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RESUMEN

La busqueda de mejores vectores para la transferencia de material genético
a células de mamifero ha llevado a la exploracion de virus distintos a los de
mamifero como una alternativa que supere los obstaculos de los vectores
mas utilizados: los vectores derivados de virus de mamiferos. Se propuso
que los bacteri6fagos podian constituir un buen vehiculo para el transporte
de material genético porque consisten, como los demas virus, de un
esqueleto proteico que protege al material genético en su interior. Ademas,
los bacteriofagos no producirian proteinas virales que provoguen una
respuesta inmunoldgica fuerte y serian incapaces de replicarse en células de
mamifero. Se hicieron diversos estudios para evaluar el potencial de los
bacteriéfagos como vectores y se observd que la eficiencia de transduccion
era muy baja, por lo que se procedié a modificarlos quimica y genéticamente
para mejorarlos. En este estudio, nosotros utilizamos la técnica de
despliegue en fagos para modificar al bacteriéfago M13. La modificacién del
bacteriéfago M13 consistié en desplegar el péptido TAT como fusion a la
proteina de la capside de mayor abundancia, la proteina pVIIl. El péptido
TAT es un segmento (aminoacidos 47 al 57) de la proteina Tat del VIH-1 que
se caracteriza por su alta capacidad para transducir células de mamifero.
Analizamos la entrada del fago recombinante M13TAT a células de mamifero
mediante ensayos in vivo utilizando microscopia confocal. Asi mismo,
evaluamos su eficiencia de transduccion mediante el analisis de la expresion
de un gen reportero por citometria de flujo. Por dltimo utilizamos farmacos
para mejorar la eficiencia de transduccion.

Los resultados de la entrada del fago M13TAT a células HelLa, HepG2 y Cos-
1 sugieren que el fago M13TAT utiliza el mecanismo de entrada del péptido
TAT para internalizarse en la célula. La eficiencia de transduccion del fago
M13TAT fue baja (4.7%) pero mayor a la del fago M13 (0.8%) y el

tratamiento con camptotecina la incrementé a 9.7%.



I. ANTECEDENTES
1.1 Terapia génica

La terapia génica consiste en la introduccion de material genético a una
célula con fines terapéuticos (Verma y Weitzman, 2005). ElI material
genético introducido puede ser acido ribonucleico (ARN) o acido
desoxirribonucleico (ADN), ambos son utilizados para restaurar la funcion de
un gen mutado con una copia normal del gen (Durai et al., 2008). Para el
transporte del material genético al interior de la célula se utilizan “vectores”
que pueden ser virus o lipidos catidnicos, los cuales se describiran con

mayor detalle mas adelante.

Uno de los mayores obstaculos de la aplicacion de la terapia génica es el
desarrollo de vectores seguros e inocuos Yy ademas eficientes para
transportar el material genético al interior de las células (Verma y Weitzman,
2005). En este sentido, un vector ideal debe cumplir con las siguientes
caracteristicas: su produccion debe ser facil, reproducible y escalable (i.e.
titulos altos cuando se habla de particulas virales); tener la habilidad de
integrarse en un sitio especifico del cromosoma del hospedero cuando se
requiere una expresion a largo plazo, o mantenerse estable de forma
episomal; poder ser manipulado genéticamente para poder ser dirigido
especificamente a las células blanco; no debe tener componentes que
provoquen una fuerte respuesta inmunoldgica y finalmente debe tener una
gran eficiencia para liberar el ADN hacia el interior de las células (llamada

eficiencia de transduccion para particulas virales) (Verma y Somia, 1997).

Cuando se utilizan particulas virales como vectores de expresion, el proceso
de transporte del material genético desde el exterior de la célula hacia el
interior del nucleo y su expresién se conoce como “transduccién”. Para que

la transduccion sea exitosa es necesario que el vector supere una serie de



obstaculos que se presentan en tres fases: entrada, transporte intracelular y

expresion.
1.2 Vectores de transferencia de ADN en células de mamiferos

En general, hay dos formas de transferir material genético a células de
mamifero. La primera consiste en transferir un gen exdégeno a las células por
medio de la administraciéon sistémica, i.e. in vivo. En el segundo método, las
células del paciente son extraidas, cultivadas y luego tratadas in vitro con el
vector; a este tipo de tratamiento se le conoce como ex vivo. Finalmente las
células son reintroducidas en el paciente. Como se menciond anteriormente,
los vectores de transferencia son sistemas que se encargan de transportar el
material genético al interior de la célula y se clasifican en: virales y no

virales (Durai et al., 2008).
1.2.1 Vectores virales

Son mas eficientes que los no virales ya que por su naturaleza tienen la
capacidad de infectar a células de mamifero y han desarrollado estrategias
para transportar el material genético hasta el ndcleo. Los virus no pueden
ser utilizados en su forma silvestre, necesitan ser modificados para poder
utilizarse como vectores. En este sentido, en los virus utilizados se han
eliminado del genoma viral genes involucrados en la replicacion y también
aquellos cuyos productos proteicos sean altamente inmunogénicos. Las
particulas resultantes son incapaces de replicarse (i.e. incapaces de infectar)
pero mantienen la capacidad de transducir células de mamifero (Rozalén,
2003). Los virus utilizados mas comunmente como vectores son: retrovirus,
lentivirus, adenovirus (Ad), virus adeno-asociados (AAV) y el virus del
herpes simple tipo 1 (VHS-1). Sus caracteristicas se encuentran resumidas

en la Tabla 1.



Tabla 1. Caracteristicas de los vectores virales mas comunes.

Vector Material Cantidad de Tropismo Efecto Forma Limitaciones Ventajas
Genético ADN exdgeno inflamatorio gendmica
que incorpora del vector
Retrovirus ARN 8 kb Células Bajo Integrada Sdlo transduce células Transferencia persistente del
que se que se dividen; la gen en células que se dividen
dividen integracion puede
inducir oncogénesis
ARN 8 kb Amplio Bajo Integrada la integraciéon puede Transferencia persistente del
Lentivirus inducir oncogénesis gen en la mayoria de los
tejidos
VHS-1 dsADN 40 kb? Fuerte Alto Episomal Inflamacion; Alta capacidad de
N hacia expresion breve del empaguetamiento; fuerte
150 kb neuronas transgen (excepto en tropismo hacia neuronas
neuronas)
AAV ssADN <5 kb Amplio Bajo Episomal Baja capacidad de No provoca respuesta
(>90%) empaquetamiento  inflamatoria: no es patogénico.
Integrada
(<10%)
Adenovirus dsADN 8 kb?® Amplio Alto Episomal La capside causa una Eficiencia de transduccién
potente respuesta excelente en la mayoria de los
30 kb°

inflamatoria tejidos

@ De Replicaciéon deficiente. "Amplicon. °Dependiente de auxiliar. AAV, virus adeno-asociado; dsADN, ADN de cadena doble;
VHS-1, virus herpes simple-1; ssDNA, ADN de cadena sencilla. Tomada y modificada de Thomas, et.al. (2003).




Es bien conocido que los vectores virales son los mas eficientes para
transferir material genético en células de mamifero; sin embargo, todos ellos
han sido virus de mamiferos que han sido modificados y por tanto una de las
principales limitaciones para su uso ha sido la respuesta inmune
preexistente debida a anticuerpos neutralizantes contra las particulas
virales. Estos hechos se reflejan en la necesidad de incrementar las dosis
(alto niumero de particulas virales) para alcanzar el efecto deseado (Loser et
al., 2002).

1.2.2 Vectores no virales

Los vectores no virales no son en si una particula que transporta el material
genético en su interior —tal como los virus—, sino mas bien el ADN desnudo
es introducido en la célula mediante métodos fisicos o quimicos. Una de las
principales ventajas de los sistemas no virales es su baja inmunogenicidad,
lo cual permite que puedan ser administrados repetidamente, ademas de
que su produccién resulta econémica y facil (Rozalén, 2003). Sin embargo,
la principal desventaja radica en la eficiencia de liberacion del ADN vy la
duracion de la expresion tanto in vitro como in vivo (Stefanidakis vy
Koivunen, 2004). En la Tabla 2 se describen brevemente los métodos, asi

como sus ventajas y desventajas.

En la basqueda de vectores eficientes y poco inmunogénicos se ha explorado
el uso de virus distintos a los de mamifero, tales como los baculovirus —
patégenos de insectos— (Boyce y Bucher, 1996; Hofmann et al., 1995) y los
bacteriéfagos —patdgenos de bacterias (Di Giovine et al., 2001; Hart et al.,
1994; Larocca et al., 1999; Poul y Marks, 1999).



Tabla 2. Caracteristicas de los vectores no virales

Fisicos

Descripcion

VYERETES

BESVERETES

Inyeccion de ADN
desnudo

Inyeccién local de ADN plasmidico en el tejido.

Simple, seguro y econémico.
Baja toxicidad.

Baja eficiencia y expresion
transitoria.

Biobalistica

El ADN se adhiere a particulas de oro o tungsteno
que son aceleradas hacia la célula diana.

Buena eficiencia y facil
manejo.

Dario tisular en la zona de
impacto y expresion
transitoria.

Electroporacion

Se aplica una corriente eléctrica a las células que
abre poros en la membrana celular. El ADN es
inyectado y entra a la célula a través de los poros.

Alta eficiencia

Necesidad de intervenciéon
quirdrgica para insertar los
electrodos.

La efectividad se reduce a una
zona limitada entre los
electrodos.

Algunas células mueren al no
soportar la descarga eléctrica.

Quimicos

Liposomas Condensan el ADN, formando complejos Sencillos. El tamafio de los Induccién de respuesta

catiéonicos transfectantes que se unen a los azucares de la complejos facilita su difusién. | inmune aguda. Actividad
membrana plasmatica por enlaces electrostaticos. Baja inmunogenicidad. limitada in vivo porque los
Los lipidos se absorben a la membrana celular, Ampliamente utilizado en complejos son susceptibles a
liberando el ADN directamente dentro del ensayos in vitro. degradacion por proteinas
citoplasma, lo cual evita la degradacion lisosomal. Alta eficiencia in vitro; baja a | séricas.

mediana eficiencia in vivo.
Polimeros Se unen al ADN y lo condensan en forma de una Alta eficiencia in vitro; baja a | Citotoxicidad; induccién de
catiéonicos particula de alrededor de 50 nm que entra a la mediana eficiencia in vivo. respuesta inmune aguda.

célula via endocitosis por interaccion de cargas con
la membrana plasmatica.

Hibridos Lipido-

Se forman complejos ADN-polimero que son

De baja a mediana eficiencia

Baja eficiencia in vivo.

Polimero recubiertos por una capa lipidica. Siguen el mismo in vitro e in vivo; baja

mecanismo de entrada que los lipidos catiénicos. toxicidad.
Péptidos Son péptidos ricos en residuos de aminoacidos Pueden ser manipulados para | Su produccién es costosa.
catiéonicos basicos que se unen al ADN por cargas mejorar sus propiedades, p.

electrostéaticas.

ej. afadiendo una sefal de
localizacién nuclear.

