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RESUMEN

El trabajo “Vehiculizacién de la region C-terminal de la proteina VP6 de Rotavirus a partir
de VLPs derivadas de la expresion de la proteina Z del virus Junin” fue desarrollado bajo
la direccion de la Dra. Cristina S. Borio y la Codireccion del Dr. Marcos F. Bilen, en el
Laboratorio de Ingenieria Genética y Biologia Celular y Molecular, area de virosis
emergentes y zoondéticos (LIGBCM-AVEZ) en el departamento de Ciencia y Tecnologia
de la Universidad Nacional de Quilmes.

La estructura del documento se encuentra dividida en seis capitulos:

En el primer capitulo, se encuentra el estado del arte de los Arenavirus, con un enfoque
principal en el virus Junin. Brindando sus caracteristicas, su replicacion y transcripcion,
sus mecanismos de entrada en la célula del hospedador, la descripcion de cada una de
sus proteinas, con una mayor descripcion de la proteina de matriz Z, la cual en este
trabajo es utilizada como plataforma de vehiculizacion de antigenos. También se detalla
al virus Rotavirus, con una breve descripcion de cada una de sus proteinas, siendo VP6
la mas detallada. Por ultimo, se realiza una descripcion de las vacunas basadas en VLPs
y en ADN.

En el capitulo 2, se encuentran los materiales y métodos utilizados para el desarrollo

de este trabajo.

El capitulo 3, detalla los resultados bioinformaticos obtenidos del estudio de la porcion
C-terminal de la proteina VPG6, seleccionada como el antigeno de estudio de este

trabajo.

En el capitulo 4 se desarrollan los resultados obtenidos a partir de la generacion de las
herramientas necesarias para cumplir el objetivo de este trabajo. En particular, se detalla
la construccion de los plasmidos utilizados, tanto para su uso en células procariotas
como eucariotas. También se describe la produccion y purificacion de CT-VP6, de la
proteina GFP y de los plasmidos ultrapuros.

En el capitulo 5 se describen los resultados obtenidos en los ensayos In vitro e In vivo,
utilizando las herramientas generadas en el capitulo anterior. Los mismos corresponden
a la expresion del antigeno en células de mamifero en cultivo y a los ensayos de
inmunizacién en ratones

Por ultimo, en el capitulo 6, se analizan los resultados obtenidos en cada uno de los

capitulos antes mencionados y se realiza una discusion de los mismos.






GLOSARIO

aDG: Receptor de a-distroglicano

aa: Aminoacidos

ADN: Acido desoxiribonucleico

APL: Acute Promyelocytic Leukemia

ARN S: Segmento S o Small

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

CAP o0 m7GTP: 7-metil guanosina-trifosfato

Caspasas: Cysteine-dependent aspartate-sepecific proteases o Proteasas especificas
de aspartato, dependientes de cisteina.

CCVs: Clathrin-Coated Vesicles o Vesiculas Cubiertas de Clatrina.
CT-VP6: C-terminal de VPG, con los aminoacidos 332-397.
DLPs: Particulas con doble capa, en particular las dos capas internas
DTT: Dithiothreitol

EGFP: Enhanced Green Fluorescent Protein

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

ESCRT: Endosomal sorting complexes required for transport
FHA: Fiebre Hemorragica Argentina

FHA: Fiebre Hemorragica Argentina

GFP: Green Fluorescent Protein o Proteina fluorescnete verde
GP1 o G1: Glicoproteina 1

GP2 o G2: Glicoproteina 2

GPC: Precursor de las glicoproteinas

GST: Glutation-S-Transferasa

HEK: Human Embryonic Kidney

HEX: Hematopoietically Expressed homeobox

His: Poli Histidina

His: Poli Histidina

IFN: Interferdn

INF: Incompleto de Freund

IRF-3: Factor de regulacion de Interferon 3

IRF-7: Factor de regulacion de Interferon 7



JUNV: Junin Virus

L: ARN polimerasa

LASV: Lassa Virus

MAVS: Mitochondrial antiviral signaling proteins

MPLA: Monofosforil lipido A

MVBs: Multivesicular Bodies o cuerpos multivesiculares
NF1: Factor nuclear 1

NP o N: Nucleoproteina

ARN L: Segmento L o Large

NSP: Proteinas no estructurales

ORF: Open Read Frame (Marco de lectura abierto)

