, o VLPs por sus siglas en inglés, las cuales
han generado gran interés debido al éxito que tienen los virus como vectores de
entrega de material genético a otros organismos. Las VLPs son estructuralmente
idénticas a un virus infeccioso. Se diferencian por ser estructuras huecas, las cuales
solo estan conformadas por las proteinas de la capside, pero no contienen el
material genético del virus. Desde el punto de vista de la biologia sintética, las VLPs
se consideran como nanocontenedores con capacidad para encapsular
biomoléculas o nanomateriales sintéticos. Es asi que los virus se utilizan como
moldes para el disefio y la fabricacion de nanoparticulas funcionales, las cuales, al
tener como base esta estructura viral disefiada y perfeccionada por procesos
evolutivos, presentan caracteristicas robustas, que de otro modo serian dificiles de

obtener en construcciones sintéticas.

Uno de los virus utilizados frecuentemente para la experimentacion con sistemas
basados en VLPs, es el eritroparvovirus B19, el cual, al ser un virus de interés
clinico, ha sido bastante estudiado. Su capside tiene una estructura icosaédrica
formada por 60 subunidades, de las cuales el 95% corresponde a la proteina viral 2
(VP2; 58 kDa), mientras que el 5% restante corresponde a la proteina viral 1 (VP1,;
83 kDa). Al igual que en otros representantes de la familia Parvovirinae, la proteina
VP1 consiste de la secuencia completa de VP2 mas una regién adicional en su
extremo amino terminal, conocida como regién Unica, la cual tiene 227 amino&cidos.
Esta region anica, al igual que el extremo amino terminal de la proteina VP2, puede
estar expuesta en la superficie de las VLPs dando lugar a la presentacion de
moléculas heterdlogas en su superficie. Esta estrategia de presentacion de
proteinas en la superficie de las VLPs esta limitada por la capacidad de dichas
moléculas de coplegarse con la proteina VP2 y retener su capacidad de
autoensamble en VLPs. En algunos casos se han utilizado interacciones no
covalentes para lograr la conjugacion de elementos heterdlogos con las VLPs. Sin
embargo, esta estrategia tiene sus propias limitaciones fisicoquimicas, como son la
constante de disociacion de estos elementos al equilibrio y cdmo se comportarian

de forma dindmica en un sistema natural.



La finalidad de este proyecto es disefiar una capside derivada del eritroparvovirus
B19, a la cual se le puedan unir otras proteinas de manera covalente, especifica y
con una interaccién que se pueda dar en un amplio intervalo de condiciones. En
estudios previos se ha observado que la fusion genética de un péptido a la proteina
VP2 tiene la ventaja de no de alterar de manera significativa la funcién y la
estructura de esta. Es asi que el sistema de interaccion SpyTag-SpyCatcher
representa una excelente herramienta para la funcionalizacion de las VLPs. Este
sistema esta compuesto por un péptido corto (SpyTag), el cual forma un enlace
isopeptidico al encontrarse con su proteina complementaria (SpyCatcher). Este
sistema de interaccion péptido-proteina es una herramienta simple y poderosa para
la bioconjugacién y la extension de las aplicaciones que se le puedan dar a las
VLPs. En este trabajo, se fusion6 el péptido SpyTag al extremo N-terminal de la
proteina VP2 y se estudio la competencia de esta proteina para ensamblar VLPs,
asi como la competencia del SpyTag para acoplarse a su contraparte, el

SpyCatcher.



1. INTRODUCCION

1.1 La biologia sintética y los virus

En los udltimos afios, el desarrollo de nuevas técnicas en las areas de la biologia
sintética y la nanobiotecnologia han permitido generar grandes avances en otras
areas de investigacion cientifica, ya que estas se han visto como herramientas
versatiles que nos permiten afrontar las problematicas actuales de una mejor
manera. Por un lado tenemos a la biologia sintética, que se enfoca en el disefio y
construccion de nuevas biomoléculas, como enzimas, material genético, células o el
redisefio de sistemas biolégicos ya existentes (Keasling, 2005); por otro lado, la
nanobiotecnologia funciona como un complemento de la biologia sintética, el cual
nos permite experimentar y aplicar estos sistemas o0 estructuras de escala
nanomeétrica en campos como la medicina, la quimica, la biologia e incluso la
industria (Maine et al., 2014).

Lo que distingue a estas areas de investigacion de las demas, es que se enfocan en
el disefio y construccién de nuevos componentes centrales (DNA, RNA o proteinas)
a partir de sistemas biologicos preexistentes, los cuales pueden ser modelados,
comprendidos y disefiados para ajustarse a un criterio de funcionamiento especifico.
Esto, a su vez, permite el ensamblaje de componentes pequefios en sistemas
integrados de mayor tamafio y complejidad que ayuden a resolver problemas
especificos. Desafortunadamente, al provenir de sistemas bioldgicos, tenemos la
complicacion de que estos no tienen un comportamiento lineal y son poco
predecibles. Por esta razén, se sigue buscando comprender de mejor forma las
interacciones de todas sus partes en sistemas interconectados de mayor
complejidad. En consecuencia, es necesario organizar la enorme cantidad de
detalles fisicos, quimicos y biol6égicos a través de un conjunto de reglas de disefio
gue regulen la informacion y ayuden a controlar la complejidad de los sistemas
(Keasling, 2005).



Los virus son un modelo de estudio que ha generado un creciente interés para estas
areas en los Ultimos afos. Esto tiene que ver tanto con sus implicaciones
patogénicas como con sus posibles aplicaciones a otros campos de la ciencia. En
investigaciones recientes, se ha observado que las cépsides virales se pueden
utilizar para varios fines. Por ejemplo, la produccion de nuevas vacunas mas
eficientes, el disefio de nanoacarreadores tejido-especificos, e incluso para la
formacion de nanobloques direccionales que sirvan para la construccién de nuevos
nanomateriales. lgualmente, los virus pueden ser usados como plataformas
programables que, a través del disefio de proteinas y la ingenieria genética, puedan
desempeiiar alguna funcién nueva (Wang et al., 2002; Douglas et al., 2002; Zeltins,
2012). La versatilidad de estos sistemas se debe, en parte, a que las capsides
virales tienen una amplia variedad de tamafos y formas, que permiten utilizarlas en

funcién de los requerimientos especificos de cada proyecto.

Es asi que, para poder trabajar con virus, debemos entender sus estructuras
proteicas y las caracteristicas de cada una de estas. Los virus pueden ser vistos
como ensambles supramoleculares, formados a partir de una cubierta proteica o
capside que contiene en su interior el genoma viral. A partir del punto anterior, los
virus se comienzan a diferenciar entre si por variaciones en la estructura de sus
capsides y por el material genético que contienen, el cual puede ser DNA o RNA de
cadena sencilla o doble. En algunos casos se ha visto que el tamafio y la estructura
de la capside esta en funcién de la longitud del genoma que alberga (Lucas & Knipe,
2002).

La extensa variedad de capsides virales que podemos encontrar, depende de la
simetria que presentan sus capsomeros, los cuales son las unidades estructurales
de las capsides. Los capsomeros, a su vez, suelen estar conformados de varias
subunidades proteicas que pueden ser idénticas o diferentes entre si. Segun los
tipos de subunidades de las cuales esta conformado un capsémero, se pueden
obtener diferentes simetrias que dan lugar a los distintos tipos de capsides (Prasad
& Schmid, 2012).

10



e
sisged
tSseses
sissess
]
et
I
SSswnp

Hese
Yswwrsy

A) B)

Figura 1. Tipos de capsides virales. C4pside icosaédrica (A), capside helicoidal (B) y
capside compleja (C). Imagenes modificadas a partir del trabajo de Anderson Brito. La
imagen modificada esté registrada bajo una licencia CC BY-SA 3.0.

Uno de los tipos de cépsides que podemos encontrar son las que presentan simetria
helicoidal (Figura 1B), en ellas, los capsémeros se unen alrededor de un eje central
y forman una estructura con forma de varilla. Como ejemplo tenemos a las familias
Rhabdovirus (Ge et al., 2010) y Tobamovirus; estos Ultimos se conocen como virus
del mosaico del tabaco y en ellos se ha observado la presencia de un genoma
ordenado a lo largo de la capside, el cual se guia por la forma helicoidal de esta
(Namba & Stubbs, 1986). Es interesante hacer notar que el tamafio de esta clase de

virus suele estar relacionado directamente con la longitud total de su genoma.

Otro tipo de capsides que podemos encontrar son las icosaédricas (Figura 1A), las
cuales suelen ser mas complejas que las helicoidales y tienen mas variantes. Los
virus que presentan esta estructura, deben tener obligatoriamente una simetria del
tipo 5-3-2, la cual hace referencia a los ejes de simetria que se requieren para
formar la capside (Figura 2). Por lo tanto, un ensamblaje de este tipo consta de 12
vértices de simetria rotacional pentavalente, 20 caras triangulares con una simetria
trilateral y 30 bordes con simetria bilateral. A grandes rasgos, estos virus tienen

forma esférica que varia en tamafio segun el numero y el tipo de subunidades que
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los conforman; por cuestiones estructurales el numero minimo de subunidades que
puede tener un virus icosaédrico es de 60. A pesar de lo anterior, se sabe que
existen otros virus (Figura 1C) con estructuras de mayor complejidad que presentan
mas de 60 subunidades y que para poder alcanzar su estructura icosaédrica, suelen
tener genes extra en su genoma para proteinas estructurales de andamiaje o
accesorias (Prasad & Schmid, 2012).

A B C

Figura 2. Ejes de simetria de un virus icosaédrico. Los ejes de simetria pentavalente (A),
trilateral (B) y bilateral (C) se muestran en cada capside respectivamente (Prasad & Schmid,
2012).

Ademas de los tipos de capsides ya mencionados, también podemos encontrar virus
gue presentan una membrana lipidica en su superficie, la cual se conoce como
envoltura viral y es obtenida de las células que estos invaden. Este tipo de virus
tienen la capacidad de infectar a las células de una forma mas eficiente que otros,
ya que puede fusionar su membrana con la del hospedero y de esta forma entrar sin
ningun problema (Lucas & Knipe, 2002). Lo anterior es logrado gracias a
glicoproteinas en su envoltura, las cuales presentan dominios de union especificos a
receptores celulares determinados de algun tipo de tejido. Esto ayuda a
desestabilizar la membrana de hospedero y a introducir su material genético. Estos

virus pueden ser tanto helicoidales como icosaédricos (Cosset & Lavillette, 2011).
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De lo anterior, podemos hacernos una idea de la gran variedad de virus que se
pueden encontrar y utilizar para experimentacion. Sin embargo, en el ambito de la
nanobiotecnologia se suele trabajar con virus sin envoltura viral o “desnudos”, los
cuales son mas faciles de manejar ya que su produccién a través de sistemas
heter6logos suele ser mas sencilla. De otra forma, si la estructura presenta una
membrana lipidica, el ensamble y desensamble de la capside viral suele presentar

limitantes y complicaciones para su manejo.

1.2 Las VLPs y sus principales aplicaciones

Uno de los campos de investigacion que mas ha crecido en las Ultimas décadas son
los trabajos con las particulas tipo virus, o VLPs por sus siglas en inglés, las cuales
han generado interés debido al éxito que tienen los virus como vectores de entrega
de material genético a otros organismos. Estas estructuras, idénticas a un virus
infeccioso, se diferencian por ser estructuras huecas, las cuales solo estan
conformadas por la capside, pero no contienen el material genético del virus
(Zeltins, 2012). Esto los vuelve un modelo seguro y practico para la investigacion ya
gue no se requieren las mismas medidas de bioseguridad que requiere un

laboratorio que trabaja virus con potencial patogénico.

Debido al gran parecido de las VLPs con los virus nativos, y a que estas no poseen
caracteristicas de autorreplicacion, en investigaciones actuales se han observado
buenos resultados en el desarrollo de vacunas en base a VLPs. Estas vacunas han
presentado mejores resultados que aquellas compuestas por subunidades proteicas
recombinantes. Las cuales suelen generar una mala inmunogenicidad, debido al
plegamiento incorrecto de la proteina, o a una presentacién deficiente de ésta al
sistema inmune. En contraste, las vacunas en base a VLPs suelen ser potentes
inmundgenos, ya que contienen una superficie de arreglos proteicos repetitivos
correctamente plegados y presentan estructuras conformacionales muy similares a
los virus nativos (Liu et al., 2012). En varios estudios se ha demostrado que estas
vacunas generan una alta respuesta humoral e inmune mediada por la activacion de
células B, asi como también causan una mayor produccion de anticuerpos, todo
esto sin la necesidad de adicionar adyuvantes inmunoldgicos a la vacuna (Storni et
al., 2002; Liu et al., 2012).
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Ademas, las vacunas basadas en VLPs, como ya se mencion0 anteriormente, no
presentan peligro alguno para los animales o los seres humanos ya que no tienen
material genético dentro de ellas y por tanto no tienen la capacidad de

autorreplicarse e infectar a otras células.