Alta eficiencia y el tamafo
del ADN puede ser muy
grande.

Referencia de la tabla (Gao et al., 2007; Niidome y Huang, 2002; Rozalén, 2003). http://www.gene-delivery.ox.ac.uk
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1.3 Uso de bacteriéfagos como vectores de transferencia

Los bacteriéfagos o fagos son virus que se replican como parasitos
intracelulares obligados en bacterias. Estan formados por una capside
proteica que rodea y protege al genoma viral (Baron, 1996). Los
bacteri6fagos ofrecen una alternativa atractiva a los vectores virales
tradicionales y a los no virales porque pueden ser capaces de contrarrestar
algunas de sus principales deficiencias (Ver Tabla 3). Una de las principales
ventajas de los bacteriéfagos sobre los vectores virales es la incapacidad de
replicarse en células de mamifero, lo cual sugiere que no existe una
respuesta inmune preexistente contra estas particulas. Por otro lado, es
posible modificar genéticamente los fagos para que puedan ser dirigidos a
tipos celulares especificos. En general, algunas de las ventajas de utilizar
fagos como vectores de transferencia de ADN son: 1) su produccién es mas
simple y mas econdmica que la de los vectores existentes obteniéndose en
consecuencia grandes titulos cuya purificacion a gran escala es sencilla
(Larocca y Baird, 2001); 2) son muy estables bajo una variedad de
condiciones adversas incluyendo pH extremo, DNasa y enzimas proteoliticas
(Larocca et al., 2002).

Estudios recientes han demostrado que la eficiencia de la transduccién en
células de mamifero utilizando fagos es baja comparada con la de los
vectores virales, aunque es similar a la obtenida con vectores no virales (1-
10%). Incluso, sometiendo a las células a estrés genotéxico se puede
alcanzar una eficiencia del 45% (Burg et al., 2002; Larocca y Baird, 2001).
Con el objetivo de mejorar la eficiencia de transduccién de los bacteriéfagos
a células de mamifero se han hecho diversas modificaciones estructurales
principalmente a su superficie. Estas modificaciones consisten en la
conjugacioén covalente de péptidos o en la modificaciéon genética utilizando la
técnica de despliegue en fagos llamada también “phage display” (Clark y
March, 2006).
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1.4 Bacteri6éfago M13

El fago M13 es un fago filamentoso que infecta a bacterias Escherichia coli
F~, y pertenece a la familia de los fagos filamentosos en particular a los de
la clase Ff que se caracterizan por infectar a E. coli mediante la unién al pilli
F de la superficie bacteriana. A diferencia de la mayoria de los bacteriéfagos,
éste es un fago no litico que sale de la bacteria sin matarla por medio de un
mecanismo de extrusidn. La bacteria continta dividiéndose, aunque a una
velocidad menor porque su maquinaria celular estad ocupada en la produccién
de viriones. Las dimensiones del fago M13 son de aproximadamente 930 nm
de largo y 6.5 nm de diametro por lo que su forma es la de un cilindro muy
alargado (similar a un cabello). La longitud del cilindro depende de la
extension del ADN que lleva en su interior. Esta formado por una capside
proteica que envuelve a una molécula circular de ADN de cadena sencilla
(ssDNA) de 6407 nucledtidos. EI genoma del fago codifica para 11 proteinas
y tiene una region intergendmica no codificante que contiene los sitios de
origen de la replicacion + y - y la sefial de empaquetamiento. De las once
proteinas codificadas, tres (pll, pX y pV) participan en la replicaciéon, tres
(pl, pXl y plV) son necesarias para el ensamblaje y cinco (plll, pVI, pVIl,
pVIIl y pIX) componen la estructura del fago. La cdpside esta constituida por
5 proteinas estructurales, la mas abundante es la proteina pVIIl que recubre
el largo de la particula viral con 2700 copias. En un extremo de la particula
hay de 3 a 5 moléculas de la proteina plX y de 3 a 5 de la proteina pVIII.
En el otro extremo se encuentran de 3 a 5 moléculas de la proteina plll y
de 3 a 5 de la proteina pVI (Barbas, 2001; Russel, 2004) (Figura 1).
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Tabla 3. Comparacion de las caracteristicas de los fagos (como vectores) con los vectores virales

tradicionales y los no virales

Vectores virales  Vectores no virales Bacteri6éfagos

Toxicidad potencial Alta Baja Baja
Replicativo Si No No
Expresion de proteinas virales Si No No
Complejidad Alta Baja Baja
Costo de produccioén Alto Bajo Bajo
Eficiencia de transduccion Alta Baja Baja
Reproducibilidad Alta Baja Alta
Posibilidad de manipulaciéon Limitada Limitada Amplia

genética para dirigir a tejidos
especificos

Tomada y modificada de Larocca y Baird (2001).



Figura 1. Estructura del bacteriéfago filamentoso y sus proteinas estructurales. En el
extremo izquierdo del fago estan ancladas las proteinas pVIl (3~5 copias) y pIX (3—5 copias).
El fago esta cubierto a lo largo por 2700 copias de la proteina pVIIl. En el otro extremo estan
las proteinas pVI (3—5 copias) y plll (3—5 copias).

S
Figura 2. Imagenes de microscopia electréonica del Bacteriofago M13. Arriba: Imagen
de microscopia electronica de barrido del bacteri6fago M13. Abajo: Imagen de microscopia
electrdénica de transmision del bacteriéfago M13. Tomada de:

http://www.mardre.com/homepage/mic/tem/samples/bio/virus/mi13a.htm.
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1.4.1 Replicacion y ensamblaje de los viriones

La replicacion del fago M13 comienza cuando la proteina plll se une al pili F
en la superficie de una célula de E. coli y facilita la translocacion del ADN
viral (+) hacia el citoplasma. La replicacion del fago M13 en E. coli puede ser
dividida en cuatro fases. Durante la primera fase, se produce la cadena
complementaria (i.e. cadena negativa) generandose de esta manera una
doble cadena super enrollada —semejante a la de un plasmido. A partir de
la cadena doble se transcriben y se sintetizan las proteinas virales utilizando
la cadena negativa como templado. En la segunda fase, la proteina pll corta
la cadena positiva produciéndose un corte que funciona como cebador para
la replicaciobn de otras cadenas positivas por el mecanismo de circulo
rodante. Concomitantemente, las cadenas positivas sintetizadas sirven
como templados para producir mas formas replicativas y la sintesis de mas
proteinas. En la tercera fase, las proteinas estructurales (plll, pVI, pVil
pVIl, pIX) recién sintetizadas se insertan en la membrana interna con su
extremo amino terminal en el periplasma y su extremo carboxilo terminal en
el citoplasma. Cuando pV alcanza una concentracion critica en el citoplasma
se forman dimeros que se unen a la cadenas sencillas de ADN viral y
previenen su conversion a formas replicativas. Las proteinas pl y pXI forman
un poro en la membrana bacteriana, a través del cual la cadena positiva
circular sencilla de ADN emerge al mismo tiempo que es recubierta por las
proteinas estructurales que estaban en la membrana y que forman la
capside. En la cuarta fase (fase de ensamblaje), el ensamblaje del virién es
iniciado por la incorporacion de pVIl y plX en un extremo de la particula. El
proceso de elongacion continda con la adicion de miles de moléculas de
pVIIl a lo largo de la particula, y el proceso termina con la adiciéon de pVI y
plll en el otro extremo de la particula (Barbas, 2001; Sidhu, 2001; Sidhu,
2005).
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Infeccion pl, plll, pVI,
pVII, pVIII,

/v pIX, pXI \

Ensamblaje
\ pV
pll
@ “

Forma replicativa
_—

Figura 3. Replicacion y ensamblaje del fago M13. Izquierda: Replicacion del fago M13. Derecha: Ensamblaje del fago M13.
El circulo naranja representa un péptido desplegado en la capside. Tomada de Sidhu (2001).
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Las proteinas de la superficie del fago M13 han sido ampliamente
estudiadas, en particular plll y pVIIl ya que es posible fusionar péptidos o
proteinas a éstas y de esta manera se logra modificar la superficie del fago.

Esta técnica se discutira en el siguiente apartado.

1.5 Despliegue de péptidos en la superficie del fago M13 (“Phage
display”).

El origen de la tecnologia de despliegue en fagos también denominada en
inglés como “Phage display” se remonta a 1985, afio en que George Smith
clon6 una secuencia de aminoéacidos fusionada al gen de la proteina plll. El
producto era una proteina plll modificada que era incorporada al viriéon en
el ensamblaje y que era reconocida por un anticuerpo dirigido a la secuencia
adicionada (Smith, 1985). La proteina desplegada no interferia en la
integridad y capacidad infectiva del fago. El despliegue en fagos consiste en
la expresion de péptidos o proteinas en la superficie del fago. Se logra
clonando la secuencia del péptido de interés fusionada al gen de una de las
proteinas estructurales de la capside del fago. Al amplificarse el fago se
producen proteinas recombinantes que son incorporadas en la superficie del
fago; a su vez, el gen es empaquetado en el fago recombinante (Arap,
2005). Los bacteriofagos mas utilizados para el despliegue de péptidos son
el fago M13 y los filamentosos relacionados, sin embargo también se han

utilizado otros como el fago lambda y el T7 (Clark y March, 2006).

Hay tres tipos principales de sistemas de expresion utilizados para
despliegue en fagos: genoma viral, fagémido e hibrido (Fig. 4). En el
primero, el genoma viral es modificado (p. ej. mediante la adicién de sitios
de restriccion) para permitir la insercion de ADN junto al gen de alguna
proteina de la capside. Este sistema garantiza que el despliegue del péptido
sea multivalente, de esta forma, todas las copias de la proteina superficial
despliegan el péptido de fusién (Barbas, 2001).
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El sistema hibrido (33 6 88) consiste en introducir en el genoma viral una
segunda copia del gen de la proteina estructural. En esta segunda copia se
clona la secuencia que se quiere desplegar. Los fagos que se generan con
este sistema presentan una capside con una mezcla de proteina

recombinante y proteina silvestre (Uppala y Koivunen, 2000).