P (PO, P1y P2): Proteinas ribosomales

PEP: Péptido con los aminoacidos 368-397 de CT-VP6
PML.: Proteina de la leucemia promielocitica o Promyelocytic Leukemia Protein
PRH: Proline-rich Homeodomain Protein

PRRs: Receptores celulares de reconocimiento de patrones
RdRp: ARN polimerasa ARN dependiente

RIG-I: Retinoic-acid inducible gene-I

SSP: Péptido senal

TfR1: Receptor de Transferrina 1

TLPs: Particulas virales de triple capa

TSG101: Tumor susceptibility gene 101

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana

VLPs: Virus Like Particles o particulas tipo virales

VP (1, 2, 3, 4, 6, 7): Proteinas estructurales 1, 2, 3,4, 6, 7
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Introduccién — Capitulo 1

1. INTRODUCCION
1.1 La familia Arenavirus

La familia Arenaviridae ha sido caracterizada por poseer un Unico género llamado
Arenavirus. Sin embargo desde el afio 2014 el ICTV ha modificado su clasificacion, a
partir de las recientes publicaciones independientes de aislamientos de un grupo
divergente de Arenavirus en serpientes del orden Alethinophidia (en cautiverio). Por este
motivo, actualmente la familia Arenaviridae se divide en dos géneros: Mammarenavirus
y Reptarenavirus (Radoshitzky et al., 2015). Y tal como previamente se dividia al género
Arenavirus, el nuevo género Mammarenavirus se divide en dos grandes grupos: los
Arenavirus del Viejo Mundo y los del Nuevo Mundo (Charrel, de Lamballerie, & Emonet,
2008). Los Arenavirus pertenecientes al primer grupo se aislaron en Africa y Europa,
mientras que los del Nuevo Mundo, en América. (Buchmeier et al., 1981; Rawls &
Buchmeier, 1976; Murphy & Withfield, 1975; Pfau, 1974; Murphy et al., 1970; Rowe et
al.,1970b; Murphy et al., 1969; Dalton et al., 1968).

Esta familia de virus posee un genoma de ARN bisegmentado y los mismos son
envueltos en una membrana lipoprotéica. Los segmentos del genoma, denominados S
y L (short con 3500 nucleétidos y large con 7300 nucleétidos de longitud,
respectivamente) codifican para dos marcos de lectura abiertos (ORF), cada uno, en
orientacion ambisentido (Figura 1.1). (Auperin et al., 1984).

1.2. El virus Junin

El virus Junin es miembro del grupo de los Virus del nuevo mundo, dentro de la familia
Arenaviridae, y es el agente etioldgico de la Fiebre Hemorragica Argentina (FHA). Esta
enfermedad endémica de la region agroproductora de la Republica Argentina fue
descripta por primera vez por el Dr. Arribalzaga en 1955 (Arribalzaga et al., 1955), y el
agente viral causante de la FHA fue aislado por primera vez en 1958, a partir de
muestras de pacientes, por el Dr. Parodi (Parodi et al., 1959).

Luego en 1970, a partir de los aislamientos del Dr. Parodi, se logré caracterizar
serolégicamente, fisicoquimicamente y morfolégicamente al virus Junin. Y fue a partir
de los resultados obtenidos que se lo integré dentro de la familia Arenaviridae.
(Pfau,1974; Rowe et al., 1970).

1.2.1. Caracteristicas del virion

Los virus de la familia Arenaviridae se caracterizan por poseer una membrana lipidica

que los recubre y una estructura pleomoérfica, de aproximadamente 50-200 nm de

[1]
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diametro (Murphy & Whitfield, 1975; Gschwender et al., 1975; Ofodile et al., 1973; Speir
et al., 1979; Murphy et al., 1969 y 1970; Dalton et al., 1968). En la literatura se ha
descripto que los viriones poseen ribosomas en el viroplasma, lo que llevé a nombrarlos
arenavirus (Figura 1.2 B), al asemejarse a granos de arena, aunque nunca se logro

comprobar realmente la presencia de los mismos (Gémez et al., 2011).