Sin embargo, la aplicacion de las VLPs no termina ahi. También se ha demostrado
gue funcionan como agentes efectivos para el transporte de DNA o RNA para
procedimientos de terapia génica. La gran mayoria de las VLPs son capaces de
almacenar y entregar material genético exdégeno a células humanas, con lo cual se
puede llegar a regular la expresion de un gen determinado como una forma de
tratamiento mas directo y eficiente para algunos tipos de enfermedades genéticas,
incluso de otras enfermedades virales. Cabe recalcar que los virus nativos suelen
tener tropismos sobre diferentes tipos de tejidos, los cuales no siempre son de
interés para la terapia génica. Es asi que, para poder ocupar uno de estos virus
como vector de entrega, se tienen que realizar ciertas modificaciones en su
estructura e incluso se llegan a ocupar sistemas de acoplamiento proteico anexos
gue permitan modificar su tropismo hacia el tipo de célula de interés (Chen et al.,
2010; Deng et al., 2015; Hoffmann et al., 2016).

Es por esto que actualmente la terapia génica se enfoca mas en las VLPs como
vectores de entrega que en otros sistemas como son los liposomas sintéticos. Esto
se debe a que, a pesar de que los liposomas y las VLPs presentan limitaciones,
estas Ultimas tienen una mayor flexibilidad en su construccién y en su especificidad
por tejidos. Las VLPs son susceptibles a modificaciones quimicas en su estructura
para mejorar su tropismo hacia un tejido especifico, asi como para reducir
respuestas inmunologicas no deseadas después de un uso continuo como
tratamiento, lo que les confiere una enorme ventaja sobre otros vectores (Seow &
Wood, 2009).

Finalmente, tenemos que ademas de las aplicaciones anteriores, las VLPs también
han funcionado como modelos para el disefio de nuevos nanomateriales de ultima
generacion. La fuerza y la selectividad de las interacciones proteina-proteina, los
vuelven excelentes sistemas enlazantes entre nanoparticulas y nanocables para

generar estructuras mas ordenadas y con la capacidad de tener distintas funciones.

14



Estos materiales biohibridos pueden funcionar como biosensores, nanocircuitos,
sistemas recolectores de luz e incluso nanobaterias. Uno de los nanomateriales en
base a VLPs que mas ha atraido la atencién de los investigadores son los
biosensores, los cuales se han desarrollado para la deteccion de DNA o de
proteinas de interés médico. Estos han demostrado tener respuestas con
especificidad y sensibilidad muy altas, ademas de actuar en tiempo real, lo cual los
vuelve ideales para situaciones en donde una poblacion esté bajo un riesgo critico

por alguna pandemia (Soto & Ratna, 2010).

Existen modelos de estructuras funcionalizadas tipo nanocable que presentan
cambios en la conductancia de su superficie proteica, la cual estd acoplada a
sistemas de silicio dopados con boro (SiINWs por sus siglas en inglés), esto ha
mostrado tener una deteccion ultrasensible de moléculas proteicas, DNA, e incluso
del estimulo e inhibicion de sefiales neuronales de forma muy eficiente (Wang et al.,
2005; Patolsky et al., 2006). No es dificil pensar que estos modelos se pueden
acoplar a VLPs del tipo helicoidal, las cuales a su vez proporcionen un tropismo
especifico mejorando el funcionamiento de estos sistemas para tratamientos mas

especificos.

Lamentablemente la produccion de VLPs no es una tarea sencilla y suele tener
bastantes desafios a lo largo de su proceso de producciéon. Generalmente estas
particulas son producidas a través de sistemas de expresion heterdlogos, en los
cuales a pesar de la alta eficiencia del proceso de autoensamblaje dentro de
sistemas eucarioticos, tienen una alta probabilidad de incorporar elementos
celulares no deseados dentro su interior. Esto puede causar inmunogenicidad e
incrementar la variabilidad de cada lote de produccién, por lo cual es necesaria la
eliminacién de posibles contaminantes para poder utilizarlos con fines biomédicos y
biotecnolégicos. Para esto se les debe dar un tratamiento post-expresion, en donde
se desensamblan las VLP, para luego purificar a las proteinas estructurales del virus

y finalmente reensamblar las particulas (Pattenden et al., 2005).

Estos pasos adicionales de desmontaje y reensamblaje también son necesarios si
se busca encapsular una molécula de interés dentro de la capside.

Desafortunadamente esto limita la produccién de diversas VLPs, ya que algunas
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son dificiles de volver a ensamblar in vitro. Se ha observado que, en algunos casos,
el proceso de reensamblaje in vitro de las cépsides a partir de sus capsémeros,
puede favorecer un plegamiento incorrecto y la agregacion de estos. Esto es debido
a gue no se cuenta con la ayuda de proteinas de andamiaje que favorezcan su
correcto plegamiento, ya que Unicamente se encuentran en los sistemas in vivo
(Parent & Teschke, 2007).

1.3 Los parvovirus y el eritroparvovirus B19

A pesar de que los factores que afectan el ensamblaje de las VLPs pueden ser
diferentes de un virus a otro, se ha observado que aquellos mas simples, como los
parvovirus, suelen ser mas faciles de manejar y de reensamblar para fines préacticos.
Los virus que pertenecen a esta familia presentan capsides icosaédricas muy
pequefias y relativamente simples, con DNA lineal de cadena sencilla, y sin
envoltura lipidica, lo cual facilita su ensamble y desensamble en sistemas in vitro
(Berns, 1990). Los parvovirus se clasifican en dos subfamilias: Parvovirinae, que
infecta a vertebrados, y Densovirinae, que infecta a los artrépodos. Los miembros
de la subfamilia Parvovirinae se dividen ademas en cinco géneros, cuatro de los
cuales son autébnomos (parvovirus, amdovirus, betaparvovirus y erytrovirus), es
decir, se propagan en células infectadas sin un ayudante. El quinto género es
dependovirus, que no puede completar su ciclo de replicaciébn en ausencia de un

virus auxiliar, generalmente adeno o herpes no relacionado (Kobiler et al., 2012).

Los parvovirus autbnomos son candidatos muy buenos para usarse en forma de
VLP, ya que infectan a una gran variedad de mamiferos, entre ellos los humanos,
por lo que también son de los parvovirus mejor caracterizados. Las capsides de
estos virus estan compuestas por 2 proteinas: VP1 y VP2, las cuales tienen
secuencias idénticas excepto por una secuencia adicional en el extremo amino
terminal en VP1. En casos muy particulares, la proteina VP2 puede sufrir un corte
cerca de su extremo amino terminal; esto lleva a la formacion de la proteina VP3, la
cual es necesaria para el ensamble final de la capside (Agbandje et al., 1995; Rogo
et al., 2014). Sin embargo, se ha demostrado que se pueden construir VLPs
perfectamente funcionales Unicamente con la proteina VP2 (Sanchez-Rodriguez et
al., 2012; Santillan-Uribe et al., 2015).
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Otra ventaja de los parvovirus es el tamafio de sus capsides, ya que al tener un
didmetro de entre 20 y 26 nm pueden entrar hasta el nucleo celular a través de sus
poros, los cuales permiten el paso de moléculas con un didmetro menor a 39 nm.
De hecho, el nombre parvovirus es un neologismo formado por las palabras latinas
parvus (pequefio) y virus (veneno). De esta manera, la entrega de su material
genético es mas directa y eficiente, siendo este un factor importante si se los
quisiera utilizar como terapia génica. No obstante, se sabe que, para poder entrar al
nucleo, las cépsides requieren de la secuencia adicional que tiene la proteina VP1,

la cual se ha visto que es fundamental para este proceso (Kobiler et al., 2012).

El mecanismo de infeccidn celular que tienen los parvovirus autdnomos, es a través
de endocitosis mediada por un receptor. Una vez internalizados, estos virus circulan
a través del sistema endosomal/lisosomal. Al no tener una envoltura lipidica, su
capside no puede escapar del sistema endosomal mediante la fusion de
membranas. En su lugar, los parvovirus tienen un dominio PLA2 en la secuencia
adicional de la proteina VP1, el cual tiene actividad de fosfolipasa que permite el
escape de las capsides al citoplasma celular. La activacion de esta fosfolipasa se da
gracias al bajo pH endosomal, lo cual genera un cambio conformacional en la
capside que permite la salida del extremo amino terminal de la proteina VP1 (Farr et
al., 2005; Mani et al.,, 2006). Una vez en el citoplasma, la secuencia adicional
externalizada desempefia una segunda funcion ya que también cuenta con 4
motivos que funcionan como sefiales de localizacién nuclear. Estos motivos se unen
a un adaptador nuclear (importina a) el cual a su vez se une con un segundo
adaptador (importina B), lo cual desencadena la importacién nuclear de sus
capsides (Lombardo et al, 2002; Harbison, et al 2008).

Uno de los parvovirus utilizados frecuentemente para la experimentacion con
sistemas basados en VLPs es el eritroparvovirus B19 (EB19), el cual, al ser un virus
de interés clinico, ha sido muy estudiado. Su capside tiene una estructura
icosaédrica formada por 60 subunidades, de las cuales el 95% es la proteina viral 2
(VP2; 58 kDa) y el otro 5% es la proteina viral 1 (VP1; 83 kDa) (Fig. 3). Al igual que
otros representantes de la familia Parvovirinae, su proteina VP1 consiste de la
secuencia completa de VP2 mas una region adicional en su extremo amino terminal,

conocida como region unica, la cual tiene 227 aminoécidos. A pesar de que la

17



proteina VP1 se encuentra en menor porcentaje en la capside, su region unica
representa la parte inmunodominante del virus, ya que se ha visto que a largo plazo
la respuesta inmune celular genera una gran cantidad de anticuerpos contra
epitopes de esta region (Heegaard & Brown, 2002; Ozawa & Young, 1987; Rogo et
al, 2014).

PDB — 1s58

Figura 3. Estructura del eritroparvovirus humano B19. En la imagen se muestra la
conformacion de un eje de simetria 5, el cual esta compuesto por 5 capsémeros (marcados
en color amarillo), los cuales a su vez estan conformados por 3 subunidades de la proteina
VP2.

La proteina VP2 del EB19 tiene una estructura de barril B antiparalelo, compuesta
por ocho laminas conectadas por grandes asas que se proyectan en la superficie
externa y de esta forma determinan su topografia y estructuras especificas en los
ejes de simetria de 5, 3 y 2. En estudios previos se ha propuesto que al estar
ensamblada la capside del virion, es posible que el extremo amino terminal de la
proteina VP2, quede expuesto en la superficie adyacente al poro que se forma en el
eje de simetria de orden cinco (Figura 4). Esta posicion simétrica de la proteina
VP2, nos sugiere que es espacialmente posible que todos los extremos amino
terminal en estas zonas, sean externalizados al mismo tiempo (Kaufmann et al.,
2008).
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Eje de simetria de orden5

A)

B)

iB19 VLP
Figura 4. Diferencia en la externalizacion del extremo amino terminal entre un parvovirus

B19 (iB19) y una VLP en base a VP2. A) Vista estereoscOpica de las densidades
diferenciales positivas encontradas cerca del eje de simetria de orden cinco. La densidad
observada en las iB19 corresponderia al extremo N-terminal de la proteina VP2, que en el
virion quedarian proyectadas al exterior a través de un poro en este eje. B) Residuos 1 a 24
(verde/morado/café) del extremo N-terminal de VP2, ubicado entre dos moléculas de VP2
(oro y rojo). Los residuos 28 a 41 (azul) del N-terminal del virus diminuto del raton (MMV) se

muestran para comparacion (Kaufmann et al, 2008).

Por otra parte, la regién Unica de la proteina VP1, es fundamental para la
internalizacion del EB19 a las células eritroides. Como ya se mencion0, en otros
parvovirus estudiados se ha visto que el extremo amino terminal de la VP1 se
encuentra al interior de la capside y que la expansion de los poros en los ejes de
simetria de orden cinco, facilitan la externalizacién de este; lo anterior se produce
por el entorno endosomal acidificado durante el trafico intracelular de la capside
(Farr et al., 2005; Harbison et al., 2008; Mani et al., 2006). Sin embargo, la literatura

actual sugiere que la externalizacién del amino terminal de la VP1 de EB19 se da de
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una forma muy diferente a la de otras especies. En un principio la capside se une a
un glicoesfingolipido globosido (Gb4Cer), el cual se ha identificado como un
receptor celular para EB19. Este receptor se une a la region formada por los
aminoacidos 577 a 677, que estan presentes en las proteinas de la capside VP11 y
VP2, lo cual genera un cambio conformacional en la capside que permite la salida
de la region unica de la proteina VP1. Subsecuentemente se cree que la region
conformada por los aminoacidos 5 a 80 en la regidn Unica, se unen a un co-receptor
(la integrina a5p1), el cual activa el proceso de endocitosis de la capside (Bonsch et
al, 2010; Leisi et al, 2013, 2016; Nasir et al, 2014; Rogo et al, 2014; Weigel-Kelley et
al., 2003).