Un fagémido es un plasmido que cuenta con: un gen de resistencia a algun
antibidtico; dos origenes de replicacién: uno bacteriano que permite su
replicacion en E. coli y uno virico del fago Ff; el gen de la proteina
estructural a la cual se fusionara el péptido de interés (gVIl 6 glll); y una
seflal de empaquetamiento viral. No obstante carece de los genes que
codifican para las demas proteinas estructurales y las no estructurales que el
fago necesita para la produccion de viriones completos. Los fagémidos
pueden ser amplificados en E. coli como cualquier plasmido, sin embargo
para la produccidon de fagos recombinantes es indispensable utilizar un fago
ayudador. El fago auxiliar es un fago derivado del M13 que tiene un genoma
viral completo y cuya sefial de empaquetamiento tiene mutaciones que
reducen su eficiencia de empaguetamiento; ademas posee un gen de
resistencia a algun antibidtico. Para producir fagos recombinantes se
transforma una poblacion de bacterias Escherichia coli F~ con el fagémido.
Luego, esta poblacidn es superinfectada con el fago auxiliar. El genoma viral
del fago auxiliar inicia la sintesis de las proteinas virales silvestres. Una de
estas proteinas, pll, actda sobre el origen de replicacion viral del fagémido y
activa la replicacion de la hebra positiva (Claros et al., 2004). Durante el
ensamblaje de los viriones, las proteinas estructurales se van adhiriendo a la
membrana bacteriana asi como también la proteina estructural
recombinante. El resultado es una poblacién de fagos cuya capside contiene
tanto proteinas silvestres del fago auxiliar como copias de la proteina
recombinante codificada por el fagémido. La mayoria de los viriones

resultantes contendran la hebra positiva del fagémido porque la eficiencia de
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empaquetamiento del ADN del fago auxiliar es baja (Figura 4) (Barbas,
2001; Kehoe y Kay, 2005; Mullen et al., 2006; Sidhu, 2001; Uppala y
Koivunen, 2000).

Sus principales aplicaciones son la identificaciéon de péptidos y sus sitios de
unién, asi como la busqueda de antigenos potentes para inmunizaciéon. Las
cinco proteinas de la capside han sido utilizadas para desplegar péptidos. Sin
embargo las que se utilizan mas son pVIll y plll (Tabla 4) (Malik et al.,
1996).

La proteina plll permite la fusidon de péptidos grandes que se despliegan
generalmente en una sola copia por virion. En el caso de la proteina pVIll la
posibilidad de tener un nimero mayor de copias de proteina recombinante
por viribn aumenta ya que se puede obtener hasta un 40% (1000 copias) de
proteinas recombinantes por virion cuando el péptido consiste de entre 10 y
15 aminoacidos (Greenwood et al., 1991). El numero de proteinas
recombinantes en cada virion depende del tamafo del péptido insertado y
también de la estructura que adopte al ser desplegado porque de ésta
dependerd la eficiencia de ensamblaje de los viriones (Malik et al., 1996).
Generalmente cuando se pretende desplegar péptidos de gran tamafio
(>100 residuos) se opta por el despliegue en plll y cuando lo importante es
el niumero de copias desplegadas (p ej. cuando se quiere maximizar la
oportunidad de interaccion entre el fago y la célula) se utiliza pVIIl (Russel,
2004).
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Figura 4. Procedimiento para el despliegue de un péptido en la proteina pVIII del
fago M13. A) Clonacion de la secuencia del péptido (p. ej. el péptido TAT) en el fagémido.
B) Transformacion de bacterias competentes F~. C) Rescate de fagos por superinfeccién con
el fago auxiliar: 1) Translocacion del ADN del fago auxiliar hacia el citoplasma. 2) Sintesis
de la cadena complementaria. 3) Sintesis de proteinas virales. 4) Activacidon del origen de
replicacion viral del fagémido por pll. 5) Sintesis de proteina recombinante y replicacién de
la hebra positiva (+) del fagémido. 6) Ensamblaje de los fagos recombinantes. D)
Purificacion por precipitacion y centrifugacion. E) Titulaciéon por conteo del nimero de
unidades transductoras.
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El despliegue en fagos ha sido aplicado para mejorar la eficiencia de los
fagos filamentosos como vectores de transferencia de ADN (Tabla 4). La
uniéon e internalizacion del fago se indujo cuando se desplegé en su
superficie el péptido RGD que se une a integrinas (Hart et al., 1994).
Larocca y colaboradores produjeron fagos filamentosos que expresaban el
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF2) o el factor de crecimiento
epidermal (EGF) como fusion con la proteina plll y transducian células COS-
1 con mayor eficiencia que el fago silvestre (Larocca et al., 1999; Larocca et
al., 1998). Posteriormente Poul et al. dirigieron fagos a células de céancer
mamario desplegando un anticuerpo contra el receptor ErB2 presente en la
membrana de éstas células (Poul y Marks, 1999). Por su parte, Di Giovine y
colaboradores tomaron la base pentén del adenovirus (la cual es responsable
de la entrada del virus a células de mamifero), la desplegaron en la proteina
pVIIl y observaron que los fagos eran capaces de transducir células que

expresan integrinas (Di Giovine et al., 2001).
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Tabla 4. Ejemplos de péptidos y proteinas desplegados en el fago filamentoso.

Proteina desplegada Masa

molecular

Proteina
estructural

Referencia

(kDa)

Inhibidor de tripsina de la mostaza (MTI-2) 7 plll (Volpicella et al., 2001)
Hormona del crecimiento humana (hGH) 22 plll, pVII (Sidhu et al., 2000)

(Weiss et al., 2000)
Tripsina 24 plll, pVII (Corey et al., 1993)
Fragmentos scFv de anticuerpos 25 plll, pVII (McCafferty et al., 1990)
Factor de crecimiento endotelial vascular 2x11.5 plll (Muller et al., 1997)
(VEGF)
Fragmentos Fab de anticuerpos 2x25 plll, pVII (Hoogenboom et al., 1991)
Fosfatasa alcalina 2x60 plll (McCafferty et al., 1991)
Estreptavidina 4x15 pVII (Sidhu et al., 2000)
Citocromo bsgs 11 plll (Ku y Schultz, 1995)
Glutation S-transferasa 2x25.5 plil (Widersten y Mannervik, 1995)

Para el uso del fago filamentoso como vector de transferencia

Factor de crecimiento de fibroblastos 18 plll (Larocca et al., 1999)
(FGEF2)

Factor de crecimiento epidermal (EGF) 6 plll (Larocca et al., 1998)
Anticuerpo contra ErB2 (anti-ErbB2 scFv) 25 plll (Poul y Marks, 1999)
Base pentdn del adenovirus (Ad-Pb) 77 pVII (Di Giovine et al., 2001)
Tripéptido RGD 1 pVII (Hart et al., 1994)

Tomada y modificada de Russel (2004).
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1.6 El péptido TAT como dominio de transduccion de proteinas

Tat (transactivador de transcripcion) es una proteina de 86 aminoacidos
expresada por el virus de Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (VIH-1). Su
funcidén estd relacionada con la replicacion viral (Wadia y Dowdy, 2005). En
1988 se descubrié que Tat podia ingresar a células en cultivo y llegar hasta
el ndcleo para transactivar genes virales (Frankel y Pabo, 1988; Green y
Loewenstein, 1988). Posteriormente se determiné que un péptido derivado
de los aminoéacidos 47 a 57 (YGRKKRRQRRR) de Tat es suficiente para
transducir células y que ademas posee una sefial de localizacion nuclear
(Ruben et al., 1989); a este péptido se le nombré TAT (en mayusculas, para
diferenciarlo de Tat que es la proteina completa de 86 aa) (Vives et al.,
1997). Por su capacidad de ingresar a la célula con facilidad, TAT ha sido
agrupado con los llamados péptidos que penetran células (cell penetrating
peptides, CPP) o dominios proteicos de transduccién (PTD). Estos péptidos
se caracterizan por tener secuencias cortas de 11 a 34 aminoacidos, que son
muy ricas en aminoacidos basicos. Los mas importantes son el
homeodominio de Antennapedia (Antp 6 penetratina), el cual es un factor de
transcripcion de Drosophila; la proteina estructural VP22 del virus de herpes
simple tipo 1 y el péptido RGD, un tripéptido comun en las proteinas de
unién a integrinas (Gupta et al., 2005; Hart et al., 1994). Se cree que la
interaccion de éstos con la membrana plasmatica que esta cargada
negativamente es lo que facilita su ingreso a la célula. Al fusionar TAT con
una gran variedad de macromoléculas, desde ADN hasta particulas de oro,
se ha demostrado que TAT puede acarrear grandes moléculas al interior de
la célula (Eguchi et al., 2001). Recientemente se demostré que fagos
lambda que expresaban el péptido TAT en su superficie eran capaces de

transducir eficientemente células de mamifero (Eguchi et al., 2001).
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1.6.1 Mecanismo de entrada en células de mamifero mediado por TAT

El mecanismo de entrada de los PTDs se ha estudiado intensivamente en los
ultimos afios y ha sido tema de controversia porque diversos equipos han
llegado a distintas conclusiones. EI modelo actual de la transduccion de
proteinas mediada por TAT es un proceso de etapas multiples que implica la
uniéon de TAT a la superficie celular, estimulacibn de macropinocitosis,
captura en macropinosomas y escape del endosoma hacia el citosol (Gump y
Dowdy, 2007).

Diversos experimentos refuerzan la teoria de que la union de TAT a la
superficie celular se da por la interaccion de éste con proteoglicanos de
heparan sulfato. Los proteoglicanos son una clase de glicoproteinas muy
abundantes en la matriz intercelular y el exterior de las membrana celulares
y estan formados por un centro proteico con una o mas cadenas de
glicosaminoglicanos unidas covalentemente. Estas cadenas de
glicosaminoglicanos son largos polimeros de carbohidratos lineares que
estan cargadas negativamente bajo condiciones fisioldgicas, debido a la
presencia de grupos sulfato y de grupos de acido urénico (Alberts, 2002).
Tyagi et al. encontraron que si inhibia la sintesis de proteoglicanos en ciertas
células, la transduccion de TAT acoplado a GFP no ocurria en estas células.
Asi mismo demostraron que al tratar la superficie celular con liasas, que
especificamente degradan las cadenas heparan sulfato, TAT no entraba a las
células y que la heparina (un glucosaminoglicano) inhibe competitivamente
la entrada de TAT a las células sin tratar (Tyagi et al., 2001). Ademas la
existencia de cadenas de heparan sulfato en la membrana de casi todos los
tipos de células podria explicar porque TAT es capaz de penetrar una gran
variedad de células (Wadia y Dowdy, 2005).

La macropinocitosis es una forma de endocitosis independiente de receptor

que involucra la formacién de proyecciones membranales (lamelipodios),
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sostenidas por una red de filamentos de actina, que al fusionarse crean
vesiculas internas grandes o macropinosomas (Sieczkarski y Whittaker,
2002). La evidencia de que la macropinocitosis es el mecanismo de entrada
de TAT a la célula es extensa. Se ha observado que TAT incrementa la
entrada de dextran neutro, un marcador de macropinocitosis, a la célula.
Ademas, se ha demostrado que en presencia de inhibidores de
macropinocitosis la captura de TAT y proteinas fusionadas con TAT se reduce

significativamente (Kaplan et al., 2005; Wadia et al., 2004).