A

Ribosomas
Celulares

\ARNS
Mensajeros

“1l,111 - Celulares

Figura 1.2 A. Esquema de la estructura del virion. La envoltura lipidica se
encuentra representada por la doble linea roja, recubierta por las glicoproteinas G1
y G2 en la superficie extracelular y por la proteina Z, en la superficie interior. Dentro
del virién se encuentran las nucleocapsides circulares en forma de collar de perlas,
las cuales se encuentran asociadas a la proteina L, junto con el ARN mensajero
(ARNm) y ribosomas celulares. B. Microscopia electronica de transmision de una
célula infectada, donde se observa el proceso de brotacion viral desde la membrana
plasmatica. Aumento x45000 (Murphy et al., 1970).

Su genoma esta organizado en dos segmentos de ARN simple cadena uno pequefio (S)
y otro largo (L). Ambos fragmentos contienen dos marcos abiertos de lectura, no
solapados y de sentido opuesto. El segmento L posee a la proteina de matriz Z de 94
aay 10,459 kDa junto con la ARN polimerasa dependiente de ARN (proteina L), de 2210
aa y 252,764 kDa. Por otro lado, en el segmento S se encuentra codificada la
nucleoproteina N (537 aa, 60,003 kDa), y el precursor de las glicoproteinas, el cual sufre
modificaciones post-traduccionales dando origen a la glicoproteina G1 (192 aa, 22,154
kDa), la glicoproteina G2 (235 aa, 27,118 kDa) y al péptido sefal (58 aa, 6,370 kDa)
(Figura 1.2 A).

(2]
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1.2.2. Replicacién y Transcripcion

Los segmentos S y L, poseen en ambos extremos una regién no codificante de
aproximadamente 19 nucleétidos, las cuales son complementarias entre si. Esto ha
permitido a algunos autores proponer la existencia de una estructura de tipo mango de
sartén o Panhandle para cada segmento del genoma (Auperin et al., 1982 a y b). En la
literatura también se describe que los 19 nucledtidos del extremo 3’ podran ser
reconocidos por la proteina L como inicio a la transcripcion del genoma viral (Gunther &
Lenz, 2004). Por otro lado, existe otra region no codificante, la cual se encuentra entre
los dos marcos abiertos de lectura de cada segmento. Estas regiones intergénicas
poseen estructuras de tipo hairpin y se ha demostrado que las mismas participan en la

regulacion de la transcripcion génica (Gomez et al., 2011).

Los ARNs gendmicos desnudos de los arenavirus no son infectivos, dado que no
pueden ser utlizados como ARNm por la célula hospedadora. Por este motivo, para que
el virus sea infectivo y logre transcribir su genoma, debe imperativamente contener al
menos una molécula de la polimerasa viral dentro del virién. De esta manera los ARNm
de las proteinas N y L son transcriptos por la polimerasa viral a partir del extremo 3' del
ARN genomico S 6 L, respectivamente. Una vez traducidas las proteinas Ny L, es
posible obtener los ARNs virales antigendmicos de longitud completa, que son las
formas replicativas del genoma viral. Posteriormente, los ARNm de GPC y Z son
transcriptos a partir del extremo 3' del ARN viral antigendmico S o L, respectivamente
(Figura 1.3).

[3]
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Figura 1.3 Estrategia de organizacion y codificacion del genoma de los arenavirus.
Ambos segmentos gendmicos (S y L) se encuentran esquematizados, y se indican
los marcos de lectura abiertos en la polaridad correspondiente. A partir de la
molécula de genoma viral la ARN polimerasa viral genera un transcripto directo
parcial y un transcripto directo de longitud completa. Luego se genera una secuencia
viral antigenémica, a partir de la cual se generan los nuevos transcriptos de
orientacion inversa. Los ARN mensajeros, los cuales contienen una estructura de
CAP en su extremo 5°, se producen a partir de las secuencias virales y virales

complementarias de cada segmento.