1.4 Funcionalizacién de las particulas tipo virus

Al tener como modelo a un virus con caracteristicas adecuadas para la produccién
de VLPs y como un vector infeccioso eficiente, se pueden desarrollar nanoparticulas
funcionales basadas en estos sistemas. A excepcion de los proyectos de producciéon
de vacunas, en la mayoria de los casos, el primer aspecto a considerar es a donde
sera dirigida la nanoparticula y qué funcibn desempefara en ese sitio. Para
desarrollar y funcionalizar las nanoparticulas basadas en virus (VNPs por sus siglas
en inglés) existen dos opciones: elegir un virus que por su origen evolutivo esté
diseflado para infectar el tejido de interés, lo cual puede agilizar enormemente el
trabajo, pero puede a su vez tener la complicacién de que ese virus en especifico
sea dificil de producir y de trabajar. Por otra parte, esta la opcidén de elegir un virus
con buenas caracteristicas para infectar, que pueda producirse en sistemas in vitro y
con el que sea mas facil de trabajar. Esta Ultima opcién, aunque suele ser mas lenta
y en algunos casos presenta otras complicaciones, permite obtener VNPs mas
dinAmicas, las cuales una vez desarrolladas se pueden modificar con mayor
facilidad para darles diversos usos (Cardinale et al., 2012; Ma et al., 2012; Pokorski
& Steinmetz, 2010).

Desde el punto de vista de la biologia sintética, las VLPs se consideran como

nanocontenedores con capacidad para encapsular biomoléculas o nhanomateriales

sintéticos. Es asi que los virus se utilizan como moldes para el disefio y la
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fabricacion de las VNPs, las cuales, al tener como base esta estructura viral
disefiada y perfeccionada por procesos evolutivos, presentan caracteristicas
robustas que de otro modo serian dificiles de obtener en construcciones sintéticas.
Su naturaleza, confiere a las VNPs propiedades de autoensamblaje, morfologia
predecible, poblaciones monodispersas, alta simetria y buena estabilidad en amplios
intervalos de pH y temperatura. Aprovechando estas caracteristicas Unicas, las
VNPs se pueden redisefiar para la fabricacion de nanoparticulas funcionalizadas
mas eficientes (Cardinale et al., 2012; Ma et al., 2012). Recientemente la atencion
se ha centrado en las técnicas empleadas para modificar la estructura proteica de la
capside y con esto a su vez modificar la funcién de la nanoparticula. Esto ha llevado
al desarrollo de diferentes sistemas de interaccion entre proteinas, los cuales
permiten el acoplamiento de diversos nanomateriales (Mateu, 2011; Pokorski &
Steinmetz, 2010; Smith et al., 2013).

Al principio, la funcionalizacion de las VLPs comenzd por técnicas quimicas de
bioconjugacién, en donde gracias a los avances en la quimica de péptidos, se optd
por tomar un enfoque covalente. Las reacciones mas comunes para modificar a las
proteinas virales involucran a las cadenas laterales que presentan residuos de
lisina, cisteina, acido glutdmico, acido aspartico y tirosina, los cuales proporcionan
grupos reactivos que permiten formar enlaces covalentes biocompatibles. Estos
residuos son accesibles a la quimica de la N-hidroxisuccinimida (NHS), a la adicion
de Michael a maleimidas, y la activacion con carbodiimida. Con estas técnicas
guimicas de bioconjugacion se pueden unir acidos nucleicos, polimeros y pequefias
moléculas a las superficies internas y externas de las capsides virales (Pokorski &
Steinmetz, 2010; Sapsford et al., 2013; Smith et al., 2013).

La bioconjugacion directa a residuos candnicos en su ubicacion natural se ha
demostrado con éxito en muchas VNPs. Sin embargo, las ubicaciones naturales de
los residuos silvestres, pueden no satisfacer las necesidades de una aplicacién en
términos de densidad de residuos, accesibilidad superficial, ubicacion terciaria y
reactividad competitiva. A pesar de que esto representa una gran desventaja para la
técnica, este problema se puede solucionar mediante la eliminacion o la insercion
genética de aminoacidos especificos en las ubicaciones deseadas (Smith et al.,

2013). No obstante, el desarrollo de otras técnicas quimicas ha permitido la
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diversificacion de la nanotecnologia viral, ayudando a que ciertos componentes
funcionales como farmacos, reactivos de direccionamiento y otras biomoléculas, se
puedan adherir a la superficie de las VNPs. Esto nos sirve como un complemento
para el desarrollo de dispositivos "inteligentes" para usos médicos e industriales
(Sapsford et al., 2013).

Tiempo después, con los avances en las técnicas de biologia molecular, la
funcionalizacion de las VNPs se enfoco hacia la fusion genética de la proteina viral
con otras proteinas de interés que le pudieran otorgar una funcion especifica a la
capside. Esta técnica permitié construir nuevas proteinas mediante la insercion de la
secuencia de un péptido o proteina heteréloga, en un asa o uno de los extremos
amino o carboxilo terminales expuestos en alguna de las proteinas de la capside, a
través de ingenieria genética. Como resultado, se pueden obtener VNPs unidas de
manera covalente a nuevos péptidos o proteinas, y sin las complicaciones e incluso
limitaciones que llega a presentar la bioconjugacion quimica. Estas nuevas
proteinas creadas mediante el disefio genético se conocen como quimeras
proteicas, debido a que surgen de la unién de dos proteinas preexistentes que ya

tienen una funcién por separado (Brune et al., 2016; Mateu, 2011 y 2016).

La fusién genética si bien ha tenido tanto o0 mas éxito que la bioconjugacion quimica,
sigue siendo un enfoque de prueba y error que consume mucho tiempo para poder
llegar a un resultado aplicable. A pesar de ser una técnica muy eficiente sigue
teniendo varios problemas ya que, en la mayoria de los casos, cuando se fusiona
directamente la capside a otras proteinas puede haber un mal plegamiento de la
proteina heteréloga o de la proteina de la capside. Este plegamiento erréneo afecta
el ensamblaje o la estabilidad de la VNP, asi como también puede causar una
conformacion no nativa de la proteina unida, de modo que su actividad es reducida
o simplemente desaparece. Otro desafio importante con la fusion genética, es que
una o ambas proteinas pueden tener diferentes modificaciones postraduccionales,
por lo que el huésped 6ptimo para la expresion de cada una sera diferente (bacteria,
levadura, linea celular de mamifero o planta); esto terminara causando que una de
las proteinas no tenga un plegamiento correcto y por lo tanto se pierda su actividad
(Brune et al., 2016; Mateu, 2016). En otros casos también sucede que, por las

condiciones de produccién y purificacién de la proteina viral, se compromete el
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plegamiento de la proteina a la cual esta unida, lo cual lleva en algunas ocasiones a
gue esta termine perdiendo completamente su actividad (Bustos-Jaimes et al.,
2017).

Finalmente, se ha observado en algunos casos que, al unir directamente una
proteina viral con otra proteina, se puede favorecer la agregacion de esta quimera.
Esto lleva a una produccién complicada y a un rendimiento muy bajo que termina
por volver poco viable el proyecto. Por lo tanto, se ha encontrado que la
funcionalizacion de las VNPs a través de la fusion genética es mas exitosa cuando
se utilizan pequefios péptidos, con el fin de evitar interacciones perjudiciales que
puedan afectar la funcion deseada que se le quiera dar. Actualmente se ha
demostrado que en algunos casos es preferible, e incluso necesario, expresar por
separado la VLP y la proteina de interés, para que posteriormente, ambas
proteinas se unan entre si mediante algin sistema de interaccion (Brune et al.,
2016).

1.5 Sistema de interaccién SpyTag-SpyCatcher

Actualmente, una de las opciones mas eficientes para extender las posibles
aplicaciones de una proteina, es mediante la adicion de etiquetas de péptidos. La
fusion genética de un péptido con una proteina de interés suele permitir una
purificacion, deteccion e inmovilizacion mas eficiente. Por otro lado, tienen la ventaja
de que se pueden unir a regiones sitio especificas de la proteina de interés de forma
precisa y sin mucha complicacion. Ademas, debido a su tamafio reducido, es muy
dificil que afecten de alguna manera la funcién o la estructura de la proteina adjunta
(Veggiani et al., 2014). Desafortunadamente el repertorio de péptidos como una
herramienta para unir proteinas no es muy amplio, y si bien existen varios sistemas
ya desarrollados como las inteinas o el "dock and lock”, que permiten cumplir con
esta funcion, suelen tener interacciones no muy estables que pueden perderse en
sistemas in vivo (Chang et al., 2007; Rossi et al., 2012; Shah & Muir, 2014).

No obstante, el continuo desarrollo de nuevas tecnologias para la ingenieria de
proteinas ha generado una gran variedad de moléculas que pueden ser disefiadas y

producidas para aplicaciones en las éareas de la biologia sintética y la
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nanobiotecnologia. Un factor esencial para estos avances radica en que muchas
proteinas naturales tienen sus propiedades funcionales ubicadas en dominios
discretos, que pueden ser manipulados como modulos moleculares, y explotados
como bloques de construccion para el disefio de estructuras artificiales con

funciones multiples.

Este es el caso del sistema de interaccion para proteinas SpyTag-SpyCatcher, el
cual surgid a partir de la busqueda de un sistema de interaccion que formara
enlaces isopeptidicos que confirieran una mayor estabilidad. Un enlace isopeptidico
es aquel que se da entre las cadenas laterales de los aminoacidos y nos genera un
enlace amida; este se forma entre el grupo amino de una lisina y el grupo carboxilo
de un glutamato o aspartato. El origen de este sistema comenz6 varios afios atras,
al descubrir que algunas bacterias Gram positivas, al igual que las Gram negativas,
tienen pili en su membrana celular. Estos pili, a diferencia de los que presentan las
bacterias Gram negativas, estan formados por subunidades proteicas que se unen
de forma covalente. Asi mismo, se descubrié que los isopéptidos intramoleculares
presentes en estas estructuras les confieren una mayor estabilidad proteolitica,
térmica y de pH (Reddington & Howarth 2015; Telford et al., 2006). Posteriormente
se descubrié que, en la subunidad mayor de la proteina pilina de Streptococcus
pyogenes, estos enlaces isopeptidicos se daban de forma espontanea, lo cual
representaba una nueva ventana de oportunidades para el desarrollo de sistemas

de union entre proteinas (Kang et al., 2007).

A partir de este punto, se comenzaron a desarrollar complejos péptido-proteina que
pudieran reconstituirse espontaneamente y formar un enlace isopeptidico. Las
primeras pruebas comenzaron dividiendo un fragmento de alguno de los dos
dominios (N o C) de la subunidad mayor de la pilina de S. pyogenes. Para poder
llevar a cabo este enlace isopeptidico espontaneo, se requiere de una triada
catalitica (Asp, Glu y Lys), la cual debe estar presente entre el fragmento que se
corté y la subunidad restante (Figura 5A) (Zakeri et al., 2012). Una vez que se supo
gue este sistema funcionaba, se desarroll6 una version mas pequefia y rapida, la
cual surgi6 a partir del dominio CnaB2 de la proteina de union a fibronectina FbaB,
de S. pyogenes (Figura 5B). Este dominio inicialmente se dividio en un complejo de

péptido-proteina, el cual fue modificado mediante la eliminacion de residuos
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hidrofobicos expuestos en su superficie, y a su vez, se mejorg la interaccion en la
interfaz de unién. Con esto se obtuvo el complejo de interaccion SpyTag
(compuesto por 13 aminoacidos) y SpyCatcher (compuesto por 116 aminoacidos), el
cual demostré tener una rapida tasa de reconstitucion (Figura 5C) (Reddington &
Howarth 2015; Veggiani et al.,2014).

Este nuevo sistema realmente presenta varias ventajas en comparacion a otros
sistemas de interaccidon entre proteinas, ya que sigue reaccionando entre si de
manera eficiente con varios valores de pH (5-8), con diferentes soluciones
amortiguadoras, a diferentes temperaturas (4 a 37 °C) e incluso al estar en contacto
con detergentes no iénicos. Este sistema no contiene residuos de cisteinas en
ninguna de sus estructuras, por lo que es dificil que pueda tener algin problema de
plegamiento al momento de su produccion, y asi mismo se evita que pueda
interaccionar y comprometer la estabilidad de la proteina adjunta a la que esté
unida. En funcién de lo anterior y del amplio rango de valores de pH sobre los
cuales puede reaccionar el sistema, facilita su uso en el citosol, el nucleo, fuera de
la célula, pero también en el pH bajo de los endosomas y lisosomas. Es asi que la
reconstitucion tiene una buena especificidad en E. coli y células de mamiferos, lo
gue permite el acoplamiento de proteinas de manera intracelular y extracelular
(Reddington & Howarth 2015; Zakeri et al., 2012).
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Figura 5. Proceso de construccion del sistema de interaccién SpyTag-SpyCatcher. A)

Primeras pruebas de interaccion con la subunidad mayor de la pilina de S. pyogenes. B)
Desarrollo de un sistema mas pequefo y rapido (SpyTag-SpyCatcher), a partir del dominio
CnaB2 de la proteina de union a fibronectina FbaB, de S. pyogenes. C) Andlisis
cristalografico donde se compara la estructura del sistema SpyTag-SpyCatcher con el

dominio parental (Imagen tomada de Veggiani et al., 2014).