En los experimentos en que TAT ha sido marcado fluorescentemente se ha
observado que dentro de la célula se encuentra distribuido en vesiculas y no
de forma libre en el nudcleo o en el citosol. Ademas varios grupos han
demostrado que la eficiencia de transduccion de proteinas fusionadas TAT se
mejora con el uso agentes endosomoliticos, como la cloroquina (Caron et al.,
2004; Wadia et al., 2004). Wadia et al. fusionaron TAT con un péptido que
reacciona al cambio de pH en los endosomas desestabilizando la membrana
de éstos y observaron que la transduccion de TAT se mejoré (Wadia et al.,
2004). Lo anterior indica que, aunque una cantidad importante de TAT
escapa del macropinosoma (por un mecanismo aun desconocido),
posiblemente el paso limitante de la transduccién de TAT sea el escape del
endosoma (Wadia y Dowdy, 2005).
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1I. JUSTIFICACION

Han sido numerosos los intentos por mejorar los vectores de transferencia.
El bacteriofago M13 constituye una alternativa por su baja inmunogenicidad
y porque su produccién resulta econdmica y sencilla; sin embargo su
eficiencia de transduccion es muy baja. Por otro lado, el péptido TAT posee
la capacidad de penetrar células. El despliegue de TAT en la superficie del
fago M13 facilitara su entrada a la célula y por lo tanto mejorara su

eficiencia de transduccion.
I11. HIPOTESIS

El despliegue de TAT en la superficie del fago M13 facilitara su entrada a

células de mamifero.
1V. OBJETIVO GENERAL

Analizar la entrada asi como la eficiencia de transduccion de un fago que

contenga el péptido TAT desplegado en su superficie.
V. OBJETIVOS PARTICULARES

1) Construir los fagémidos que contengan la fusion de TAT con la proteina
pVIII.

2) Generar un casete de expresion que contiene el gen reportero de la
GFP.

3) Producir los fagos recombinantes.

4) Determinar entrada, internalizacion y eficiencia de transduccion de los

fagos usando diferentes lineas celulares.

5) Utilizar farmacos para mejorar la transduccion.
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VI.

MATERIALES Y METODOS

Células y cultivo. Las lineas celulares de mamifero: HEK-293 (rifidn de
embrion humano), HelLa (epiteliales de humano) y HepG2 (hepéticas de
humano) fueron obtenidas del ATCC (Manassas, Virginia, USA). Las células
COS-1 (rindbn de mono) fueron proporcionadas por el Dr. Fernando Loépez
Casillas (Instituto de Fisiologia Celular, UNAM). Todas las células
mencionadas anteriormente fueron crecidas y mantenidas en medio DMEM
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) complementado con 10% de suero fetal
bovino y 1% de penicilina/estreptomicina/amfotericina B (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA).

Construccion del fagémido pGS8TAT. La clonacion de la secuencia
correspondiente al dominio de transducciéon de la proteina TAT se realizo
mediante PCR utilizando como templado el plasmido pET28bTATv2 (Dowdy,
University of California San Diego, USA). Los oligonucledtidos utilizados
fueron TATF282 (5'-CATTACGTACTTTTGTTTAACTTTAAGA-3’) y TATR282 (5'-
GCTCGGATCCTCGACCCATTTGCTGTC-3’) (Sigma, St Louis, MD, USA), los

cuales contienen los sitios de restriccion SnaBl y BamHI (subrayados). El
fragmento amplificado se sometié a electroforesis y se purific6. Se usaron
las enzimas SnaBl y BamHI para digerir el fragmento asi como el fagémido
PG8SAET (proporcionado por el Dr. Manoutcharian, Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM). Este fagémido posee una copia del gen
de la proteina pVIIl y el gen de resistencia a ampicilina. Los fragmentos
generados fueron sometidos a electroforesis, purificados y ligados utilizando
la T4 DNA ligasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) (Ver Figura 5). El fagémido
pG8TAT resultante se secuenci6 para confirmar la secuencia de TAT asi como

su marco de lectura con pVIII.
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Figura 5. Esquema de la clonacién de TAT en el fagémido pG8SAET para generar el
fagémido pG8TAT. Se realiz6 un PCR del plasmido pET 28b TAT v2 con los
oligonucledtidos TATF282 y TATR282 que contienen los sitios de restricciéon SnaBl y BamHI|
respectivamente. Tanto el fragmento generado como el fagémido pG8SAET se digirieron con
las enzimas SnaBl y BamHI y posteriormente se ligaron.
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Construccion de los fagémidos pPpG8TAT_CMVGFP \Y,
PG8SAET_CMVGFP. El plasmido pBlueCMVGFP2 (Luz-Madrigal et al., 2007)
fue digerido con las enzimas de restriccion Nrul y Pvull, se sometié a
electroforesis y se purifico el fragmento de 1727 pb utilizando un sistema de
purificacion de fragmentos de ADN (QIAquick Gel Extraction Kit, QIAGEN,
Valencia, CA, USA). Los fagémidos pG8TAT y pG8SAET fueron digeridos con
la enzima de restriccion Pvull, desfosforilados con CIAP (Fosfatasa alcalina
de intestino de ternera, Invitrogen), tras lo cual se sometieron a
electroforesis y se purificaron los fragmentos de 3453 pb y de 3395 pb para
pPG8TAT y pG8SAET, respectivamente. Finalmente, los fragmentos se ligaron
utilizando la T4 DNA ligasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) para generar los
fagémidos pG8TAT _CMVGFP y pG8SAET _CMVGFP (Ver Figura 6). Los
fagémidos purificados fueron secuenciados para conocer la orientacién del
casete de expresion. La expresion de la proteina GFP del casete de expresion
(CMVGFP) se verific6 mediante la transfeccion de los fagémidos
(pG8TAT_CMVGFP y pG8SAET_CMVGFP) en células HelLa utilizando
lipofectamina plus (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). El protocolo de
transfecciéon utilizado fue el proporcionado por la compafia y en placas de
cultivo celular de 35 mm. El andlisis de la expresion de GFP se llevé a cabo

en un microscopio confocal (Olympus, FV1000).

Produccién de los fagos recombinantes. Se transformaron bacterias TG1
(proporcionadas por el Dr. Manoutcharian, 11B, UNAM) con los fagémidos
PG8SAET, pG8TAT, pG8SAET_CMVGFP 6 pG8TAT_CMVGFP y se sembraron
en una caja con medio LB y ampicilina. Con una colonia se inocularon 4 mL
medio 2YT (medio liquido enriquecido) con ampicilina y se incubaron a 37 °C
hasta una D.O.g00 de 0.8. Posteriormente se agrego el fago auxiliar M13K07
(10 MOIS, proporcionado por la Dra. Gevorkian, 11B, UNAM) y se incubd a 37
°C por 30 min sin agitacion y otros 30 min con agitaciéon (250 rpm). Después

se utilizé este cultivo para inocular 100 mL de medio 2YT con kanamicina y

29



SnaBI (309) Nhel (132) |, RamHI (138}

s

NELEIEIN | | Neol (342) Pl (7114)~ N N\~ Neol 271)
- ———— ] /
/7 T AT s v N\ — Pvull (962)
/ Fakvall] // B / [T ol N R L Tral 7172WM
/ L V\ Pyul (707) / _ _ _,/_\ \
e ’ BamHI (1976)
3453bp e 7&08hn Dﬁﬂg{?%»
TTeTe NI wIvIiv R
A Neol (2283)
mpr
P Dral (5199) ! Amp r SnaBI (2307)
Pyul (2079) '

T —— I
Dral (4507)  Dral (3166) * SnaBL(3076)

Scal (4604) /

Pvull

Pvull/Nrul
CIAP

o TT aans

N . INwATE T
NianT £20Q) \ \

Dral (86) —_ >\ /. .

- LT FS LT sroan
[P ) v A ) ’

\ / gvm \ f ﬁm\I {Q.’/M,‘x

w*v-w/\? BHG pAﬁ

Pvul (3806) Ampr BER
5180bp
Cel Msamﬂl (1690)
Diral (170
\ G NaEwA QA r sy

‘-—;—-—rr' Lo omnmes
rd . !
Nael (2673) Narl (2 473) Pvul (2434)

Figura 6. Esquema de la clonacidon del casete de expresion GFPCMV en el fagémido
PG8TAT para generar el fagémido pG8TAT_GFPCMV. El casete de expresion se extrajo
del plasmido pBlueCMVGFP2 con las enzimas de restriccion Pvull y Nrul. Posteriormente el
plasmido pG8TAT se digirié con la enzima de restriccion Pvull y se tratdé con fosfatasa
alcalina de intestino de ternera (CIAP). Finalmente se ligaron el fragmento que contenia el
casete de expresion y el vector pG8TAT digerido.
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ampicilina y se incub6 por 20 h a 30 °C con agitacion (200 rpm). Los
fagos fueron purificados mediante dos rondas de precipitacion con una
solucion 20 % de PEG/NaCl 2.5 M. Finalmente se resuspendieron en PBS y

se conservaron a 4 °C.

Titulacion de los fagos. Se hicieron diluciones seriales (1x10™ 1x10°,
1x107°, 1x10'°) de la suspension de fagos en medio 2YT. Con 3 pl de la
dilucién 1x10°° se infectaron 200 pl del cultivo de bacterias y con 3 pl de la
dilucién 1x10™'° otros 200 pl. Las diluciones y alicuotas se ajustaron de
acuerdo a los rendimientos esperados y se incubaron a 37 °C por 40 min sin
agitacion, finalmente se sembraron en cajas de medio LB con ampicilina. Se
incubaron toda la noche y se conté el numero de colonias. El titulo de los
fagos se determiné de la siguiente manera: Titulo fagico = (N° colonias/
alicuota en mL) (1/dilucién). El titulo de los fagos se expresé como unidades

transducturas por mL (ut/mL).

Marcaje de fagos con Alexa-488. Se precipitd una cantidad equivalente a
1x10***2 particulas de fagos con una solucién 20% de PEG/NaCl 2.5 M. Los
fagos fueron recuperados por centrifugacion y resuspendidos en un
amortiguador de bicarbonatos 1 M, pH 9.0 (amortiguador de conjugacioén).
Posteriormente se afiadi6 una cantidad equivalente a 0.25 mg de
fluorocromo Alexa-488 (Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA) y
se dejo6 reaccionar por 1 hora a temperatura ambiente, en la oscuridad y con
agitacion constante. Luego se purificd el fago marcado mediante dos rondas
de precipitaciéon con la solucién 20% de PEG/NaCl 2.5 M. Los fagos marcados
fueron resuspendidos en PBS y conservados a 4 °C protegidos de la luz.
Posteriormente se determind el titulo de los fagos tal como se describid

anteriormente.