La obtencién del ARNm de Ny L, como resultado de la transcripcion viral o la obtencion
del ARN antigenémico de longitud completa, como intermediario de la replicacion, es un
fenémeno regulado, en el que la estructura de las regiones intragénicas de cada uno de
los ARNs gendmicos, y la presencia de algunas de las proteinas virales, juegan un rol
central. Como ya se menciond, la region intergénica no codificante posee la capacidad

de formar una estructura secundaria muy estable en forma de horquilla o hairpin, la que

(4]
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podria ser responsable de esta regulacion, actuando como terminador de la
transcripcion (Ghiringhelli et al., 1991; lapalucci et al., 1991; Rivera Pomar et al., 1991;
Franze Fernandez et al., 1987; Romanowski et al.,1985). En este modelo, basado en
experimentos in vivo, se propuso que el cambio de la transcripcion del ARNm a la
replicacién de la hebra antigendmica ocurre mediante la relajacion de esta region
intergénica, a partir de la interaccion con la proteina N de forma dependiente de su
concentracion (Tortorici et al., 2001). Sin embargo, afios después, Pinschewer et al.,
(2003) utilizando un modelo replicativo in vitro, sugirieron que los niveles de expresion
de N no eran suficientemente significativos como para controlar los procesos de
transcripcion/replicacion. Hasta la fecha, aun no se han confirmado los factores

responsables de la regulacion de estos procesos, lo que aun hoy demanda su estudio.

1.2.3. Mecanismos de entrada de los Arenavirus

De manera de dar comienzo al ciclo viral, el virion debe lograr su union a la célula
hospedadora. Los arenavirus del Viejo Mundo y los del clado C del Nuevo Mundo,
ingresan en la célula a través de la union al receptor de a-distroglicano (aDG) (Cao et
al., 1998; Spiropoulou et al., 2002), mientras que los miembros de los clados A y B del
Nuevo Mundo, incluido el virus Junin, utilizan el receptor de transferrina (TfR1)
(Abraham et al., 2010; Radoshitzky et al., 2007). Este receptor se encarga del transporte
de hierro al interior celular, y es por este motivo que en individuos con dietas bajas en
hierro, la sobreexpresion de este receptor puede resultar en un peor pronodstico de la
enfermedad. Al utilizar éste receptor, reconocido por G1, el virus es internalizado por
endocitosis mediante vesiculas cubiertas de clatrina (clathrin-coated vesicles, CCVs) y
los que se unen al receptor aDG lo hacen via Multivesicular bodies (MVBs) y los
complejos ESCRT. Sin embrago, se describe que algunos arenavirus podrian utilizar
como receptor alternativo para la entrada viral, a los receptores DC-SIGN y L-SIGN,

incluido también el virus Junin (Martinez et al., 2013)

Luego de la internalizacién del virion, la membrana del mismo se fusiona a la membrana
del endosoma tardio al generarse una acidificacion en el pH local. La fusion esta
mediada por la proteina G2, que sufre un cambio conformacional al variar el pH, y a
partir de la fusiéon de las membranas del virién y del endosoma, la nucleocapside es
liberada al citoplasma celular, donde comienza la sintesis de los ARN antigenémicos,
los ARNm vy las proteinas virales (Shao et al., 2015).

[3]
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1.2.4. Proteinas virales
El precursor de las glicoproteinas (GPC)

El precursor de las glicoproteinas se traduce como un uUnico polipéptido que luego de
sufrir la protedlisis en dos sitios especificos, da origen a tres estructuras: el péptido senal
(SSP), la glicoproteina 1 (G1) y la glicoproteina 2 (G2).

El péptido sefnal participa en el direccionamiento del precursor completo hacia la
membrana endoplasmatica, donde sufre la protedlisis. En primer lugar, una peptidasa
celular separa al SSP de las G1 y G2, las cuales contindan unidas. El SSP sufre la
adicion de un acido miristico en la glicina de la posicion 2, y este se ancla a la membrana
endosomal junto con las glicoprotienas (York et al., 2004). Luego, entre el Golgi medio
y el trans-Golgi, ocurre la segunda protedlisis, la cual separa a G1 de G2, como
consecuencia de la actividad de la subtilasa celular SKI-1/S1P (Bayer et al., 2003; Lenz
et al., 2001). Las glicoproteinas G1 y G2 conforman homo-trimeros, que se asocian
entre si de manera no covalente, y junto con el SSP forman el complejo GPC, capaz de
unir al receptor celular durante la entrada del virus a la célula hospedadora. En la figura
1.4 se observa un esquema de la estructura del complejo de las glicoproteinas basado

en las estructuras cristalograficas de la G1y la G2.