Finalmente, la robustez que presenta el sistema en cuanto a la formacion
espontanea de enlaces isopeptidicos en diversas condiciones, se debe a que el
acoplamiento del péptido y la proteina asociada crea un microambiente aislado de la
superficie. Por medio del andlisis cristalografico del sistema SpyTag/ SpyCatcher, se
sabe que la proteina reconstituida tiene regiones adicionales de flexibilidad en
comparacion con el dominio parental, asi como patrones de enlaces de hidrogeno
generados en parte por la mutacion que se le realizé al SpyCatcher (Figura 5C). Lo
anterior se cree que influyé en la facilidad de acoplamiento y en la unién mas rapida

de este sistema (Li et al., 2014).

Por todo lo anterior, podemos ver que el sistema de interaccion SpyTag-SpyCatcher

representa una herramienta excelente para la funcionalizacion de las VLPs, ya que
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es capaz de reconocerse con alta especificidad y posteriormente formar el mismo
enlace isopeptidico, haciendo posible la union irreversible en condiciones bioldgicas.
Este sistema ademas presenta otras ventajas, ya que la interaccion se da en un
amplio rango de condiciones y Unicamente requiere adicionar una etiqueta (tag)
peptidica a la proteina viral, lo cual generalmente no afecta su estructura y
estabilidad.

En este proyecto, deseamos acoplar una quimera de la enzima a-glucosidasa de
Saccharomyces cerevisiae (desarrollada previamente en el laboratorio) en la
superficie de VLPs de EB19 ensambladas in vitro. En trabajos anteriores del
laboratorio (Soto, 2017), se descubri6 que esta enzima es capaz de degradar
glucdgeno y almidon, lo cual nos lleva a pensar que presenta una actividad catalitica
muy similar a la a-glucosidasa humana. Esto la vuelve un buen candidato para
tratamiento de reemplazo enzimético en humanos con enfermedades lisosomales
relacionadas con la ausencia de esta enzima, ya que su produccion en sistemas
heterélogos es mas facil y eficiente que el de la enzima humana. Las enfermedades
de almacenamiento lisosomal, son enfermedades metabdlicas hereditarias, que se
caracterizan por una acumulacion anormal de diversos compuestos en las células
del cuerpo como resultado de deficiencias enzimaticas. En el caso particular de la
enfermedad de Pompe, los individuos que la presentan tienen una a-glucosidasa
mutada que no tiene actividad catalitica, por lo cual el glucégeno de sus células
comienza a acumularse. Esto lleva a problemas relacionados con debilidad
muscular progresiva, tono muscular disminuido (hipotonia) y un tipo de enfermedad
cardiaca conocida como miocardiopatia hipertréfica (Clarke, 2006; Leslie & Bailey,
2007). Por lo cual, al desarrollar VLPs funcionalizadas con esta enzima, se podria
desarrollar en un futuro un tratamiento dirigido y con mayor eficiencia para tratar

esta enfermedad.
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2. Justificacion

La presentacion de proteinas en la superficie de particulas tipo virus (VLPS) es un
proceso que permite la inclusién de las propiedades de las proteinas presentadas a
un sistema polivalente como son las capsides virales. Esto convierte a las VLPs en
potenciales vacunas y acarreadores de actividades enzimaticas con fines
biomédicos y biotecnolégicos. Sin embargo, el acoplamiento de las proteinas en
cuestion implica, en algunos casos, condiciones de reaccion y/o plegamiento
incompatibles con la formacion de la estructura biolégica activa. Por esta razon, en
estos casos es necesario obtener las VLPs por un método diferente a la proteina
gue se desea presentar en su superficie. Existen diversos sistemas de acoplamiento
entre proteinas que permiten la conjugacion de funciones bioldgicas en una sola
estructura. Sin embargo, la gran mayoria estan limitados por tener interacciones
débiles y en algunos casos afectan la estabilidad estructural de sus componentes
proteicos. Recientemente se ha descrito la formacidn de enlaces isopeptidicos
intermoleculares en una proteina adhesina de Streptococcus pyogenes. Dicha
proteina ha sido modificada por ingenieria genética para convertirla en dos
fragmentos que conservan la capacidad de formar dicho enlace sin estar
covalentemente unidas. A dicho sistema se le ha denominado SpyTag/SpyCatcher,
gue es capaz de reconocerse con alta especificidad y posteriormente formar el

mismo enlace isopeptidico, haciendo la union irreversible en condiciones bioldgicas.

En el caso particular de nuestro proyecto, deseamos acoplar la a-glucosidasa de
Saccharomyces cerevisiae en la superficie de VLPs de EB19 ensambladas in vitro.
El ensamble de las particulas virales implica pasos de desnaturalizacion de proteina
gue resultan irreversibles para la enzima de S. cerevisiae. Por este motivo
proponemos fusionar la a-glucosidasa con el fragmento SpyCatcher, y por otro lado
fusionar el fragmento SpyTag con la proteina VP2 de parvovirus B19. La fusion de
SpyTag-VP2 no deberia causar problemas de plegamiento ya que el SpyTag es
muy pequeiio (13 residuos). Por otro lado, el SpyCatcher, que es de mayor tamafio
(116 residuos), presenta estructura terciaria que se puede formar en E. coli. La
expresion de la quimera SpyCatcher-a-glucosidasa en E. coli genera una enzima
activa que deberia ser capaz de interactuar con el SpyTag presentado en la

superficie de las VLPs del EB19 ensambladas in vitro.
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3. HIPOTESIS

Al acoplar el péptido SpyTag en el extremo amino terminal de la proteina VP2 del
parvovirus B19, se obtendrd una proteina quimérica capaz de participar en el
ensamble de VLPs. Estas particulas presentaran el péptido SpyTag en la superficie
y serdn capaces de reaccionar con una quimera formada por la enzima a-
glucosidasa y la proteina SpyCatcher.

4. OBJETIVOS

Objetivo general

Construir VLPs del parvovirus B19 que desplieguen el péptido SpyTag en la
superficie y demostrar su funcionalidad para conjugar estas particulas con proteinas
recombinantes que contengan a la proteina SpyCatcher.

Objetivos particulares

e Agregar la secuencia que codifica para el péptido SpyTag al extremo 5' del
gen de la proteina VP2 mediante PCR.

e Expresar el gen quimérico VP2-SpyTag en E. coli, y purificar la proteina
quimérica.

e Ensamblar VLPs con la proteina VP2-SpyTag purificada y caracterizarlas por
métodos hidrodinamicos.

e Probar que el péptido SpyTag acarreado por las VLPs es funcional mediante
Su conjugacion con la proteina quimérica formada por la a-glucosidasa de S.
cerevisiae y la proteina SpyCatcher.

e Caracterizar las particulas conjugadas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Esquema general de trabajo

Disefio y creacion de la proteina quimérica VP2-Spytag mediante cuatro
reacciones de PCR

Obtencion de células transformantes de E. coli BL21(DE3) pLysS

Produccion y purificacion de la proteina recombinante VP2-Spytag

—

Obtencion de VLPs a partir de VP2-Spytag
Caracterizacion de las nuevas VLPs a partir de VP2-Spytag

\_

Pruebas de interaccion entre VLPs (VP2-Spytag) y la proteina quimérica
SpyCatcher-a-glucosidasa

Purificacion de VLPs en interaccion con la proteina SpyCatcher-a-
glucosidasa mediante cromatografia de exclusion molecular
Caracterizacion por DLS de las nuevas VLPs en interaccion con
la proteina SpyCatcher-a-glucosidasa

/

Ensayos de actividad de las VLPs en interaccion con la proteina SpyCatcher-a-
3 |glucosidasa
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5.2 Materiales

Reactivos quimicos

Reactivo Marca

Acetato de Potasio Sigma

Acido acético glacial Sigma

Acido clorhidrico Sigma

Acido etilendiamino tetracético (EDTA) Sigma

Agar bacteriolégico Sigma-Aldrich
Agarosa UltraPure™ Invitrogen
Albumina Sigma
Ampicilina Sigma-Aldrich
Bromuro de Etidio Sigma
Clorhidrato de Guanidina (GdnHCI) J.T. Baker
Cloroformo Sigma

Cloruro de Magnesio (MgCl.)

Thermo Scientific™

Cloruro de Potasio (KCI)

Sigma

Cloruro de Sodio (NacCl)

Sigma

Cutsmart (Amortiguador para digestion enzimatica)

New England Biolabs

Dimetil Sulféxido (DMSO)

Sigma

DNA Polimerasa de alta fidelidad (HFP)

Thermo Scientific™

dNTP Mix Thermo Scientific™
Dodecilsulfato de Sodio (SDS) Sigma
Etanol Sigma
Fenol saturado de amortiguador Sigma
Fosfato de Potasio monobasico (KH,PO,) Sigma
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Fosfato de Sodio dibasico (Na;HPO,) Sigma
Fosfato de Sodio monobasico (NaH2PO,) Sigma
Glicerol Gibco BRL
Glucosa Sigma
Hidréxido de Sodio (NaOH) Sigma
Imidazol Fluka
Isopropanol Sigma
Isopropil 1-B-D-tiogalactopiranosido (IPTG) Sigma
L-Arginina Sigma

DNA Ligasa de T4

New England Biolabs

Lisozima

Sigma

Medio LB (Luria-Bertani)

Sigma

Metanol

Quimica Delta

Membrana para dilisis

Sigma

Matriz para cromatografia de afinidad

Protino™ Ni-TED

Matriz para cromatografia de exclusién molecular

Sephacryl S-500 HR

RNAsa Thermo Scientific™
Sulfato de Niquel (NiSO,) Sigma-Aldrich
Tris-HCI Sigma

Triton X-100 Sigma
1,4-Dithiotreitol (DTT) Sigma-Aldrich
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Instrumentos y equipo

Instrumento o equipo Marca

Amicon Ultra-15 (30 kDa)

Millipore

Balanza analitica BP 221S

Sartorius

Centrifuga refrigerada RC 6+

Thermo Scientific Instruments

Centrifuga refrigerada 5702 R Eppendorf
Cromatografo de liquidos de alta resolucion | Waters
Espectrofotometro CARY 400 Varian

Fuente de poder PS 500XT

Hoefer Scientific Instruments

Microcentrifuga refrigerada 5418

Eppendorf

Micro pipetas (1, 2.5, 10, 100, 200, 1000)

Eppendorf/Gilson

Potenciometro pH 700 Oakton
Sonicador CPX 750 Cole Parmer
Speed Vac SC110 Savant
Trans-iluminador UV T1203 Sigma
Termociclador T100™ BIO RAD
Termomixer confort Eppendorf
Vortex Gilson

Zetataiser pVv

Malvern Instruments
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Cepas utilizadas

‘ Genotipo

Cepa Referencias

E. coli F—, ompT, hsdSB (rB—, mB-), -Studier, F.W. and Moffatt, B.A.

BL21(DE3)pLysS | dcm, gal, A(DE3), pLysS, Cmr. (1986) J. Mol. Biol. 189, 113-30.
-Davanloo, P. et al. (1984) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 81, 2035-9.

E. coli DH5a F- 80dlacZ M15 (lacZYA-argF) -Woodcock, D.M., Crowther, D.M.,

U169 recAl endAlhsdR17(rk-,
mk+) phoAsupE44 -thi-1 gyrA96
relAl

Doherty, J., Jefferson,S., DeCruz,
E., Noyer-Weidner, M., Smith, S.S.,
Michael, M.Z., and Graham, M.W.,
Nucl. Acids Res. (1989) 17, 3469-
347

5.3 Métodos

5.3.1 Disefio y construccion de la proteina quimérica VP2-SpyTag

La incorporacion de la secuencia que codifica para el péptido SpyTag en el extremo 5'
del gen de la proteina VP2 se realiz6 mediante 4 PCRs (Figura 6). A través del disefio
in silico, se mandaron a sintetizar cinco cebadores (Tabla 1), con los cuales se fueron
adicionando los nucleétidos que conforman la secuencia del péptido SpyTag. Para
esto se utilizaron como referencia las secuencias del péptido SpyTag (Zakeri et al.,
2012) y de la proteina VP2(L), con la cual se trabaja en el laboratorio. La proteina
VP2(L) es basicamente la proteina VP2 del parvovirus B19 con un espaciador
(GGSGGSGGSGEG) que se le agregd en el extremo 5' de la secuencia. Asi mismo,
esta proteina contiene en su extremo carboxilo terminal una etiqueta de histidinas (6x
His-Tag) utilizada para facilitar su purificacion mediante columnas His-trap.
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Sitio de corte para Ndel Sitio de corte para Xhol
PCR1 Secuencia de VP2
PCR 2 >
PCR 3 >
PCR 4 »
Linker

Sitio de hibridacién para el
cebador antisentido

Nuevo sitio de corte para Ndel

SpyTag Secuencia de VP2
B)

Figura 6. Proceso de formacion del gen VP2/SpyTag. A) Secuencia original de VP2(L) a la
cual se le realizaron los 4 PCRs. B) Secuencia terminada del gen VP2/SpyTag con un nuevo
sitio de corte para Ndel.