Inmunofluorescencia. Se sembraron 1x 10* células COS-1 por pozo en

una camara Lab-Tek Il ( Nalgene Nunc international, Rochester, NY, USA) y
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se cultivaron por 48 h. Las células fueron lavadas una vez con PBS e
incubadas con medio OPTI-MEM (Gibco, Grand Island, NY) conteniendo 1 x
10'° ut de fagos M13-Alexa488 6 M13TAT-Alexa488 por 3 h a 37 °C. Las
células fueron lavadas con PBS y se incubaron por 10 min con 4% de
paraformaldehido en PBS (pH= 7.4). Se lavaron dos veces con PBS y se
permeabilizaron con 0.1% Triton X-100/PBS recién preparado por 10 min.
Después se lavaron con PBS y fueron tratadas con amortiguador de bloqueo
(Solucién en PBS de BSA 3%) por 1 h. Posteriormente, se incubaron toda la
noche a 4 °C con el anticuerpo contra pVIIl, hecho en ratén (1:500 en buffer
de blogueo), el cual va dirigido a la proteina VIII de la céapside del
bacteriéfago M13. Al dia siguiente, las muestras se lavaron tres veces
durante 5 min con PBS y se afadié un anticuerpo acoplado a Alexa-594
contra ratdén producido en cabra (Invitrogen, 1:250 en amortiguador de
bloqueo) y se incubdé durante 2 h a 4 °C. Adicionalmente, las muestras
fueron tratadas con 4, 6-diamino-2-fenilindol (DAPI, Vector Labs, USA) o
rojo radiante (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) para localizar los
nudcleos. A continuacién se lavaron dos veces durante 5 min con PBS y se
montaron para su analisis en 1,4-diazabiciclo-[2,2,2]-octano (DABCO,
Sigma, St Louis, MD, USA).

Ensayos de entrada a células de mamifero in vivo. Aproximadamente
1.5 x 10° células COS-1, HeLa 6 HepG2 se sembraron en cajas de 6 pozos
con cubreobjetos redondos por pozo. Después de 48 h se retir6 el medio
DMEM vy las células fueron lavadas dos veces con OPTI-MEM (Gibco, Grand
Island, NY). Se agregaron 1.0x10'° ut de fagos M13-Alexa488 6 M13TAT-
Alexa488 a cada pozo en 400 pl de OPTI-MEM y se incubaron a 37 °C por 3,
2 y 1 h dependiendo del ensayo. Transcurrido el tiempo de incubacion se
realizaron dos lavados con PBS y se trataron con 4, 6-diamino-2-fenilindol
(DAPI, Vector Labs, USA) para marcar la cromatina contenida en el nucleo.

Finalmente se lavaron dos veces con PBS. Para el ensayo de 1 h de
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incubacion se agregdé FM 4-64 (Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA,
USA), el cual marca la membrana plasméatica asi como endosomas, a una
concentracion final de 1:520. En el caso de los ensayos de 2 y 3 h de
incubacion se utilizé Brefeldin A (Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA,
USA) a una concentracion final de 1:2000 para teiiir el reticulo endoplasmico

y el aparato de Golgi.

Ensayos de transduccién de células de mamifero in vivo. Se
sembraron en cajas de 12 pozos 2.5x10% células por pozo. Después de 24 h
de incubacién se retir6é el medio DMEM y se lavaron una vez con OPTI-MEM.
Se adicionaron 2.5x10%° ut de fagos M13-CMVGFP 6 M13TAT-CMVGFP a cada
pozo en 250 pL de OPTI-MEM y se incubaron a 37 °C por 6 h. Luego se
agregaron 250 uL de DMEM vy se incubaron a 37 °C por 42 h. Posteriormente
se removio el medio y las células fueron incubadas a 37 °C con Campotecina
5 UM (proporcionada por la Dra. Gevorkian, 11B, UNAM) 6 Butirato de Sodio
5 mM por 6 h, 6 Cloroquina 50 pM (Sigma, St Louis, MD, USA) por 4 h, en
DMEM. Se reemplazé el medio por 500 L de DMEM vy se incubd por 48 h. La

expresion de GFP se analizé por citometria de flujo.

Citometria de flujo. El analisis del porcentaje de células positivas a GFP
(GFP+) y la intensidad media de fluorescencia (IMF), se llevo a cabo
mediante citometria de flujo (FACS, Calibur, BD Biosciences, San Diego, CA,
USA) a las 72 h después de la adicion del fago. Ademas, se incluyé un
control de células no tratadas, para normalizar el nUmero de células que
expresan GFP y la IMF. La adquisicion (5, 000 eventos) y el andlisis de los
datos se llevo a cabo utilizando el software Flowjo 7.2.5 (Tree Star Inc.,
Ashland, OR, USA).

Microscopia confocal. El analisis por microscopia confocal se llevo a cabo
en un sistema confocal FV1000 Olympus (Olympus Tokyo, Japan). La

fluorescencia de Alexa-488 y de GFP fue obtenida después de excitar las
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muestras a 488 nm y las lecturas fueron registradas a 540 nm. Para la
deteccion de rojo radiante, Brefeldin A y FM 4-64 la longitud de onda de
excitacion fue de 596 nm y la longitud de emisién fue registrada a 620 nm.
La longitud de onda de excitacion para la deteccion de Alexa-594 fue de 554
nm y la de emision fue registrada a 576 nm. La fluorescencia de DAPI fue
detectada después de excitar las muestras a 353 nm y las lecturas fueron
registradas a 461 nm. El analisis de las imagenes y las reconstrucciones en
tres dimensiones (3D) se llevaron a cabo utilizando el software Imaris 5.0.3
(Bitplane, Imaris™, Saint Paul, MN, USA). Al menos se tomaron imagenes de

4 campos diferentes para cada tratamiento.
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VII.

RESULTADOS
7.1. Produccion de los fagos M13 y M13TAT

Los fagos M13 y M13TAT fueron generados en E. coli TG1 (ver Materiales y
Métodos). Previamente se ha demostrado que el domino de transducciéon
(PTD, del inglés protein transduction domain) de Tat (aminoacidos 47 al 57,
YGRKKRRQRRR) es capaz de transportar proteinas o péptidos hacia dentro
de células de mamifero (Vives et al., 1997). Por tal motivo, nosotros
generamos un fago recombinante que despliega en su superficie el péptido
TAT (PTD de Tat) en marco de lectura con la proteina mas abundante del
fago M13 (pVIIl). El péptido TAT fue amplificado mediante PCR y clonado en
el fagémido pG8SAET (Figura 5). El fagémido pG8TAT fue enviado para su
secuenciacion a la Unidad de sintesis y secuenciacion de ADN del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM (Cuernavaca, Mor.) utilizando el oligonucléotido
SAET1 (CAATTCGTAAACTAGGTGTAGG). ElI andlisis de la traduccion en
proteina de la secuencia obtenida utilizando el servidor Expasy

(http://ca.expasy.org) muestra claramente que TAT se encontré en marco

de lectura con la proteina pVIIl (Figura 7). Por tanto, los resultados de
secuenciacion y analisis de la secuencia sugieren que TAT se encuentra
desplegado en la superficie del fago M13TAT. Al mismo tiempo se genero el
fago M13 (fago no modificado en la superficie) que sera utilizado en los

siguientes experimentos.
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PGSTAT
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SnaB1
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BamH1

Figura 7. Traduccién en proteina de la secuencia del fagémido pG8TAT. Los sitios
de restriccidon con los que se clondé TAT se encuentran subrayados, el primero es SnaBl
(TAC'GTA) y el segundo BamH1 (G'GATCC). En la caja se observa la secuencia de
aminoécidos del péptido TAT. La secuencia de la proteina VIII estd encerrada dentro de la
caja punteada.
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7.2. Entrada del fago M13 a células de mamifero

Con la finalidad de conocer si el fago que no tiene el péptido TAT desplegado
en su superficie puede entrar a células de mamifero, los fagos M13 se
incubaron por tres horas con tres lineas celulares diferentes: Cos-1, HelLa y
HepG2. En la Figura 5 se observan fagos en el interior de las células HelLa y
también dentro de la célula Cos-1, pero no en las células HepG2 (Figura 8c).
En la célula Cos-1 (Figura 8a) los fagos estan agrupados en una zona anexa
al nucleo, mientras que en las células HelLa (Figura 8b) se encuentran

dispersos.
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Figura 8. Localizacion de las particulas virales M13 marcadas con Alexa-488. Las células Cos-1, HepG2 y HelLa fueron
incubadas durante 3h con 1x10'° particulas fagicas marcadas con el fluorocromo Alexa-488 (en verde). Las flechas indican los

virus que se encuentran dentro de la célula (flecha) que co-localizan (puntos amarillos) con el marcador de reticulo Brefeldin A
(en rojo).
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7.3 Unidn y entrada de los fagos recombinantes M13TAT a células

de mamifero

Con la finalidad de conocer si los fagos se unian a la membrana plasmaéatica
de células de mamifero, se utilizé el fago recombinante M13TAT-Alexa488.
Dicho fago tiene fusionado el péptido TAT a la proteina pVIII de la capside y
estd marcado con el fluorocromo verde Alexa-488. Las lineas celulares de
mamifero HeLa y Cos-1 se trataron con 1.0x10'° ut del fago durante 30 min
y 1 h, respectivamente. Posteriormente, las células se trataron con FM 4-64
(Invitrogen, Molecular Probes) a una concentracion final de 1:520 para tefir
la membrana plasmatica. Finalmente, se analizaron utilizando un
microscopio confocal.

En la Figura 9 se distingue la membrana plasmatica tefiida de rojo con FM 4-
64 y en verde se puede ver la senal de los fagos marcados con Alexa 488.
FM 4-64 es un colorante que se intercala en la membrana plasmatica y
después de un tiempo es internalizado en la célula por endocitosis (Vida y
Emr, 1995). El fluorocromo Alexa-488 forma conjugados proteicos y se
utiliza para marcar proteinas y asi poder localizarlas. En la Figura 9a se
observan fagos unidos a lo largo de la membrana plasmatica de las células
HelLa a los 30 min de incubacion. También se sefialan tres puntos (flechas)
donde la densidad de fagos es mayor. En estos puntos los fagos se
encuentran englobados en vesiculas. Las Figuras 9b, 9¢c y 9d son
acercamientos de la membrana plasmética donde se observan con mayor
detalle las vesiculas con fagos en su interior. La Figura 9e muestra que
después de 1 h de incubaciobn de los fagos con células Cos-1 se
encontraron fagos en el interior de la célula. Los fagos se encuentran
rodeados por una membrana (rojo) en lo que parecen ser endosomas de

gran tamafio (1 um de didmetro) o macropinosomas (flecha).
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Figura 9. Unidén y entrada de los fagos M13TAT-Alexa488 a células de mamifero.
Las células HelLa y Cos-1 se trataron con 1.0x10'° ut del fago M13TAT-Alexa488 durante 30
min y 1 h, respectivamente. a) Se observan fagos (verde) unidos a lo largo de la membrana
plasmaética (rojo). Las flechas sefialan tres puntos en donde la densidad de fagos es mayor.
b), ¢) y d) Son acercamientos a la membrana plasméatica de la célula en a) donde se
observan con mayor detalle las vesiculas que contienen fagos.
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7.4 Localizacion intracelular del fago M13TAT

Para analizar la distribucién del fago recombinante M13TAT en células de
mamifero, células Cos-1 y HepG2 se incubaron con 1.0x10'° ut del fago
M13TAT-Alexa488 por 2 y 3 h. Después se adiciond Brefeldin A para tefir el
reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi y se observaron bajo el
microscopio confocal.