La proteina de la nucleocapside (N)

La nucleoproteina N es la proteina mas abundante dentro del viridon y posee variadas
funciones implicadas en el desarrollo de las actividades virales. En primer lugar, la
proteina N es la encargada de la regulacion de la sintesis del ARNm y ARN
antigendmico. Se hipotetiza que a partir de la sintesis de N, y del aumento de su
concentracion celular, esta se asocia con el hairpin loop intergénico. Esta interaccion
relaja la estructura y permite que la ARN polimerasa dependiente de ARN viral no
interrumpa la transcripcion, dando lugar asi a los ARN antigendmicos (Tortorici et al
2001 a).

Por otro lado, a través de estudios de mutagénesis de la proteina N se ha demostrado
que la misma es capaz de formar homo-multimeros, donde estarian involucrados los
residuos 92 a 119. Y ademas se comprobd que esta asociacién es independiente de la
presencia de ARN (Levingston Macleod et al., 2011). Sin embargo, la uniéon de estos
multimeros al ARN gendémico conforma las nucleocapsides virales que luego seran
empaquetadas dentro del virién, como consecuencia de la interaccion de N con la

proteina de matriz Z (Ortiz-Riano et al., 2011).

(6]
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Figura 1.4 G1 conforma la region extracelular, G2 posee una regién externa, interna
y transmembrana y por ultimo, el SSP posee dos regiones transmembrana, una
region extracelular y otra intercelular. G1 y G2 se observan como monoémeros pero

forman trimeros. (Eschli et al., 2006)

Por otro lado, la proteina N posee una actividad exonucleasa en su extremo C terminal,
y en su extremo N terminal una regién de unién al CAP. En particular, la actividad
exonucleasa 3-5" de ARN doble cadena inhibe la activacion de los receptores de
reconocimiento de patrones patégenos (PRRs) MDA-5, RIG-1 y TLRs, quienes activan
la expresion de la via de interferon (Hastie ef al., 2011, Rodrigo et al., 2012) .

Por ultimo, la proteina N posee también actividad de inhibiciéon de la apoptosis, lo cual
genera un ambiente 6ptimo para la replicacion viral. Mediante estudios bioinformaticos,
se encontrd en la secuencia de la nucleoproteina secuencias de reconocimiento para la
protedlisis mediada por caspasas (cysteine-dependent aspartate-sepecific proteases).
Los mismos se encontraban ubicados en la secuencia de manera que los pesos
moleculares de los fragmentos de N observados coincidieran. Lo mencionado
anteriormente, junto con la demostracion del aumento de NP procesada y la disminucién
de la protedlisis de la Caspasa 3 durante la activacién de la apoptosis, demostro la

interferencia en la cascada de senalizacién de la apoptosis mediante un mecanismo de
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“sefiuelo”, donde NP compite con la Caspasa 3 por el procesamiento proteolitico (Wolff
etal., 2012).

La ARN polimerasa dependiente de ARN (L)

El marco de lectura abierto de mayor tamafio del genoma arenaviral codifica para la
proteina L, con un peso molecular aproximado de 200 kDa, y se le atribuye la actividad
de ARN polimerasa ARN dependiente (RdRp). Es la encargada de la replicacion y
transcripcién viral estando ambos procesos altamente regulados por las otras proteinas

virales.

Es notable destacar que la proteina L de los arenavirus presenta motivos muy
conservados entre las ARN polimerasa ARN dependiente de virus de ARN con cadena
negativa (Sanchez & de la Torre, 2005). De hecho, la comparacion de diferentes
secuencias de RdRp, incluyendo a las proteinas L de los miembros de los arenavirus,
evidencia la presencia de cuatro regiones conservadas (Figura 1.5). Entre ellas, el
maodulo polimerasa localizado en la porcion central, dentro de la region Il (Vieth et al.,
2004).

Un trabajo publicado a finales del afio 2008 (Wilda et al., 2008) analiz¢ los sitios de union
entre la proteina Z y la polimerasa L en el virus Tacaribe (Nuevo Mundo). Esta
interaccion fue descripta como inhibitoria de la replicacion, siendo Z responsable de la
regulacién del final de la transcripcion/replicacion viral. Tres afios mas tarde esta
hipotesis fue confirmada por Kranzusch & Whelan (2011), quienes evidenciaron que la
interaccion de la proteina Z con L inhibe la iniciacion de la sintesis de ARN, bloqueando
a la polimerasa en un estado cataliticamente inactivo unida al promotor. Este
mecanismo de regulacién donde la forma inactiva de L permanece unida al ARN
genomico permite garantizar el ensamblaje de la polimerasa unida a las nucleocapsides

dentro del virion.
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Figura 1.5 A. Estructura cristalografica de la porcion N-terminal (endonucleasa) de
la proteina L (Morin et al., 2010) B. Modelado por homologia a HCV del dominio
polimerasa de L de JUNV (Goii, tesis doctoral, 2010). C. Esquema de la secuencia
aminoacidica de la proteina L completa, donde se sefialan las regiones I, II, lll y IV
segun Vieth et al. (2004).