Tabla 1. Secuencias de los cinco cebadores (Uno antisentido y cuatro sentido) que se
utilizaron para realizar las PCRs. Los nucle6tidos de color azul conforman la estructura del
SpyTag y los de color rojo dan lugar a la nueva secuencia de corte para Ndel

Cebador antisentido ‘ Cebador sentido PCR

5’- GACTCGAGCGGGTGTACGCGAG - | 5-CAAACCTACGAAAGGTGGTTCTG-3’ 1
3Y

5-GTGGATGCCTACAAACCTACGAAAG-3’ 2

5-CATCGTGATGGTGGATGCCTAC-3 3

5-TACATATGGCCCACATCGTGATG-3’ 4

Para obtener el templado sobre el cual se realizaron las reacciones de PCR se realizo
la extraccion del DNA plasmidico de una colonia de E. coli DH5q, la cual contenia al
vector pET-22b(+) con el gen que codifica para la proteina VP2(L). Para esto se utilizd

35



el Kit Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep de Jena Bioscience, de acuerdo a las
instrucciones del proveedor. Una vez que se obtuvo el DNA plasmidico purificado se
procedio a cortar el vector con las enzimas de restriccion Ndel y Xhol, las cuales solo
tienen un sitio de corte dentro del vector (Figura 7), con lo cual se liber6 el gen de la
proteina VP2 y al mismo tiempo se obtuvo el vector linealizado. Posteriormente se
purificé tanto el inserto como el vector mediante el Kit de extraccion por gel de
agarosa (Jena Bioscience), de acuerdo a las instrucciones del proveedor.

Ava l(158)
Xho l{158)
Mot 1{166)
Eag l(156)
Hind lllj173)
Sal lji179)
Sac l{190)
EcoR lj192)
Eaml—l li198)
co lj220)
/’/Msc |ﬁ::5)
~_BseR l(280)

Bpu1102 li20)

Dra III[5251,1.‘ ~ BspM ||2l381
A — _— MNde l{za8)
e — Xba I{azs) Bql lli392)
" 1\60'27 548 ~——SaA I g‘ -
g{\g\n T S%F\ I{Et,e,g'3
0 - PAIM Ii596)
—ApaE!« l{79a)
Sca li4s88) 6\ '.
Pvu lj4478) W
//Ph _\/Mlu l(1114)
Pst |{4353)\; / S? %. \ﬁ,_ Bel l{1128)
T a —
|| < -1 BstE llj1295)
Bsa I:41saI ' C'E 'ﬁmg II{11§"23)
Eam1105 I{qics:-I ‘ pET 22b(+) > patii===)
T (5493bp) o
\ = [J/BssH ll1s2s)
II'\. . /~Hpa I(1620)
AlwN 1g3831) sy
~~PshA I(1339)
BspLU11 Iazis) / >~ T \Psps ll@221)
Saplioss) /' TFp—n “Bpul0 I(2321)
Bst1107 Iiza88) / | T o
Tth111 Ii2980) / BspG li2741)
A)
Reactivo Concentracion
B) H20 13 uL
Vector pET-22b(+) coninserto | 3 yL
Amortiguador cutsmart 2 UL
Enzima de corte Xhol 1 uL
Enzima de corte Ndel 1 uL
Volumen final 20 uL

Figura 7. A) Mapa del vector pET-22b(+). Las flechas en rojo indican los sitios de corte
utilizados para liberar el inserto. B) Composicién de la mezcla de reaccion para la digestion
enziméatica del vector con las enzimas Ndel y Xhol.
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Para incorporar la secuencia del péptido SpyTag en el gen de la proteina VP2, se
utilizé el inserto purificado como templado para la primera reaccion de PCR, para esto
se emplearon las siguientes condiciones:

Reactivo Concentracion

H20

39 uL

10X amortiguador para Pfu con MgSO,

5 pL (200 pM de MgSO,)

dNTP mix (10 mM c/u)

1 uL (200 uM de c/u)

Cebador sentido (PCR1) 2 uL (0.5 uM)

Cebador antisentido 2 yL (0.5 uM)

Templado 0.5uL

Pfu DNA polimerasa 0.5 uL (1.25 unidades)
Volumen final 50 uL

Proceso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min 1
Desnaturalizacién 95°C 30s

Alineamiento 60°C 1 min 30
Extension 72°C 2 min

Extension final 72°C 1 min 1

El producto obtenido de la reaccién se analiz6 en un gel de agarosa (1%) para
comprobar que se hubiera amplificado correctamente el gen de interés; debido a que
el nimero de nucleétidos agregados era muy pequefio, esperabamos que tuviera un
tamafo similar al gen de VP2(L) (1700 bp).

Para la segunda PCR, se utiliz6 como molde el producto obtenido del primer PCR y
se llevo a cabo la reaccion con las siguientes condiciones:

Reactivo Concentracion

H20 39 yL
10X amortiguador para Pfu con MgSO, 5 L (200 uM de MgSO,)
dNTP mix (10 mM c/u) 1 uL (200 uM de c/u)

Cebador sentido (PCR2) 2 yL (0.5 uM)
Cebador antisentido 2 yL (0.5 uM)
Templado (PCR 1) 0.5 uL

Pfu DNA polimerasa 0.5 pL (1.25 unidades)
Volumen final 50 pL
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Proceso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min 1
Desnaturalizacion 95°C 30s

Alineamiento 60°C 1 min 30
Extension 72°C 2 min

Extension final 72°C 1 min 1

El producto obtenido de la reaccidn se analiz6 en un gel de agarosa (1%) para
comprobar si se amplifico nuestro gen de interés. Para la tercera PCR, se utiliz6 como
molde este producto (obtenido del segundo PCR) y se llevé a cabo la reaccion con las
siguientes condiciones:

Reactivo Concentracion

H20 39 uL
10X amortiguador para Pfu con MgSO, 5 uL (200 uM de MgSOQO,)
dNTP mix (10 mM c/u) 1 uL (200 uM de c/u)

Cebador sentido (PCR3) 2 uL (0.5 uM)

Cebador antisentido 2 uL (0.5 uM)

Templado (PCR 2) 0.5 uL

Pfu DNA polimerasa 0.5 pL (1.25 unidades)
Volumen final 50 uL

Proceso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min 1
Desnaturalizacion 95°C 30s

Alineamiento 63°C 1 min 30
Extension 72°C 2 min

Extension final 72°C 1 min 1

El producto obtenido de la reaccion se analiz6 en un gel de agarosa (1%) para
comprobar si se amplifico nuestro gen de interés. Para el cuarto PCR se utilizé como
molde este producto (obtenido del tercer PCR), se lo cuantificd, se diluyé a una
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concentracion de (8 ng/uL) y se llevd a cabo la reaccidn con las siguientes
condiciones:

Reactivo Concentracion

H20 32 uL

10X amortiguador sin MgSO, 5uL

dNTP mix (10 mM c/u) 2 uL (80 uM de cl/u)

DMSO (al 50%) 5 pL (5%)

MgSO, 3 yL (1.5 mM)

Cebador sentido (PCR4) 1 uL (0.25 uM)

Cebador antisentido 1 uL (0.25 uM)

Templado (PCR 3) 0.5 uL (4 ng)

Polimerasa de alta fidelidad (HFP) 0.5 uL (1.25 unidades)
Volumen final 50 uL

Proceso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min 1
Desnaturalizacion 95°C 20 s

Alineamiento 70°C 30s

Extension 70°C 2 min 25
Extension final 70°C 5 min 1

Una vez que se obtuvo el producto del cuarto PCR, se le realiz6 una digestién con las
enzimas de restriccion Ndel y Xhol para generar los extremos cohesivos necesarios
para su ligacion con el vector. Posteriormente se purificé mediante el Kit de extraccion
por gel de agarosa (Jena Bioscience), de acuerdo a las instrucciones del proveedor.
Una vez obtenido el fragmento purificado, se llevé a cabo la reaccion de ligacion con
el vector linealizado (purificado previamente en esta metodologia), bajo las siguientes
condiciones:

Reactivo | Concentracion

DNA Ligasa de T4 (400 unidades/uL) 1 uL (400 unidades)
Amortiguador para DNA ligasa (10X) 1uL

Vector pET-22b(+) 0.5 pL

Inserto (VP2/SpyTag) 7.5 uL

Volumen final 10 uL

La reaccion se dejo durante 12 horas aproximadamente a una temperatura de 4° C.
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5.3.2 Obtencion de células transformantes de E. coli BL21(DE3) pLysS

Para la obtencion de células transformantes de E. coli BL21(DES3) pLysS, se opt6é por
transformar primero en E. coli DH5a, ya que suelen dar mejores resultados para la
transformacion, para esto se siguio el siguiente protocolo:

Protocolo de transformacion de células quimiocompetentes

1. Se tomo un tubo con 50 pL de células quimiocompetentes de E. coli DH5aq,
almacenadas a -70°C y se colocaron en hielo. En condiciones de esterilidad se
les agregaron 10 yL del vector ligado y se incubaron en hielo por 30 min.

2. Una vez que paso el primer tiempo de incubacién, las células se pusieron a
incubar inmediatamente en un termomixer previamente calentado a 42°C por
90 s para generar el choque térmico.

3. Después de esta segunda incubacién se volvié a poner en hielo el tubo por 2
min y nuevamente en condiciones de esterilidad se le agregaron 250 yL de
medio LB.

4. Una vez mezclado el medio con las células se procedid a incubar el tubo a
37°C por 1.5 h con agitacion orbital a 250 r.p.m.

5. Después de esta etapa de recuperacion se procedio a inocular las células en
placas de medio LB con ampicilina (100 pg/mL), para lo cual se pusieron 25 pL
del medio con células en cada caja y se lo distribuyé mediante perlas de vidrio
estériles para favorecer la obtencion de colonias aisladas.

6. Las cajas se colocaron en la incubadora y se dejaron creciendo por 16 h a
37°C. Una vez que paso el tiempo de incubacién se observaron las cajas que
presentaron colonias y se las coloc6 en el cuarto frio a 5°C para retrasar su
crecimiento.

Una vez que se obtuvieron colonias puras de las células transformantes, se procedio
a obtener su DNA plasmidico para comprobar que estas tuvieran realmente el vector
de interés y de esta forma poder transformar las células de E. coli BL21(DE3) pLysS.
Para esto se siguio el siguiente protocolo:

Protocolo de purificacion de DNA plasmidico (fenol/cloroformo)

1. De las cajas obtenidas, se seleccionaron varias colonias aisladas y se las puso
a crecer en tubos de 10 mL con medio LB con ampicilina (100 pug/mL) hasta
gue alcanzaron una densidad optica de 0.6 a 600 nm. En este punto se
tomaron 3 mL del cultivo para preparar tubos con glicerol al 30%
(concentracion final) para su almacenamiento a -70°C.
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. Del mismo cultivo se tomé 1 mL y se centrifugd en un tubo eppendorf de 1.5
mL a 9000 r.p.m. durante 1 min, se descartd el sobrenadante y sobre este
mismo tubo se puso otro mL del cultivo y se volvié a centrifugar (Este paso se
repitié una vez mas).

. Al pellet obtenido se lo resuspendié en 100 pyL de una solucion para lisis
celular, compuesta por 50 mM de glucosa, 25 mM de Tris-HCL pH 8, 10 mM de
EDTA y 5 mg/mL de lisozima. Ya mezclado se incub6 a 37°C durante 30 min.

. Una vez que paso el tiempo de incubacién, se le adicionaron 200 pyL de una
solucion recién preparada de NaOH 0.2 M y SDS al 4%. Se utilizé6 un vortex
para homogenizar la solucidn y se la puso a incubar en hielo durante 10 min.

. Después de que transcurrieron los 10 min se le agregaron 150 yL de una
solucién 5 M de acetato de potasio (pH 5) y huevamente se puso a incubar por
otros 10 min.

. Para separar el DNA plasmidico de los restos celulares, se centrifugd la
muestra a 14000 r.p.m. durante 5 min a temperatura ambiente. Al final se
tomaron 400 pL del sobrenadante y se los puso en un tubo nuevo.

. A este sobrenadante se le agregaron 200 pL de fenol saturado de amortiguador
y se mezclé invirtiendo el tubo suavemente, de igual forma se le agregaron 200
ML de cloroformo y se mezcld suavemente. Para separar el DNA plasmidico de
proteinas y otros restos celulares se volvié a centrifugar como en el paso 6.

. Una vez que termind la centrifugacion se formaron dos fases, la fase superior
gue es la fase acuosa, es la que contiene el DNA plasmidico. De ésta, se tomo
el mayor volumen posible tratando de no revolverla con la otra fase.

. Para poder precipitar el DNA plasmidico de ésta fase, se mezcl6 con un
volumen igual de isopropanol en un tubo nuevo y se lo dej6é incubando a 5°C
por 3 h.

10. Posteriormente se recolect6é el DNA plasmidico mediante centrifugaciéon (14000

r.p.m. durante 15 min) a temperatura ambiente. Se descartd el sobrenadante y
al pellet obtenido se lo lavé con etanol al 80%; este paso se repiti6 otras 2
veces. Por ultimo, el DNA se secoé al vacio en el equipo de liofilizaciébn Speed
Vac.