En las Figuras 10 y 11 se observa en rojo el citoplasma tefnido por la
Brefeldin A y en verde la sefal de los fagos marcados con Alexa-488. La
Brefeldin A es un metabolito fungico que se une al aparato de Golgi y al
reticulo endoplasmico y se utiliza para el estudio del trafico de proteinas
(Klausner et al., 1992). Después de dos horas de incubacion se pueden
encontrar fagos (sefal verde) en el interior de las células Cos-1 (Fig. 10a).
Estos fagos se encuentran en vesiculas redondas, muy cercanas al nucleo y
de aproximadamente 1 um de diametro (flechas). En las células HepG2 hay
mayor niumero de fagos en el interior de la célula (Fig. 10b). Los fagos estan
concentrados en vesiculas cuya distribucién es homogénea. La Figura 10c es
el acercamiento a una célula HepG2. En esta figura se pueden ver fagos
tanto dentro como fuera de la célula. Llama la atencion una vesicula de
aproximadamente 2 pm de diametro que contiene una alta densidad de
fagos e incluso se distingue en la imagen de contraste de fases (DIC).
Después de tres horas de tratamiento se observan fagos tanto dentro como
fuera de la células en ambas lineas celulares (Figuras 1la y 11c). En la
Figura 11b se observan tres conjuntos de gran densidad de fagos (flechas)
muy cerca del nudcleo e incluso uno de los conjuntos de fagos parece
deformar la membrana nuclear (flecha derecha en BFA). También, en este
caso, las vesiculas se pueden apreciar en la sefial transmitida (flechas). En
la Figura 11d, que es un acercamiento de una célula HepG2, se observa una
gran vesicula (3 um de diametro) (flecha) que engloba fagos y esta cerca de

la membrana plasmatica.
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Figura 10. Entrada del fago recombinante M13TAT a células de mamifero in vivo. 2h de incubacién. Iméagenes
tomadas después de 2 h de incubacién con el fago. Se observa en rojo el citoplasma tefiido por la Brefeldin A y en verde la
sefal de los fagos marcados con Alexa-488. Las flechas sefialan vesiculas cercanas al nlcleo que contienen fagos.
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Figura 11. Entrada del fago recombinante M13TAT a células de mamifero in vivo. 3h de mcubacmn Iméagenes
tomadas después de 3 h de incubacion con el fago. Se observa en rojo el citoplasma tefiido por la Brefeldin A y en verde la
sefal de los fagos marcados con Alexa-488. Las flechas sefialan vesiculas que contienen fagos.
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Para poder determinar si los fagos entraban al ndcleo celular, se llevé a cabo
un ensayo donde se trataron células HepG2 y Hela por tres horas con 1 x
10*'° ut del fago M13TAT- Alexa488. Posteriormente se fijaron las células y

los nucleos se tifieron con Rojo radiante.

En la Figura 12 se observan en rojo los nucleos tefidos por Rojo radiante. El
colorante fluorescente Rojo radiante se utiliza para tefir acidos nucleicos, en
especial ARN. En verde se puede ver una gran cantidad de fagos distribuidos
homogéneamente en el citoplasma tanto de células HeLa como de HepG2.

No se observa co-localizacion entre los fagos y el nucleo.

7.5 Inmunofluorescencia

Para verificar que Ila sefal verde observada en los experimentos
correspondia a los fagos marcados con Alexa- 488 se realiz6 un ensayo de
inmunofluorescencia con células Cos-1. En el ensayo se utiliz6 como
anticuerpo primario un anticuerpo producido en ratén dirigido a la proteina
pVIIl de la capside del bacteriéfago M13 y como anticuerpo secundario se
afadioé un anticuerpo acoplado a Alexa-594 contra raton producido en cabra.

Los nucleos se tifieron con Rojo radiante.

En la Figura 13 se sefalan con flechas algunos de los puntos donde hubo co-
localizacion (azul claro) de la marca verde de los fagos y la marca del
anticuerpo secundario (azul). Como se puede notar la senal con el
anticuerpo secundario es mayor que la obtenida con el -colorante

fluorescente Alexa-488.
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Figura 12. Ensayo con células fijadas y tincion de los nudcleos con rojo radiante. Se trataron células HepG2 y Hela por 3 h
con 1 x 10*° ut del fago M13TAT- Alexa488 (en verde). Posteriormente se fijaron las células y los nucleos se tifieron con Rojo radiante
(en rojo). En verde se observan los fagos distribuidos homogéneamente en el citoplasma de ambos tipos celulares.
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Figura 13. Ensayo de inmunofluorescencia. Las flechas sefialan algunos puntos donde se observa la co-localizacion de la marca
verde de los fagos y la marca del anticuerpo secundario (azul).
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7.6 Produccion de fagos para el analisis de transducciéon de células

de mamifero

Con la finalidad de conocer si los fagos recombinantes M13TAT eran capaces
de transducir células de mamifero se utilizé un casete de expresién que se
cloné en el fagémido. El casete de expresidn consistié de: el promotor de
Citomegalovirus (CMV), el gen de la proteina verde fluorescente (GFP) y la
sefial de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina (BGH pA). El
promotor de CMV es el promotor temprano del citomegalovirus (CMV-IE), el
cual dirige altos niveles de expresion de proteinas en una amplia variedad de
células de mamifero (Foecking y Hofstetter, 1986). Cmo gen reportero se
utilizé el gen de la proteina verde fluorescente (“green fluorescent protein” 6
GFP) porque su expresion puede ser observada facilmente con un
microscopio de fluorescencia o analizada mediante citometria de flujo. La
sefal de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina (BGH pA) le da
estabilidad al ARN mensajero (Makrides, 1999). La construccion de los
fagémidos con el casete de expresion de GFP se realiz6 como lo indica la
Figura 6 en Materiales y Métodos. El procedimiento fue el mismo para los
dos fagémidos: pG8SAET_CMVGFP y pG8TAT_CMVGFP.

Para conocer la orientacion del casete de expresion en los fagémidos los
enviamos a secuenciar a la Unidad de secuenciaciéon antes mencionada. La
secuenciacion se hizo con el oligonucleétido SAET1. El analisis de las
secuencias obtenidas muestra la secuencia de TAT en el fagémido
pG8TAT_CMVGFP, y el gen de la proteina pVIII en ambos fagémidos (Figuras
14 y 15). También en ambos fagémidos se observa que el extremo del
casete que tiene la sefial de poliadenilacion se encuentra adyacente al gen
de la proteina pVIII. Por tanto, los resultados de secuenciacion y analisis de
la secuencia muestran que el casete de expresion se cloné en sentido

contrario (-) al origen de replicaciéon viral en ambos fagémidos.
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pG8SAET_CMVGFP
AGAGCCTTGAATAATACTTGGGTGGCGTAACACCTGCTGCAAATGCTGCGCAACACGATGACCAT
GGCAGTACCGAGGGTGACGATCCCGCAAAAGCGGCCTTTGACTCCCTGCAAGCCTCAGCG
ACCGAATATATCGGTTATGCGTGGGCGATGGTTGTTGTCATTGTCGGCGCAACTATCGGT
ATCAAGCTGTTTAAGAAATTCACCTCGAAAGCAAGCTGATAAACCGATGAATTCACTGGCCG
EcoRl
TCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACAT
CCCCCTTTCGCCﬁGﬁTGGTTCTTTCCGCCTCAGAAGCCATAGAGCCCACCGCATCCCCAGCATGC
vu

CTGCTATTGTCTTCCCAATCCTCCCCCTTGCTGTCCTGCCCCACCCCACCCCCCAGAATAGAATGA

CACCTACTCAGACAATGCG

GGTEI;IAAACGGGCCGCTTTACTTGTACAGCTCGTC
CATGCCGAGAGTGATCCCGGCGGCGGTCACGAACTCCAGCAGGACCATGTGATCG CGCCTT
CTCGTTGGGGTCTTTGCTCAGGGCGGACTGGGTGCTCAGGTAGTGGTTGTCGGGCAGCA
GCACGGGGCCGTCGCCGATGGGGGTGTTCTGCTGGTAGTGGTCGGCGAGCTGCACGCTG
CCGTCCTCGATGTTGTGGCGGATCTTGAAGTTCACCTTGATGCCGTTCTTCTGCTTGTCGG
CCATGATATAGACGTTGTGGCTGTTGTAGTTGTACTCCAGCTTGTGCCCCAGGATGTTGCC
GTCCTCCTTGAAGTCGATGCCCTTCAGCTCGATGCGGTTCACCAGGGGTGTCGCCCTCGAA

CTTCACCTCGGCGCGGGTCTTGTAGTTTGCCGTCGTCCTTGAAAGAAGATGGGTGCGCTCCTGG

Figura 14. Traduccion en proteina del fagémido pG8SAET_CMVGFP. Los sitios de restriccion
relevantes estan subrayados. En color azul se muestra el gen de la proteina VIIl. En anaranjado
esta marcada la secuencia de la sefial de poliadenilaciéon de la hormona de crecimiento bovina y
en seguida se observa un fragmento del gen de la proteina verde fluorescente (GFP) marcado en
color verde. El extremo del casete que tiene la sefial de poliadenilacidon se encuentra adyacente al
gen de la proteina VIII, por lo tanto el casete de expresion se cloné en sentido contrario (-) al
origen de replicacion viral.
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pG8TAT_CMVGFP
GCTCTGCAACTTTGGGTACTTACTTATATCTGGTGGCGTAACACCTGCTGCAAATGCTGCGCAAC

ACGATGACCATGGCAGTACgtacttttgtttaactttaagaaggagatatacc ATGGGCAGGAAGAAGCGG
SnaBl

AGACAGCGACGAAGAggccatatggctagcatgactggtggacagcaaatgggtcgaggaTCCGAGGGTGA
BamHI

CGATCCCGCAAAAGCGGCCTTTGACTCCCTGCAAGCCTCAGCGACCGAATATATCGGTTA
TGCGTGGGCGATGGTTGTTGTCATTGTCGGCGCAACTATCGGTATCAAGCTGTTTAAGAA

ATTCACCTCGAAAGCAAGCTGATAAACCGATGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGA
EcoRl

CTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGT
Pvull

TCTTTCCGCCTCAGAAGCCATAGAGCCCACCGCATCCCCAGCATGCCTGCTATTGTCTTCCCAAT
CCTCCCCCTTGCTGTCCTGCCCCACCCCACCCCCCAGAATAGAATGACACCTACTCAGACAATGC

G

GGITTTAAACGGGCCGCTT
Dral

CGTAGTGGTTGTCGGGCAGCAGCACGGGGCCGTCGCCGAT

GGGGGTGTTCTGCTGGTAGTGGTCGGCGAGCTGCACGCTGCCGTCCTCGATGTTGTGGCGGATC

Figura 15. Traduccion en proteina del fagémido pG8TAT_CMVGFP. Los sitios de restriccion
relevantes estan subrayados. En rojo se observa la secuencia de TAT y enseguida la del gen de la
proteina VIII en azul. En anaranjado esta marcada la secuencia de la sefial de poliadenilacion de
la hormona de crecimiento bovina y en verde un fragmento del gen de la proteina verde
fluorescente. Al igual que en el fagémido anterior, el casete de expresion se clondé en sentido
contrario al origen de replicacion viral (-).
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Para comprobar la funcionalidad del casete de expresion de los fagémidos
PG8SAET _CMVGFP y pG8TAT_CMVGFP, éstos fueron transfectados en células
HelLa. Luego de 24 h de incubacién las células se observaron en el
microscopio confocal. Como se observa en la Figura 16, ambos fagémidos

poseian un casete de expresion funcional puesto que hay células verdes.