La proteina de matriz (Z)

La proteina de matriz Z es el marco de lectura de menor tamafio del genoma de los
arenavirus. Posee de 90 a 103 aminoacidos (10-11 kDa) y su principal funcion es la de

impulsar la brotacién viral, aunque aun no se conocen todas sus funciones.

Su estructura se caracteriza por la presencia de tres dominios destacables: el N-terminal
donde se encuentra un sefial de miristoilacion, la regién central que conforma un
dominio RING a partir de la coordinacién de dos atomos de Zn*?, y el C-terminal donde
se destacan los dominios tardios ricos en prolina (Figura 1.6)

La N-miristoilacion es una modificacion proteica irreversible, que ocurre
cotraduccionalmente o post-traduccionalmente por la acciéon de la N-miristoil transferase
(NMT). Esta enzima cataliza la adicién covalente de un acido graso saturado de 14
carbonos (acido miristico) a un residuo de glicina en la posicion 1, a través de un enlace
amida. Esta glicina libre en el extremo N-terminal es un requisito excluyente para el
mecanismo de accion de la NMT, por lo que el residuo metionina inicial es removido por

la accidon de una metionin-aminopeptidasa celular (Farazi et al., 2001).
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Figura 1.6 Estructura de la proteina Z del virus Lassa (cepa Joshia) obtenida
por RMN. En el extremo N-terminal se destaca la presencia de una glicina en la
posicién 2, la cual es sustrato de la miristoilacion. En la regién central se indica el
motivo RING en coordinacion con dos atomos de Zn+2, mientras que en la region
C-terminal se muestran los dos dominios tardios presentes en la secuencia del virus

de Lassa. Figura adaptada de Volpon et al., 2010.

Ademas de la glicina en la posicion 1 (Gly1), la NMT requiere que en la posicion 2 no
existan residuos cargados, aromaticos o una prolina. En las posiciones 3 y 4 se permite
cualquier aminodacido, mientras que en la posicidén 5 es necesaria la presencia de Ser,
Thr, Ala, Gly, Cys, o Asn, y en la posicion 6 se permite cualquier residuo, excepto prolina
(Farazi et al., 2001). Esta secuencia consenso se encuentra presente en la region N-
terminal de la proteina Z de todos los arenavirus y la glicina en la posicion 2 esta
totalmente conservada en todos los miembros de la familia. Esta region altamente
conservada en los Arenavirus fue descripta por primera vez en el afio 2004 por Pérez y
colaboradores, como involucrada en el proceso de brotacién viral. Ademas, mediante la
utilizacion de versiones mutantes de esta region, reportaron que no se producia la
brotacién viral cuando se remplazaba la Glicina conservada por una Alanina. Esto les
permitié definir a la miristoilaciéon de Z como un requisito para el proceso de brotacion
viral. Dos afios mas tarde Strecker y colaboradores describieron la fuerte asociacion de
la proteina Z del virus Lassa con las membranas celulares, a pesar de que esta careciera
de dominios transmembrana, totalmente dependiente de la miristoilacion de la proteina
Z (Strecker et al., 2006).
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Por otro lado, la region central de la proteina Z esta caracterizada por un motivo RING
(Really interesting new gene) o “Zinc finger’. Este tipo de dominio fue definido por
primera vez por Freemont en el afio 1991 y se caracteriza por contener la siguiente
secuencia canonica: Cys-X2-Cys-X(9-39)-Cys-X(1-3)-His-X(2-3)-Cys-X2-Cys-X(4-48)-
Cys-X2-Cys (donde X es cualquier aminoacido) (Freemont et al, 1991). Hasta el
momento se conoce que estos motivos cumplen funciones de uniéon a ADN, union a
sustratos proteicos o lipidicos y participan en la actividad de ubiquitina ligasa (Deshaies
& Joazeiro, 2009).