11.Finalmente, se resuspendid el DNA plasmidico en 25 yL de agua desionizada

estéril y se le agregd 0.5 pL de RNAsa para eliminar cualquier resto de RNA
gue pudiera tener. Se incub6 por 1 h a 37°C antes de guardarlo.

Con el DNA plasmidico ya purificado se procedio a realizar una prueba de digestion
para comprobar que nuestro vector realmente contenia el inserto de interés,
nuevamente se utilizaron las enzimas Xhol y Ndel y se incubaron a 37°C por 3 h, el
producto obtenido se corrié en un gel de agarosa (1%) y se analizé en un trans-
iluminador UV T1203. Una vez que se comprobd cuales fueron los plasmidos que
liberaron el inserto, se eligi®6 uno para realizar la transformacién de las células
guimiocompetentes de E. coli BL21(DE3) pLysS. Para esto se siguio el protocolo de
transformacién mencionado arriba. De las cajas obtenidas se eligi6 una colonia
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aislada, a la cual se le extrajo su DNA plasmidico mediante el Kit Fast-n-Easy Plasmid
Mini-Prep de Jena Bioscience y se envio a secuenciar para comprobar que no habia
ninguna mutacion en la secuencia (Laragen Inc.).

5.3.3 Sobreexpresién de la proteina recombinante VP2-SpyTag

Las condiciones empleadas para la sobreexpresion de la proteina VP2-SpyTag se
basaron en las reportadas por Sanchez-Rodriguez y colaboradores (2012). El
protocolo utilizado con algunas modificaciones se presenta a continuacion:

Protocolo de sobreexpresién de la proteina recombinante VP2-Spytag

1. Se preparé un primer indculo en 10 mL de medio LB con ampicilina (100
pMg/mL) a partir de una colonia aislada de E. coli BL21(DE3) pLysS, la cual fue
previamente secuenciada. El tubo con medio de cultivo se incub6 a 37°C, con
agitacion orbital de 220 r.p.m. durante 12 h.

2. El in6culo se transfirio a un matraz con capacidad de 500 mL que contenia 100
mL de medio LB con ampicilina (100 ug/mL) y se incubd a 37°C, con agitacion
orbital de 220 r.p.m. hasta que alcanzé su fase exponencial (DOsoo = 0.6 a 0.8).

3. Una vez que este nuevo indculo alcanzd la densidad éptica requerida, se
transfirié a un matraz con capacidad de 2 L que contenia 500 mL de medio LB
con ampicilina (100 pg/mL) y se incub6 a 37°C, con agitacion orbital de 220
r.p.m. hasta que alcanz6 nuevamente su fase exponencial (DOsoo = 0.6 a 0.8).

4. En este punto se le agregaron 500 yL de una solucién de IPTG 250 mM para
inducir la sobreexpresion de la proteina. La concentracion final de IPTG en el
medio fue de 0.25 mM. El matraz se dejé en incubacion durante 12 h mas.

5. Transcurrido el tiempo de induccién se procedié a recuperar la biomasa por
centrifugacion a 6000 r.p.m. a 5°C por 15 min. Se tomd una muestra pequefa
para determinar la presencia de la proteina mediante SDS-PAGE.

6. El pellet celular se resuspendié nuevamente en una solucion de NaCl al 0.9%
(m/v) para eliminar el medio de cultivo remanente de las células. La biomasa se
volvid a centrifugar como en el paso 5. Este proceso se repitio otras 2 veces.

5.3.4 Obtencion de la proteina VP2-SpyTag en cuerpos de inclusion

Debido a que la proteina VP2-SpyTag es muy similar en su estructura a la proteina
silvestre de VP2 y a que en trabajos previos (Sanchez-Rodriguez et al., 2012,
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Santillan-Uribe et al., 2015) se demostré que esa proteina y otras quimeras forman
cuerpos de inclusion, se decidi6 emplear un protocolo de limpieza de cuerpos de
inclusion basado en trabajos anteriores (Santillan, 2017):

Protocolo de limpieza y solubilizacion de la proteina VP2-SpyTag

1. Con el pellet obtenido del protocolo anterior, se resuspendié en 30 mL de
solucién amortiguadora Arci (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH
8.0). Posteriormente este se volvié a centrifugar a 8000 r.p.m. durante 15 min a
5°C.

2. El pellet obtenido se resuspendié en 40 mL de solucion amortiguadora Brci (50
mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 2% v/v Triton-X100, pH 8.0). En esta
solucién se procedi6 a realizar la lisis celular mediante sonicacién. Se
realizaron dos ciclos de 10 min cada uno, con pulsos de 20 sy pausas de 20 s
empleando una potencia de 60 a 80 W. Entre un ciclo de sonicacién y otro, se
centrifugaron los cuerpos de inclusién a 8000 r.p.m. durante 15 min a 5°C y el
pellet se volvid a resuspender en solucién amortiguadora Bici para realizar la
siguiente sonicacion.

3. La solucidon con cuerpos de inclusién obtenida se centrifugé a 8000 r.p.m.
durante 20 min a 5°C. El pellet que se obtuvo se resuspendié en 30 mL de
solucién amortiguadora Cici (50 mM NaH;PO,4, 300 mM NaCl, 6 M Gdn-HCI, 2
mM DTT, pH 6.3), con lo cual se logré solubilizar los cuerpos de inclusion. Para
aumentar la eficiencia de este proceso se incub6 a 30°C, con agitacion orbital
de 220 r.p.m. durante 12 h.

4. Por ultimo, para eliminar los remanentes de proteina agregada se volvié a
centrifugar la solucién a 10000 r.p.m. durante 20 min a 5°C y el sobrenadante
se transfirié a un tubo nuevo.

5.3.5 Purificacion de la proteina recombinante VP2-SpyTag

La purificacion de la proteina VP2-SpyTag se realiz6 mediante cromatografia de
afinidad, para lo cual se utilizé una matriz Protino™ Ni-TED que cuenta con iones
metalicos inmovilizados (IMAC, por sus siglas en inglés). En este caso la proteina
VP2-SpyTag cuenta con una etiqueta de histidinas en su extremo carboxilo terminal,
lo cual permitié su interaccién con los iones de niquel presentes en la matriz.

Las columnas de purificacion empleadas funcionan a través de gravedad y cuentan
con un volumen de 20 mL. Estas se suelen mantener en una solucion de etanol (al
20% v/v) para evitar posibles contaminaciones por bacterias u hongos, ya que en
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ocasiones pueden quedar proteinas atrapadas. Por esto mismo, después de varios
ciclos de purificacion son desempacadas, lavadas y regeneradas para mantener su
correcto funcionamiento. El protocolo para equilibrar la matriz y purificar de la proteina
fue el siguiente:

Protocolo de purificacion de la proteina VP2-SpyTag

1. Se paso un volumen de 50 mL de H,0 a la columna para limpiar la matriz de la
solucién de etanol al 20%. Después se le pas6 un volumen de 30 mL de una
solucion amortiguadora A (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 3 M Gdn-HClI,
Glicerol 5% v/v, pH 7.5) para equilibrar la columna.

2. Ya equilibrada la columna se pasé un volumen de 5 mL de la solucién con la
proteina solubilizada VP2-SpyTag.

3. Una vez que ésta entr6 a la columna, se le adicion6 un volumen de 20 mL de
una solucién amortiguadora B (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 3 M Gdn-HCl,
pH 7.5) para distribuir a la proteina a través de toda la matriz.

4. Posteriormente se paso un volumen de 20 mL de una solucion amortiguadora
C (50 mM NaH,PO4, 300 mM NacCl, 3 M Gdn-HCI, Imidazol 30 mM, pH 7.5)
para favorecer la liberacion de proteinas que pudieran unirse a la matriz por
tener residuos de histidinas.

5. Una vez que la solucion C entr6 a la columna, se adiciond un volumen de 5 mL
de la soluciéon amortiguadora D (50 mM NaH,PO,, 1 M NaCl, 3 M Gdn-HCI, pH 7.5).

6. Finalmente, cuando la solucién D entré a la columna, se adicion6é un volumen
de 30 mL de la solucién amortiguadora E (50 mM NaH,;PO4, 300 mM NaCl, 3 M
Gdn-HCI, Imidazol 300 mM, pH 7.5), con la cual se eluyo la proteina de interés.
Para esto se recolecté un volumen muerto de 10 mL y después se comenzo a
recolectar el volumen restante en fracciones (seis en total).

7. Las fracciones obtenidas se analizaron mediante SDS-PAGE para saber en
cuales se encontraba nuestra proteina y descartar las demas. Las fracciones
gue tenian a la proteina se juntaron en un tubo Falcon de 40 mL vy
posteriormente se las concentr6 mediante un Amicon Ultra-15 (30 kDa) para
filtracion con centrifuga.

8. Una vez que se obtuvo la proteina concentrada y con un mayor grado de
pureza, se le cambio el amortiguador E por el R (20 mM Tris-HCI, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 5 M Gdn-HCI, 1 mM DTT), nuevamente mediante el uso de
un Amicon Ultra-15 (30 kDa).

Con la proteina en el nuevo amortiguador, se pudo determinar su concentracion por
espectrofotometria a una longitud de onda de 280 nm. Se us6 como referencia una
curva de calibracion obtenida a partir de disoluciones de albumina sérica bovina
(BSA) solubilizada en la solucién amortiguadora R. Todos los puntos de la curva
fueron preparados por triplicado, con un volumen final de 1000 pL.
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5.3.6 Ensamble y caracterizacion de VLPs (VP2-Spytag) mediante DLS

Para permitir el ensamble de las cédpsides virales a partir la proteina VP2-Spytag, esta
se tuvo que dializar frente a un amortiguador PBSarg (137 mM NaCl,10 mM Na;HPO,,
2.7 mM KCI, 2 mM KH;PO4, 200 mM L-Arginina, pH 7.4), para eliminar el agente
desnaturalizante (Gdn-HCI). Para eso se diluyé la proteina purificada con mas
solucion R y se la llevd a una concentracion de 0.7 mg/mL, en un volumen final de 1.5
mL. La muestra se dejo en dialisis durante un periodo total de 40 h a una temperatura
de 5°C, con agitacion.

Para caracterizar los ensambles obtenidos y comprobar que realmente se hayan
formado VLPs, estos fueron analizados en un equipo Zetasizer pV (Malvern
instruments) para dispersion dinamica de luz (DLS por sus siglas en inglés). La
dispersion dindmica de luz es una técnica basada en los principios del movimiento
browniano y el efecto Doppler, mediante los cuales se determina el tamafio y la masa
de las particulas que se encuentran en suspension. Los parametros para el analisis
fueron fijados en 1.33 para el indice de refraccidon, 1.003 cP para la viscosidad y 20°C
para la temperatura. Se utilizd una celda de vidrio con capacidad para un volumen de
500 uL. Antes de analizar las muestras en el DLS se pasaron por cartuchos de
filtracion con un tamano de poro de 0.45 um y después por cartuchos de filtraciéon con
un tamafno de poro de 0.22 um.

5.3.7 Reaccién de acoplamiento entre VLPs (VP2-Spytag) y la proteina
quimérica SpyCatcher-a-glucosidasa

Las condiciones empleadas para la reaccion de acoplamiento entre las VLPs (VP2-
Spytag) y la proteina SpyCatcher-a-glucosidasa se basaron en las reportadas por
Zakeri y colaboradores (2012). La reaccion se llevo a cabo en solucion amortiguadora
PBSarg (pH 7.4) a 25°C durante 1 hora. Para eso se mezclo la proteina SpyCatcher-a-
glucosidasa con las VLPs (VP2-Spytag) en concentraciones iguales y se las llevo a un
volumen final de 1.5 mL en un tubo Eppendorf. La interaccion se puso a incubar en el
equipo Thermomixer confort (Eppendorf) en las condiciones ya mencionadas.
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5.3.8 Purificacion de VLPs mediante cromatografia de exclusion
molecular

A lo largo de todo el proceso de obtencion de VLPs, asi como de la interaccion con la
proteina quimérica SpyCatcher-a-glucosidasa, se fueron acumulando especies
intermediarias, agregados proteicos e incluso proteinas sin interaccionar en la
solucion donde tenemos las particulas de interés. Es asi que se decidio purificar las
VLPs unidas al sistema SpyCatcher-a-glucosidasa para poder obtener una poblacion
homogénea de particulas, lo cual permitié caracterizar la interaccion del sistema de
una forma mas precisa y confiable. Para esto se utilizé un cromatégrafo de liquidos de
alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés) de la marca Waters, el cual permite ir
separando las particulas en la soluciéon de acuerdo a su tamafio. La columna que se
utilizé fue empacada con una matriz Sephacryl S-500 HR, a la cual como una etapa
preparativa se le paso la solucion amortiguadora PBSarg con un flujo constante de 0.5
mL/min para equilibrarla. Al mismo tiempo se utilizé un detector UV-Vis ajustado a una
longitud de onda de 280 nm para poder seguir el proceso de exclusién molecular.