La eficiencia de transduccion de células de mamifero se determiné por
citometria de flujo. El porcentaje de células GFP positivas que se obtuvo fue
bajo, tanto para el tratamiento con el fago control M13 como con el fago
recombinante MI13TAT. Por Ilo anterior decidimos utilizar distintos
compuestos quimicos que actuando en etapas diferentes del proceso de

transduccion permitieran ubicar el paso limitante de la transduccion.

El butirato de sodio (ButNa) es un inhibidor de desacetilasas de histonas que
se ha utilizado para estimular la transcripciéon viral en células de mamifero
(Balakrishnan y Milavetz, 2008). El tratamiento con este inhibidor no tuvo un
efecto considerable en el numero de células GFP positivas y resulté téxico

para las células bajo las condiciones experimentales.

La cloroquina es un compuesto que desestabiliza los endosomas, evitando su
acidificacion, y libera su contenido (Seglen et al., 1979). El tratamiento con
cloroquina no elevd los niveles de expresion de GFP y también tuvo un

efecto citotéxico bajo las condiciones experimentales (Figura 17).

La camptotecina es inhibidor de la topoisomerasa |I. Se ha demostrado que
facilita la conversion de ADN de cadena sencilla a cadena doble y mediante
este mecanismo mejora la transduccion con virus de cadena sencilla, como
el virus adenoasociado (Alexander et al., 1994) y el fago filamentoso M13
(Burg et al., 2002). El tratamiento con camptotecina incrementd el nUmero

de células GFP positivas tanto para M13 como para M13TAT (Figura 17).
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pG8SAET_CMVGFP

pG8TAT_CMVGFP

Figura 16. Expresion de GFP en células HelLa transfectadas con los fagémidos
PG8SAET_CMVGFP (arriba) y pG8TAT_CMVFP (abajo).

12

‘0.8 -
0 - -
M13

Figura 17. Transduccion de células de Cos-1 con los fagos M13 y M13TAT. El nimero de
eventos analizados fue de 5000 y se restaron los controles celulares. CPT, camptotecina.

M13TAT
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VIII.

ANALISIS DE RESULTADOS

La busqueda de mejores vectores para la transferencia de material genético
a células de mamifero ha llevado a la exploracion de virus distintos a los de
mamifero como una alternativa que supere los obstaculos de los vectores
mas utilizados: los vectores derivados de virus de mamiferos. Se propuso
que los bacteri6fagos podian constituir un buen vehiculo para el transporte
de material genético porque consisten, como los demas virus, de un
esqueleto proteico que protege al material genético en su interior. Ademas,
los bacteriofagos no producirian proteinas virales que provoguen una
respuesta inmunolégica muy fuerte y serian incapaces de replicarse en
células de mamifero. Se hicieron diversos estudios para evaluar el potencial
de los bacteri6fagos como vectores y se observé que la eficiencia de
transduccidn era muy baja, por lo que se procedié a modificarlos quimica y
genéticamente para mejorar su eficiencia de transduccion. En este estudio,
nosotros utilizamos la técnica de despliegue en fagos para modificar al
bacteri6fago M13 y analizamos su entrada a células de mamifero asi como
también evaluamos su eficiencia de transduccién. La modificacion del
bacteriéfago M13 consistié en desplegar el péptido TAT como fusion a la
proteina de la capside de mayor abundancia, la proteina pVIIl. El péptido
TAT es un segmento (aminoacidos del 47 al 57) de la proteina Tat del virus
de inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) que se caracteriza por su alta

capacidad para transducir células de mamifero.

Decidimos utilizar la proteina pVIIl para el despliegue del péptido TAT
porgue este sistema permite el despliegue del péptido en multiples copias de
la proteina de la capside, lo cual facilitaria la interaccion entre el fago y la

célula.

El titulo de los fagos recombinantes M13TAT fue 100 veces menor al

obtenido en la produccién de los fagos no modificados (M13). Para obtener
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titulos suficientes (1x10'® ut) para realizar los experimentos, se tuvo que
modificar el protocolo de amplificaciéon: se incrementaron los volumenes de

los cultivos, asi como también la cantidad de fago auxiliar adicionada.

Con la finalidad de conocer si el fago sin modificar era capaz de entrar a
células de mamifero lo incubamos con tres lineas celulares diferentes: Hela,
HepG2 y Cos-1. Este fago difiere del fago silvestre M13 en su longitud y el
ADN en su interior. Es mas corto porque el material genético que encapsida
es el del fagémido (3395 nucledétidos) y no el genoma viral completo (6407
nucledtidos). Los resultados indican que éste es capaz de entrar a las células
de mamifero HeLa y Cos-1, aunque no sabemos cual es su eficiencia de
entrada. En experimentos previos no se habian observado fagos sin
modificar que fueran capaces de entrar a las células de mamifero, quizas
porque los métodos de deteccidon empleados no eran tan sensibles como la

microscopia confocal (Larocca et al., 2002).

El fago M13TAT se une a la membrana plasmatica de células de
mamifero y se concentra en vesiculas de gran tamano

Después evaluamos la unién de los fagos recombinantes M13TAT a las
células de mamifero. Observamos que los fagos se unian a la superficie
celular y en algunas zonas de la membrana citoplasmatica se formaban
vesiculas cuyo tamafo era de 1.03 £ 0.36 um (n = 25). Se ha demostrado
que el mecanismo de entrada del péptido TAT consiste en su interacciéon con
la superficie celular y la estimulacion de la macropinocitosis para su
posterior inclusion en vesiculas de gran tamafo, los macropinosomas (Gump
y Dowdy, 2007). Estas vesiculas se asemejan a las observadas por nosotros
después de 30 min de la adicion de los virus. Los datos sugieren que la
entrada de los fagos recombinantes M13TAT a las células estd mediada por
TAT porque involucra la interaccion con la membrana plasmatica para la
formacion de las vesiculas y la consecuente internalizacion como se observa
en la Figura 9e.
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El fago M13TAT se distribuye en vesiculas dentro de las células

Posteriormente analizamos la distribucion de los fagos M13TAT en células
Cos-1 y HepG2 en dos tiempos (2 h y 3 h) posteriores a la adicion de los
fagos a las células. Encontramos que luego de dos horas de incubacion los
fagos se localizaban principalmente en vesiculas cuya distribucion era
homogénea. La cantidad de vesiculas en el interior de las células HepG2 era
mayor que la de las células Cos-1. La distribucion punteada de los fagos
M13TAT en el interior de las células Cos-1 y HepG2 se asemeja a la
observada por otros que han estudiado el trafico intracelular del péptido TAT
(Potocky, Menon, y Gellman, 2003; Wadia et al., 2004).

Entrada del fago M13TAT al ndcleo de células de mamifero

Para conocer si el fago M13TAT podia llegar al nucleo de las células se
realiz6 un ensayo de inmunofluorescencia en el cual los nucleos celulares se
tineron con Rojo radiante y se utilizaron los fagos marcados con Alexa-488,
M13TAT- Alexa488. No se observd co-localizacion entre los fagos y el nucleo
de las células. El hecho de que no se observen fagos en el nucleo no significa
que estos no lo alcancen. Se debe recordar que la marca que utilizamos para
rastrearlos se une a las proteinas de la capside y puede que el fago no entre
por si mismo al ndcleo sino que se desensamble en el macropinosoma y sélo
el material genético entre al nudcleo. Asi que es mejor determinar la

eficiencia de transduccion.

Eficiencia de transduccion de células de mamifero por el fago
M13TAT

Determinamos el nimero de células transducidas en funciéon de las células
que expresaron el producto del gen reportero, la proteina verde fluorescente
(GFP). Los niveles de expresion obtenidos fueron bajos (4.7%) por lo que
utilizamos compuestos quimicos que por diferentes mecanismos se sabe que

aumentan los niveles de transduccioén viral.
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El butirato de sodio inhibe las desacetilasas de histonas con lo cual evita el
posible silenciamiento del gen reportero. El butirato de sodio a la
concentracion empleada en este ensayo (5 mM) no incrementd los niveles de

expresion y resultd téxico para las células.

Diversos estudios han demostrado que una fracciobn importante de los
péptidos que penetran células (CPPs) en su camino al nlcleo queda atrapada
en endosomas y es degradada (Shiraishi y Nielsen, 2006). La cloroquina se
ha utilizado con éxito para incrementar los niveles de expresion de células
transducidas por el péptido TAT (Wadia et al., 2004). En las imagenes del
fago M13TAT dentro de las células lo observamos contenido en vesiculas y
sugerimos que entraba a la célula por la misma via que lo hace el péptido
TAT, por lo tanto pensamos que la desestabilizacion de los endosomas
provocaria un aumento en el numero de fagos que podian acceder al nucleo.
Bajo las condiciones experimentales la cloroquina no aumento los niveles de

expresion del gen reportero y produjo un efecto téxico para las células.