Existen varias superfamilias con motivos Zinc Finger, las cuales varian segun la
secuencia o la estructura del dominio. En los arenavirus este motivo comprende
aproximadamente 50 aminoacidos, y Z es la proteina mas pequefia conocida que
contiene un motivo RING, comprometiendo aproximadamente el 50% de la secuencia
aminoacidica total. Este dominio central participa en la inhibicién de la sintesis del ARN
viral, a través del bloqueo del sitio catalitico de L, y en el proceso de brotacion viral
(Wang et al., 2012).

Por ultimo, los dominios tardios presentes en la porcién C-Terminal de la proteina Z
estan implicados directamente en el proceso de brotacion viral. Este evento necesario
para la generacion de viriones envueltos involucra la curvatura de la membrana
plasmatica de la célula hospedadora permitiendo asi la brotacion del virién naciente. En
algunos casos los virus han resuelto este mecanismo mediante la imitacion de los
procesos celulares naturales para la formacién de vesiculas. El estudio de estos motivos
tardios comenzd dentro de la familia de retrovirus, donde se caracterizaron las
siguientes secuencias: YPXL, PTAP y PPXY. Y fue mediante la mutagénesis de estos
sitios que se observo un bloqueo en la brotacion viral y la acumulacion de los viriones

nacientes en la membrana plasmatica (Bieniasz, 2006).

Por otro lado, numerosos virus que contienen estos dominios tardios son capaces de
interactuar con proteinas de clase E (VPS4A, VPS4B, Nedd4 y TSG101), las cuales
estan implicadas en el camino de la formacién de los cuerpos multivesiculares y la
citoquinesis. Esta convergencia sugiere que la brotacién de virus que contienen
dominios tardios, la formacion de cuerpos multivesiculares y la separacion final de las
células en division, podrian ser procesos analogos donde se involucran factores

celulares similares (McDonald & Martin-Serrano, 2009; Urata et al., 2006).

Un dato importante sobre los dominios tardios es su capacidad para funcionar como
unidades auténomas. Es decir, que son capaces de promover la brotacién viral aun

cuando son expresados en un contexto proteico diferente, y en posiciones no naturales
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dentro de una proteina. Esto fue estudiado principalmente en la proteina Gag del virus
del Sarcoma de Rous y de VIH, donde otros dominios tardios fueron capaces de
remplazar el motivo PTAP presente naturalmente en estas proteinas, incluso en
posiciones distintas (Parent et al., 1995). Este funcionamiento auténomo sugiere un
mecanismo de accion asociado al reclutamiento de otros factores virales o celulares
responsables de la brotacién viral, de manera independiente al contexto proteico que
contiene el dominio L. Estos factores involucrados en el transporte multivesicular han
sido ampliamente estudiados en levaduras, donde se ha descripto un subconjunto de
factores designados de Clase E, los cuales participan en la formaciéon de cuatro
complejos proteicos, denominados complejos de clase endosomal requeridos para el
transporte (ESCRT, por la denominacion inglesa endosomal sorting complexes required
for transport) -0, -, -1l y —lll. 'Y son estos complejos los que actian de forma secuencial
y orquestada para estimular la formacion de vesiculas o, en el contexto de una infeccion

viral, promover el proceso de brotacion viral.

Interacciones con proteinas celulares

Ademas de la interaccidén entre las proteinas virales y Z, esta ultima es capaz de
interactuar con otros factores de la célula hospedadora, produciendo efectos variados

en el contexto de la infeccién viral.

Entre las primeras interacciones descriptas, aparece la unién a la proteina PML
(Promyelocytuc Keukemia Protein). En una situacion celular normal, PML forma parte
de complejos que se localizan en el nucleo celular y esta implicada en la cascada de
activacion de IFN-a y B, los cuales inhiben la proliferacion celular (Djavani et al., 2001).
Dicha distribucion es afectada por infecciones virales, leucemia promielocitica aguda
(APL) y en condiciones neurodegenerativas. En particular, durante una infeccion
arenaviral PML y la proteina Z interaccionan entre si y se genera la deslocalizacion
nuclear de PML afectando asi su funcionamiento celular (Borden et al., 1998; Everett &
Chelbi-Alix, 2007).