Una vez que la matriz estaba equilibrada, se inyecto6 la muestra y se dejo corriendo el
equipo a un flujo constante de 0.5 mL/min durante 30 min, después de ese tiempo
comenzd a colectar las muestras en fracciones de 2 mL cada una. Finalmente, en
funcién del grafico obtenido por la absorbancia de las muestras, se midi6 de forma
cualitativa la actividad enzimética de cada una de las fracciones donde se podria
encontrar nuestra interaccién. Para esto se utiliz6 un sustrato cromogénico: 4-
nitrofenil-a-glucopirandsido (pNPG), el cual genera una coloracibn amarilla en la
solucion cuando es hidrolizado por la enzima a-glucosidasa. Las fracciones que
presentaron actividad, se analizaron mediante DLS y se eligi6 la fraccién con el
tamafio mas cercano al tedrico.

5.3.9 Caracterizacion de la interaccion entre las VLPs (VP2-Spytag) vy la
proteina quimérica SpyCatcher-a-glucosidasa

Para caracterizar la interaccién entre las VLPs (VP2-SpyTag) y las proteinas
SpyCatcher-a-glucosidasa se hicieron tres analisis. Uno fue mediante DLS, donde se
determiné el tamafio de las nuevas particulas y se lo comparé contra el tamafio de las
VLPs solas. Los parametros que se fijaron para el analisis, fueron los mismos que se
utilizaron en la caracterizacion de las VLPs sin interaccionar. De igual manera antes
de analizar las muestras en el DLS se pasaron por cartuchos de filtracion con un
tamano de poro de 0.45 pm y después por cartuchos de filtracion con un tamano de
poro de 0.22 ym.
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También se las analiz6 a través de SDS-PAGE, con lo cual se compararon los pesos
moleculares de las proteinas. Debido a que el enlace isopeptidico entre el sistema
SpyTag-SpyCatcher es un enlace covalente, se compar6 el peso de la proteina VP2-
SpyTag sin interaccionar contra la proteina VP2-SpyTag unida a SpyCatcher-a-
glucosidasa, asi mismo se comparoé el peso de la proteina SpyCatcher-a-glucosidasa
sin interaccionar.

Por altimo, se determind la actividad catalitica de la enzima SpyCatcher-a-glucosidasa
presente en la superficie de las VLPs. Las particulas se pusieron a interaccionar con
el sustrato cromogénico pNPG, el cual se analizo con el espectrofotometro CARY 400
(Marca Varian), ajustado a una longitud de onda de 405 nm para poder seguir la
formacion del producto y con esto medir su actividad volumétrica. A su vez se
compardé con la actividad catalitica de la proteina SpyCatcher-a-glucosidasa sin
interaccionar para ver si existian cambios en su actividad. Para esto se establecieron
las condiciones de la reaccion en el siguiente protocolo:

Protocolo de cuantificacion de la actividad catalitica

1. La reaccion de interaccion entre las VLPs (VP2-SpyTag) y la proteina
SpyCatcher-a-glucosidasa se hizo de acuerdo a la metodologia mencionada
previamente en esta tesis. Se us6 una concentracion 16 nM de las VLPs y una
concentracion 98.5 nM de la proteina SpyCatcher-a-glucosidasa.

2. De esta interaccion se tomaron 400 uL y se los llevo a un volumen final de 1
mL, la concentracion final de la enzima a-glucosidasa con la que se trabajé en
ambos analisis fue 39.4 nM.

3. Se preparé una solucion stock de pNPG 15 mM en amortiguador PBS (137 mM
NaCl,10 mM Na;HPQOy4, 2.7 mM KCI, 2 mM KH;PO4, pH 7.4). Para cuantificar la
actividad volumétrica de la enzima se utilizé una concentracion 5 mM del
sustrato (pNPG)

4. Se blanqueé con el amortiguador PBS pH 7.4

5. La reaccién se inicié6 mediante la adicion del sustrato. Las celdas de reaccién
se leyeron en el espectrofotometro CARY a 30°C y 405 nm por un periodo de
10 min.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Disefio y construccion de la proteina quimérica VP2-Spytag

Para construir el gen que codifica para la proteina VP2-Spytag se tuvo que extraer,
digerir y purificar por separado el vector de clonacion pET-22b(+) y el gen de la
proteina VP2(L), con los cuales ya se contaba en el laboratorio. En la figura 8A,
podemos ver que ambos fragmentos presentaron los tamafios esperados (~5400 bp y
~1700 bp respectivamente). Con el gen de la proteina VP2(L) purificado, se realizaron
4 PCRs, a través de las cuales se fue adicionando la secuencia del péptido SpyTag
(alrededor de 11 nucleétidos por reaccién). La ultima PCR fue la Unica que presento
complicaciones para su obtencion, por lo cual se tuvieron que probar varias
condiciones hasta llegar a las mencionadas previamente en la metodologia. En la
figura 8B, se puede observar el producto obtenido del cuarto PCR, el cual, al no haber
tenido un aumento significativo en el nimero de pares de bases, esperdbamos que
tuviera un tamafio similar al gen VP2(L). Sin embargo, también se puede observar
que la reaccion produjo un barrido inespecifico, el cual suponemos que se debi6 a la
formacion de dimeros entre los cebadores. Por lo anterior, en la Ultima reaccién de
PCR fue necesario utilizar DMSO (se ha visto que ayuda a evitar la hibridacién entre
cebadores), ya que de otra manera no se obtenia ningun producto de la amplificacion.
Debido a esta condicién, se favorecio la amplificacion de productos inespecificos, lo
cual genero una disminucion en la amplificacion de nuestro gen de interés.

8000bp —|
6000bp —|
5000bp |
4000bp —

8000bp 3000bp —]
6000bp <— pET-22b+ purificado
s000bp . —

P VP2-SpyTaG
3000bp 1500bp —
2000bp <— VP2(L) 1200bp — ~1700 bp
1500bp ~1700 bp
1200bp

Figura 8. A) Purificacién del vector pET-22b(+) y del inserto que contiene al gen VP2(L).
Carriles de izquierda a derecha: Marcador de tamario, inserto con el gen VP2(L), vector pET-
22b(+). B) Andlisis del producto obtenido del PCR 4. Carriles de izquierda a derecha:
Marcador de tamafio, producto final del PCR 4.
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6.2 Obtencion de células transformantes de E. coli BL21(DE3)pLysS

Una vez que se obtuvo el gen purificado de la proteina VP2-SpyTag, se llevé a cabo
la construccion del vector pETVP2-SpyTag, al insertar este nuevo gen entre los sitios
Ndel y Xhol del vector de expresion pET-22b(+) mediante ligacion como se describid
previamente. Para producir la proteina VP2-SpyTag se decidié utilizar como sistema
de expresion la cepa de E. coli BL21(DE3)pLysS. No obstante, debido a las
complicaciones que tuvo el cuarto PCR y al bajo rendimiento obtenido, se opté por
transformar la reaccion de ligacion primero en células de E. coli DH5q, las cuales
suelen tener una mayor tasa de transformacion. De las colonias obtenidas, se
eligieron 10 al azar para ser analizadas. Para comprobar en qué colonias estaba
presente el gen de interés, se realizo una digestion al DNA plasmidico de cada una de
ellas con las enzimas de restriccidon Ndel y Xhol. Como se observa en la Figura 9A, de
las 10 colonias, solamente la colonia 7 liberé un inserto con el tamafo del gen
esperado (1700 bp aproximadamente). A partir de esta colonia se realizaron los
siguientes experimentos.

Posteriormente para comprobar que efectivamente se trataba de nuestro inserto, se
linealiz6é el vector con 3 enzimas de digestion diferentes (Figura 9B). La secuencia
gue une al gen de VP2 con los nucleotidos que codifican para el SpyTag contiene un
sitio de restriccion para BamHlI, el cual también fue construido por PCR. Comprobar la
presencia de este sitio nos daria informacion preliminar de la identidad de la
construccion, ya que el vector pET-22b(+) digerido con Ndel y Xhol no tiene este sitio
de restriccidon. En consecuencia, la digestiéon del DNA plasmidico con cualquiera de
estas enzimas por separado nos tendria que generar un DNA linelizado que
presentara el tamafio esperado (~7100 bp).

8000bp
6000bp
5000bp —
4000bp
3000bp

2000bp

<— pET-22b+
~5400 bp

<——VP2-SpyTag

1500bp
~1700 bp

1200bp
1000bp —

A)
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10000bp

8000bp [ pET-22b+ (VP2-SpyTag) ~7100 bp
6000bp < pET-22b+

5000bp ~5400 bp

4000bp

3000bp

2000bp

< VP2-SpyTag
1508k ~1700 bp
1200bp

B)

Figura 9. Analisis de las colonias obtenidas de E. coli DH5a con el pET-VP2SpyTag. Carriles
de izquierda a derecha: Marcador de tamafio, pET-VP2SpyTag digerido con Ndel y Xhol de
colonias transformadas 1-10. B) Digestion para comprobar la liberacion del inserto de interés
(colonia 7). De izquierda a derecha: Carril 1 marcador de tamafo, carril 2 pET-VP2SpyTag
digerido con Ndel, carril 3 pET-VP2SpyTag digerido con Xhol, carril 4 pET-VP2SpyTag
digerido con BamHl, carril 5 pET-VP2SpyTag digerido con Ndel y Xhol.

Una vez que se obtuvieron células transformantes de E. coli BL21(DE3)pLysS, se les
extrajo el DNA plasmidico y se mandd a secuenciar para confirmar que la proteina
con la que se iba a trabajar no presentaba ninguna mutacion en su secuencia. La
secuenciacion se hizo utilizando el cebador universal para el promotor T7. En la figura
10 se compar6 la secuencia original de nucleétidos que codifican para el péptido
SpyTag con la secuencia obtenida mediante secuenciacibn. Ambas secuencias son
idénticas, lo cual nos asegura que teniamos la secuencia correcta y que no habia
riesgo de que la proteina tuviera problemas estructurales o de interaccién con su
sistema complementario SpyCatcher.

Secuencia de nucledtidos del gen SpyTag Secuencia de aminoacidos del
péptido SpyTag

GCCCACATCGTGATGGTGGATGCCTACAAACC | AHIVMVDAYKPTK
TACGAAA
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TCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCCCACATCGTGATGGTGGA
TGCCTACAAACCTACGAAAGGTGGTTCTGGTGGATCCGGCGGTAGCGGTGGTATGACCAGCGTTAACTC
TGCGGAAGCGTCTACTGGTGCAGGCGGTGGCGGTTCTAACCCAGTGAAAAGCATGTGGAGCGAAGGCGC
AACCTTTTCTGCTAACTCTGTAACTTGCACTTTCTCTCGCCAGTTCCTGATTCCGTACGACCCAGAACA
TCACTATAAGGTGTTTTCTCCAGCGGCTTCTTCCTGTCACAACGCGTCCGGCAAAGAAGCGAAGGTATG
CACCATCTCCCCGATTATGGGTTACTCTACCCCGTGGCGCTACCTGGACTTCAACGCGCTGAACCTGTT
CTTCTCCCCACTGGAATTTCAGCATCTGATTGAGAACTATGGTTCTATCGCTCCGGACGCACTGACTGT
GACCATCTCTGAAATCGCGGTGAAAGACGTAACCGATAAGACTGGTGGCGGTGTACAGGTGACTGACTC
TACCACTGGCCGTCTGTGCATGCTGGTAGACCATGAGTACAAATACCCGTACGTTCTGGGCCAAGGTCA
AGACACTCTGGCTCCGGAACTGCCGATTTGGGTGTACTTTCCACCGCAATACGCCTATCTGACTGTGGG
TGATGTTAACACTCANGGTATTAGCGGTGATTCCAAGAAACTGGCGTCTGANGAATCCGCATTCTACGT
GCTGGAGCATTCCAGCTTTCAGCTGCTGGGTACTGGTGGCACCGCAACTATGTCTTACAAGTTTCCGCC
AGTGCCACCNGAAAACCNGGGAAGGCTGTAGCCAGCATTTCNACGANATGTACAACCC

Figura 10. Secuencia del cromatograma del gen que codifica a la proteina VP2-SpyTag. Los
nucleoétidos marcados en verde indican la secuencia que codifica para el péptido SpyTag, los
nucleétidos marcados en amarillo indican la secuencia que codifica para el espaciador y
finalmente los nucle6tidos marcados en rojo indican la secuencia que codifica el inicio de la
proteina VP2. Subrayados se encuentran los sitios de restriccion para Ndel (CATATG) y
BamHI (GGATCC). La secuencia ATG en el sitio de restriccién para Ndel es también el codén
de inicio de la proteina quimérica.

6.3 Sobreexpresion y purificacion de la proteina recombinante VP2-
Spytag

La sobreexpresion de la proteina VP2-SpyTag se hizo mediante la adicion de IPTG al
cultivo de E. coli BL21(DE3)pLysS, en una concentracion 0.25 mM. Si bien la proteina
tuvo una buena sobreexpresion (Figura 11, carril 3), como se ha reportado
previamente en otros trabajos del laboratorio, esta proteina se fue a cuerpos de
inclusiéon (Bustos-Jaimes et al., 2017; Sanchez-Rodriguez et al., 2012; Santillan et al.,
2015). Para la obtencion y recuperacion de la proteina a partir de los cuerpos de
inclusion, se uso6 el mismo protocolo de solubilizacién que utilizamos para la proteina
VP2. Es interesante hacer notar que nos dio muy buenos resultados, ya que desde
gue estaba solubilizada la proteina (Figura 11, carril 4), no presento tantas impurezas
como otras quimeras de VP2 con las que se trabaja en el laboratorio. Finalmente, en
los ultimos dos carriles de la Figura 11, podemos observar la comparacion entre la
proteina antes y después de ser purificada.
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Figura 11. A) Analisis de sobreexpresion y purificacion de la proteina VP2-SpyTag. De
izquierda a derecha: Carril 1 marcador de peso molecular, carril 2 antes de la induccion, carril
3 después de la induccion, carril 4 cuerpos de inclusion solubilizados y carril 5 VP2-SpyTag
purificada.