Estudios recientes indican que el paso limitante en la expresion genética
mediada por el virus adeno-asociado es la conversion de ADN de cadena
sencilla a ADN de cadena doble (Prasad et al., 2007). Se ha comprobado que
la conversién de ADN de cadena sencilla a cadena doble también es un paso
limitante en la transduccion de células de mamifero mediada por fago
filamentoso. ElI uso de CPT incrementd en un 45% los niveles de
transduccion de células de carcinoma humano por un fago M13 que
despliega el factor de crecimiento epidermal como fusién de la proteina plll
(Burg et al., 2002). Las células tratadas con camptotecina 5 uM presentaron
mayores niveles de expresion de GFP que las células no tratadas. La
eficiencia de transduccion del fago M13TAT sin tratamiento fue del 4.7% y

con la camptotecina se increment6 al 9.7%.
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El péptido TAT ha sido utilizado con éxito para el mejoramiento de la
eficiencia de transduccion de otros virus (Eguchi et al., 2001; Han et al.,
2007; Kurachi et al., 2007). Se utilizé la tecnologia de despliegue en fagos
para modificar el bacteri6fago Lamda desplegando en la proteina D de la
capside el péptido TAT. El fago recombinante transdujo células Cos-1 con
una eficiencia del 30% luego de 48 horas de incubacién (Eguchi et al.,
2001). Asi mismo, se generd un adenovirus que presentaba el péptido TAT
fusionado a la fibra por medio de la cual infecta células que tengan el
receptor CAR (receptor de adenovirus y coxsackaevirus). Este virus
modificado fue capaz de infectar de manera eficiente células que no

expresaban el receptor CAR (Han et al., 2007; Kurachi et al., 2007).

Recientemente se encontré que la proteina pVIIIl del fago filamentoso fd se
une a la sefial de localizacién nuclear del péptido TAT e inhibe la capacidad
del péptido de penetrar y transducir células de mamifero (Krichevsky et al.,
2005). Por tanto es posible que los bajos niveles de transduccion observados
se deban a que se forme una asociacion entre el péptido TAT y la proteina
pVIIIl del fago M13.
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IX.

CONCLUSIONES

e El fago M13 sin modificar es capaz de entrar a las células de mamifero

HelLa y Cos-1.

e El andlisis de la entrada del fago recombinante M13TAT a células de
mamifero sugiere que la entrada del fago M13TAT a células de mamifero

esta mediada por el péptido TAT.

e La eficiencia de transduccion del fago M13TAT fue baja (4.7%) pero
mayor a la del fago M13 (0.8%) y el tratamiento con camptotecina la

increment6 a 9.7%.
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X.

PERSPECTIVAS

Estudios recientes han demostrado que la eficiencia de la transduccién en
células de mamifero utilizando fagos es baja comparada con la de los
vectores virales, sin embargo, es similar a la obtenida con vectores no
virales (1-10%). Nosotros pensamos que una forma de mejorar la eficiencia
de transduccion es que el casete de expresidon que transporta el fago se
integre en el genoma de la célula transducida. Actualmente nos encontramos
en la fase de construccion de un fagémido que contenga el casete de
expresion de GFP flanqueado por las secuencias ITR (Inverted Terminal
Repeat) del virus adeno-asociado. Estas secuencias dirigen la integracion del
casete de expresion en el genoma de la célula transducida, con lo cual se

logra la expresiéon estable del gen.

Con el objetivo de mejorar la eficiencia de transduccion del bacteriéfago M13
se ha aprovechado la tecnologia de despliegue en fagos y se le han hecho
modificaciones en las dos principales proteinas de la capside, plll y pVIII.
Las modificaciones consisten en afadir a la capside una molécula que sirva
como ligando de un receptor celular o simplemente un péptido que penetre
células con facilidad. Al parecer en el contexto del fago M13 las
caracteristicas que hacen de TAT un dominio proteico de transduccion se
encuentran inhibidas. Un estudio sugiere que la similitud de las secuencias
de pVIIl y TAT es lo que provoca su interaccion. Por otro lado, en un estudio
donde mutaron ciertas bases de la secuencia del péptido TAT en busca de
mejorar sus propiedades como dominio proteico de transduccidn
encontraron dos péptidos cuya capacidad de penetrar en células de
mamifero era mayor que la del péptido TAT (Kamada et al., 2007).
Pensamos que se podria probar si la transduccion de células de mamifero
con fagos que desplieguen estos péptidos es bloqueada por pVIIll. Asi

mismo, estamos generando un fagémido para la producciéon de un fago que
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despliegue la proteina Gp64, responsable de la entrada del baculovirus en

células de mamifero, en su superficie.
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X1l. APENDICE

Bacterias competentes por cloruro de rubidio

1. La cepa bacteriana DH5a, TOP10 6 HB101 se siembra en 5 mL de
medio LB sin antibidticos y se deja incubando con agitaciéon constante
toda la noche a 37 °C.

2. Frente al mechero, se toma una alicuota de 1 mL de la cepa crecida
durante toda la noche y se resiembra en 100 mL de LB. Se incuba con
movimiento hasta alcanzar una densidad Optica de 0.4 a 0.6 a 630
nm. (Nota: emplear como blanco el medio LB solo).

3. Una vez alcanzada la densidad Optica deseada, se centrifuga a 4000
rom x 10 minutos a 4 °C, y se desecha el sobrenadante.

Resuspender frente al mechero en 15 mL de TFB1.

Incubar en hielo por 20 minutos.

Centrifugar a 4000 rpm x 10 minutos a 4 °C, y se desecha el
sobrenadante.

Resuspender frente al mechero en 4 mL de TFB2.

8. Incubar en hielo por 20 minutos.

Distribuir en ALICUTOAS DE 200 pL cada una y almacenar a -70 °C. La

posterior descongelacion se realiza en hielo.

TFB1 100 mL TFB2 100 mL

RbCI 1.2 ¢ MOPS 2 mL de stock 0.5 M pH 6.8
MnCl-4,0 0.99 g RbCI 0.12 g

AcK 3 mL de stock 1M pH 7.5 CaCl, -2H,0 1.1g

CaCl, -2H,0 0.15¢g Glicerol 11.9mLO615¢g

Glicerol 11.9mLO615¢g Aforar con H,0 a | 100 mL

Aforar con H,0 a 100 mL

Ajustar

TBF1 a pH 5.8 con ac. Acético 0.2 M
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Produccion de fagos M13

Transformar bacterias TG1 con el fagémido.

Sembrar las bacterias transformadas e incubar a 37 °C por 18 h.
Tomar una colonia e inocular 4 mL de LB con ampicilina.

Incubar a 37 °C con agitacion hasta que alcance una D.O. de 0.7 a 1.0.
Agregar al cultivo 10 MOIS de fago auxiliar M13KO07.

Incubar a 37 °C sin agitacion por 30 min y con agitacion por 30 min.

Incubar a 30 °C con agitacion por 20 h aproximadamente.

© © N o O bk 0 N R

Centrifugar el cultivo a 8,000 rpm por 20 min en tubos de policarbonato
estériles (25 mL de cultivo/tubo).

10.Transferir el sobrenadante a tubos iguales en frio.

11.Agregar a cada tubo 1/6 del volumen de la sol. 20% de PEG/NaCl 2.5 M.
12.Dejar precipitando a 4 °C por toda la noche.

13.Centrifugar a 14,000 rpm por 10 min a 4 °C.

14 .Retirar todo el sobrenadante (usar una pipeta si es necesario).

15.Volver a centrifugar para asegurarse de retirar todo el liquido.

Inocular con este cultivo 100 mL de medio 2YT con ampicilina y kanamicina.

16.Agregar 20 pL de PBS a cada tubo cubriendo el pellet y dejarlos en hielo por

10 min.
17.Resuspender el pellet de cada tubo sin tocarlo.

18.Agregar 200 uL de PBS a uno de los tubos y mezclar con la pipeta.

19.Pasar todo el volumen de este tubo a cada uno de los tubos para concentrar

todos los fagos en un solo tubo.

20.Conservar a 4 °C.
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Marcaje de fagos M13 con Alexa-488

. Transferir un volumen de suspensién de fagos equivalente a 1 x10**™*3

ut a un tubo de microcentrifuga.

. Agregar 0.3 volumenes de una solucion fria (4 °C) de PEG/NaCl (20%
p/v, polietilenglicol (PEG) 8000/2.5M NaCl). Mezclar y dejar que el
fago precipite por 1 h en hielo. Se obtienen mejores resultados si se
deja precipitando toda la noche a 4 °C.

. Centrifugar a 8000 rpm por 30 min en el mismo tubo a 4 °C. Retirar la
mayor cantidad posible de sobrenadante y resuspender el botén en 50
ML de una solucién amortiguadora de bicarbonato de sodio 1 M.

. Agregar 25 pL de una solucion “stock” de Alexa-488 10 mg/mL.

. Ajustar el volumen a 100 pL con la solucién amortiguadora de
bicarbonato de sodio. Permitir que la reaccién transcurra por lo menos
1 h a temperatura ambiente, en la obscuridad y con agitacion
constante.

. Separar los conjugados del fluorocromo que no reaccion6 precipitando
dos veces con PEG/NaCl como en el punto 2 de este protocolo.

. Resuspender los fagos marcados en 100 pL de solucién balanceada de
Hank con CaCl, 1 mM y MgCl..
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Inmunofluorescencia de fago M13

Sembrar las células de mamifero (2x10* células HepG2 o 1x10* células HelLa) en

sistemas de portaobjetos con camara Lab- Tek Il (Lab-Tek Il Chamber Slide,

Nalgene) e incubar por 48 h.

1
2
3.
4

. Lavar los portaobjetos dos veces con PBS a temperatura ambiente (T.A.).

Incubar con paraformaldehido 4% en PBS a T.A. por 10 min.

Hacer dos lavados de 5 min con PBS a T.A.

. Permeabilizar con una solucion de Triton X-100/PBS 0.1% recién preparada

por 20 min a T.A.

5. Hacer dos lavados de 5 min con PBS a T.A.

Incubar los portaobjetos con una solucion BSA/PBS 3% por 60 min a T.A.

7. Preparar diluciones del anticuerpo primario en BSA/PBS 3% (anticuerpos

9.

anti-M13 o anti-pVIIl o suero anti-M13).
Adicionar el anticuerpo primario diluido e incubar por 2 h o bien durante toda
la noche a 4 °C.

Hacer dos lavados de 5 min con PBS a T.A.

10.Preparar diluciones del anticuerpo secundario en BSA/PBS 3%.

11.Adicionar el anticuerpo secundario e incubar por 1 h a T.A. en la obscuridad.

12. Hacer dos lavados de 5 min con PBS a T.A.

Para la tinciéon de los nucleos con DAPI:

13. Adicionar una solucién de DAPI de 5 pg/mL en PBS e incubar por 15 min.

14.Hacer dos lavados de 5 min con PBS a T.A.

15.Dejar secar los portaobjetos lejos de la luz directa.

16.Montar con suficiente medio de montaje (DABCO) para cubrir las células.

17.Guardar los portaobjetos a -20 °C en la obscuridad.

PBS= Buffer salino de fosfatos

BSA= Albumina sérica bovina

DAPI= 4, 6-diamino-2-fenilindol
DABCO= 1,4-diazabiciclo-[2,2,2]-octano
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