6.4 Ensamble y caracterizaciéon de VLPs (VP2-Spytag) mediante
DLS

Con la proteina VP2-SpyTag pura, se prob6 su competencia para formar VLPs. Para
favorecer el ensamble, se elimin6é gradualmente el agente desnaturalizante (Gdn-HCI)
mediante dialisis en amortiguador PBSayq, que tiene 0.2 M de L-Arginina, la cual
ayudd a evitar la agregacion de las VLPs formadas y nos permitié tener un mejor
rendimiento. Los ensambles obtenidos se analizaron mediante DLS, y estos
resultados fueron comparados con los reportados por Sanchez-Rodriguez vy
colaboradores (2012 y 2016), debido a que la proteina VP2-SpyTag es muy similar a
la VP2. En la figura 12, se observa que las VLPs (VP2-SpyTag) presentan tamafos
muy cercanos a los reportados (20 a 23 nm). Estas VLPs son un poco mas grandes
gue las reportadas, lo cual probablemente se deba a que el péptido SpyTag, al quedar
expuesto en la superficie de las cdpsides, contribuye a un ligero aumento en el radio

hidrodinAmico de las particulas.
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Figura 12. Distribucion de tamafios por intensidad de las VLPs (VP2-SpyTag) obtenido
mediante DLS.

6.5 Acoplamiento entre VLPs (VP2-SpyTag) y la proteina
guimérica SpyCatcher-a-glucosidasa

Las VLPs formadas a partir de la proteina VP2-SpyTag se pusieron en contacto con la
guimera SpyCatcher-a-glucosidasa en las condiciones descritas en la seccion de
meétodos. Debido a que durante todo el proceso de obtencion de VLPs se va
acumulando un conjunto de proteinas no deseadas, se opt6 por purificar las capsides
unidas con la proteina SpyCatcher-a-glucosidasa mediante cromatografia de
exclusiéon molecular con ayuda de un equipo de HPLC (Waters), para posteriormente
poder realizar una caracterizacion mas precisa y confiable. Para determinar el tamafio
de las nuevas VLPs, se caracterizO por separado el tamafio de la proteina
SpyCatcher-a-glucosidasa mediante DLS (Anexol). Al tener los tamafios de ambos
sistemas proteicos por separado y asumiendo que estas VLPs presentarian el
complejo SpyCatcher-a-glucosidasa a lo largo de toda su superficie, se calculdé de
manera tedrica que la interaccién podria tener un tamafio aproximado de entre 40 y
50 nm, ya que al considerar el tamafio de la enzima (~10.4 nm), esperdbamos que las
particulas tuvieran un aumento aproximado de 20 nm en su didmetro (10 nm de cada
lado de la particula).

Como se puede observar en la figura 13A, las VLPs unidas con la proteina
SpyCatcher-a-glucosidasa, presentaron un tamafio aproximado de 45 nm, el cual
entra en el rango previamente calculado. Para asegurarnos que realmente se trataba
de las nuevas capsides y que ese era su tamafio aproximado, se les realiz6 una
prueba cualitativa de actividad, donde ademas se comprob6é que la enzima a-
glucosidasa seguia presentando actividad después de la unién. En la figura 13B, se
comparo la diferencia de tamafos entre las VLPs sin interaccionar y las VLPs en
interaccién con la proteina SpyCatcher-a-glucosidasa, estas Ultimas tienen casi el
doble del diametro de las capsides sin interaccionar.

Para analizar la eficiencia de acoplamiento entre el sistema VP2-SpyTag Yy
SpyCatcher- a-glucosidasa y a su vez obtener el peso molecular aproximado de la
interaccion, se le corrio un SDS-PAGE donde se comparé con los pesos moleculares
de ambas proteinas sin interaccionar (Figura 13C). De esta forma, se comprobé que
solo algunas proteinas de la capside interaccionan con el sistema SpyCatcher. Lo
anterior probablemente se deba a que los extremos amino terminales las proteinas
VP2 (region donde se encuentra unido el SpyTag), quedan expuestos Unicamente en
los poros que se forman en los ejes de simetria 5 de cada capside (Kaufmann et al.,
2008). También es probable que se haya agotado la quimera SpyCatcher-a-
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glucosidasa, ya que aparentemente desaparece del gel (Qqueda una banda al nivel de
otras impurezas). Estas dos razones ocasionan que quede un gran porcentaje de
proteina VP2-SpyTag sin reaccionar. Por otra parte, la interaccion presenta un peso
molecular aproximado de 135 kDa, el cual corresponde a la suma de los pesos
aproximados de ambas proteinas antes de la reaccion.

En cuanto a la actividad enzimatica de las VLPs, se ha observado en trabajos
anteriores (Bustos-Jaimes et al., 2017) que la proteina VP2 unida a alguna enzima de
interés, si bien forma VLPs, el dominio correspondiente a las enzimas puede perder
parcial o totalmente su actividad catalitica o funcion. Lo anterior suele deberse a que
la proteina VP2, como ya se menciond, se va a cuerpos de inclusion, por lo que
requiere ser solubilizada y purificada en condiciones desnaturalizantes, que no son
adecuadas pare el correcto plegamiento de todas las proteinas. Asi, algunas enzimas
unidas a la proteina VP2, no logran alcanzar su conformacion nativa después de ser
desnaturalizadas. De aqui la gran importancia de tener un sistema como el SpyTag-
SpyCatcher para producir y purificar por separado las enzimas de interés.
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Figura 13. A) Distribucién de tamafios por intensidad obtenido mediante DLS de las VLPs
(VP2-SpyTag) en interaccion con la proteina SpyCatcher-a-glucosidasa B) Distribucion de
tamanos por intensidad donde se comparan los tamafos de las VLPs unidas (trazo verde) y
no unidas con la proteina SpyCatcher-a-glucosidasa (trazo rojo). C) Analisis por SDS-PAGE
de las especies obtenidas. Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2, proteina
SpyCatcher-a-glucosidasa; carril 3, V2-SpyTag en interaccion con el SpyCatcher-a-
glucosidasa; carril 4, proteina VP2-SpyTag.

Inicialmente se comprobd, mediante un ensayo cualitativo, que las VLPs acopladas a
la a-glucosidasa tenian actividad catalitica, también se les realiz6 una prueba
cuantitativa para determinar si este nuevo sistema realmente nos permite producir
VLPs funcionales sin afectar negativamente a la actividad enzimatica. La medicién de
la actividad se comparé con la actividad de la proteina SpyCatcher-a-glucosidasa bajo
las mismas condiciones de reaccién y, como podemos ver en la Tabla 2, tanto la a-
glucosidasa unida a VLPs, como la a-glucosidasa libre presentaron actividad. En los
dos casos se us6 la misma cantidad de enzima en moles para el ensayo enzimético.
La actividad volumétrica se mantiene en el mismo orden de magnitud, e
inesperadamente es tres veces mayor en la enzima unida a las VLPs que en la
enzima libre. Si consideramos la masa total de proteina después de la reaccion de
conjugacion de las VLPs con la enzima, claramente disminuye la actividad especifica
debido a la masa de proteina que aportan las VLPs y el sistema de acoplamiento. En
este ensayo, se agregd la enzima en la concentracion requerida frente a un exceso de
VLPs previamente purificadas mediante HPLC, para asegurarnos que esta
interactuara en su totalidad con las particulas y en funcién de lo anterior se realizaron
las pruebas. La eficiencia de la unién se verifico por SDS-PAGE, encontrando que la
fraccion correspondiente a la a-glucosidasa-SpyCatcher libre desaparecio de la
mezcla de reaccion.
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Claramente se requiere un analisis mas detallado, donde se compare la cinética
enzimatica de la enzima acoplada a las VLPs con la forma libre de la a-glucosidasa, al
igual que sus estabilidades, para confirmar que existe una mejora significativa en
alguna de ellas. No obstante, nuestros resultados han demostrado que es posible el
uso de la tecnologia SpyCatcher-SpyTag para acoplar enzimas de dificil plegamiento
a las VLPs del EB19 ensambladas in vitro. Esto representa una gran ventaja para la
producciéon de VNPs, las cuales no solo serian particulas funcionalizadas, sino que
podrian funcionar con una enorme cantidad de enzimas de interés biomédico o
comercial.

Tabla 2. Determinacion de la actividad catalitica de la enzima a-glucosidasa a una
concentracion 39.4 nM contra pNPG 5 mM a 30 °C, en amortiguador de fosfatos 50 mM a pH
7.

Condiciones SpyCatcher VLPs con VLPs con
a-glucosidasa a-glucosidasa* | a-glucosidasa**

Actividad volumétrica 0.0042 + 0.001 0.0124 + 0.005 0.0124 + 0.005
(Mmoles/mL min)

Actividad especifica 0.50 £0.04 1.47+0.12 0.18 £0.12
(Mmoles/mg min)

*Para este valor solo se consideré la concentracion de la enzima SpyCatcher a-glucosidasa.
**Para este valor se consideré la suma de las concentraciones de las VLPs y del
SpyCatcher a-glucosidasa.
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CONCLUSIONES GENERALES

Es posible ensamblar VLPs in vitro utilizando Unicamente a la proteina VP2-
SpyTag. Esto se puede realizar bajo las mismas condiciones de produccién
gue las VLPs conformadas por la proteina VP2.

Las VLPs conformadas por la proteina la VP2-SpyTag presentaron el péptido
SpyTag en su superficie, por lo cual se pudieron desarrollar cépsides
funcionalizadas con la proteina SpyCatcher-a-glucosidasa en su superficie.
Ademas, se comprobd que estas particulas funcionalizadas, si tuvieron
actividad catalitica.

El sistema de interaccion SpyTag-SpyCatcher logré resolver el problema de
produccién de enzimas que no se repliegan después de ser expuestas a
condiciones desnaturalizantes, ya que permiti6 producir por separado a la
proteina de interés y después acoplarla a las VLPs.

CONCLUSIONES PARCIALES

Se logro sintetizar exitosamente el gen de la proteina VP2-SpyTag mediante
las cuatro reacciones de PCR. Asi mismo, la expresion y purificacién de la
proteina VP2-SpyTag no tuvo ningan inconveniente, fue muy similar al de la
proteina VP2.

La prueba de actividad catalitica si bien no fue una cinética completa, nos dio
indicios de que es posible que las enzimas unidas a las VLPs, presenten una
mayor actividad catalitica que las enzimas libres.

La enzima a-glucosidasa no present6é problemas de plegamiento o actividad
evidentes al estar fusionada con el sistema SpyCatcher.

La reaccion de acoplamiento no presentd ninguna complicacion, se llevo a
cabo con buena eficiencia en las condiciones con las que trabajamos

normalmente a las VLPs.

La actividad de la proteina SpyCatcher-a-glucosidasa no se vio afectada
negativamente por su acoplamiento a las VLPs de EB19.
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PERSPECTIVAS

e Caracterizar cinéticamente las enzimas acopladas a las VLPs de EB19 y
determinar su estabilidad al almacenamiento y en condiciones de reaccion de
interés bioldgico.

e Con la finalidad de reducir las complicaciones para la funcionalizacion de las
VLPs, se podria utilizar en un futuro el sistema SpyLigase. Este sistema
actla como una enzima que une a dos péptidos (SpyTag y Ktag), lo cual
reduce el riesgo de las complicaciones en el plegamiento de la proteina
adjunta que pudiera generar el SpyCatcher. O simplemente para desarrollar
VLPs méas compactas en su estructura.

e Con este nuevo sistema sera necesario probar otras enzimas para comprobar
gue efectivamente no pierden su actividad, lo cual ayudar4d a aumentar el
repertorio de opciones que se podrian tener para funcionalizar a las VLPs.

e Un paso muy importante ahora que ya se pueden desarrollar nanoparticulas
funcionalizadas o VNPs, ser4 empezar a realizar pruebas en lineas celulares
para ver el comportamiento que tienen dentro estos sistemas. Asi mismo,
seria interesante empezar a funcionalizar las VNPs con péptidos u otras
proteinas, que les den un tropismo especifico hacia algun tipo de tejido.

e Ahora que ya se podran construir distintas estructuras funcionalizadas, sera
necesario empezar a investigar mas sobre la capacidad de encapsulamiento
de éstas y se tendra que encontrar la manera de hacer este proceso mas
eficiente y selectivo.
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ANEXO

Size Distribution by Intensity
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Anexo 1. Distribuciéon de tamanos por intensidad de la enzima a-glucosidasa-
SpyCatcher obtenido mediante DLS.
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