Otra de las proteinas celulares de interaccién a Z mas conocidas es el factor de
traduccion elF4E. El mismo interactda con el m’GTP de los ARNm e induce el inicio de
la traduccion y la exportacion del ARNm fuera del nuacleo (Hershey, 1994; Rhoads et al.,
1994; Shatkin, 1985; Sonenberg, 1994). Hay numerosas proteinas celulares de union a
elF4E, las cuales estan implicadas en su regulacion, aunque la proteina viral Z también
es capaz de interactuar con el factor elF4E generando una disminucion de la afinidad
de elF4E por el m’GTP, de aproximadamente 100 veces (Kentsis et al., 2001). Esto
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impacta directamente en la disminucion de la traduccion CAP-dependiente dentro de la
célula infectada. Ademas, el factor elF4E regula la expresién de la proteina IRF-7
(Interferén regulatory factor 7), la que a su vez regula la expresion de interferén en
células dendriticas. Mediante el mismo mecanismo antes mencionado, es posible que Z
por medio de la inhibicion (en forma indirecta) de IRF-7 en células dendriticas infectadas
con arenavirus, esté involucrada en la disminucién de la respuesta por interferén, lo que

permitiria al virus evadir la respuesta inmune innata (Urata & de la Torre, 2011).

Como ya se menciono previamente, existen proteinas celulares capaces de reconocer
patrones patdgenos, entre las cuales se encuentra la proteina RIG-l (retinoic acid-
inducible gene I). Este receptor posee la capacidad de reconocer ARNSs virales de simple
cadena sin CAP, es decir que deben poseer el extremo 5’ fosforilado, en el citoplasma
celular. Al reconocerlo, RIG-| activa el factor de transcripcion NF- kB, el cual induce la
produccion de interferones de tipo |, los cuales son necesarios para la defensa contra la
infeccion viral (Fan et al,, 2010). En 2014 Xing y colaboradores observaron que la
proteina Z de los Arenavirus infectivos que causan enfermedades en humanos (LASV,
DANV, LCMV, LUJV, CHPV, MACV, GTOV, JUNV y SABV), poseen la capacidad de
unir y colocalizar con RIG-I, interrumpiendo la formacién del complejo entre el RIG-1 y
los MAVS (Mitochondrial antiviral signaling proteins), impidiendo la activacion de NF- kB
y del factor de regulacion de Interferon 3 (IRF-3), lo que resulta en una disminucién de
la induccion de IFN- B (Xing et al., 2014).

Por otro lado, las proteinas Z de los arenavirus del Nuevo Mundo poseen el dominio
tardio P[T/S]AP en la porcién C-Terminal de su secuencia. Las mismas son capaces de
interaccionar con el factor perteneciente al complejo ESCRT-I, Tsg101, lo que permite
el reclutamiento de otros factores de los complejos ESCRT, mediando asi el proceso de

brotacion viral, como ya se menciono previamente.

Existen otras proteinas celulares que interactian con Z, como las proteinas
ribosomales P (PO, P1 y P2), aunque esta interaccién no afecta su distribucion
(Campbell Dwyer et al., 2000). Estas proteinas forman parte del complejo ribosomal
mayor y son necesarias para la sintesis proteica. La interaccion entre las proteinas P y
Z podria ser la razon de la presencia de ribosomas y de PO en la particula viral (Leung
& Rawils, 1977), aunque hasta la actualidad no se ha confirmado que esto realmente

sea asi.

Por ultimo, la proteina rica en prolina (Proline-rich Homeodomain Protein, PRH), también
conocida como proteina de homeobox expresada hematopoyéticamente

(Hematopoietically Expressed homeobox, HEX), pertenece a la familia de factores de
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transcripcion que regulan el desarrollo (Djavani et al., 2005). Es uno de los primeros
genes requeridos para el desarrollo del higado, y también se expresa en tejidos adultos
implicados principalmente en los procesos de regeneracion vascular y hematopoyesis
(Barton et al., 1995). En un estudio del afio 2005 Djavani y colaboradores propusieron
la hipdtesis de que las cepas virulentas de Arenavirus causan disfuncién hepatica
mediante la inhibicion de los procesos fisiolégicos de reparacion del tejido, como
consecuencia de la disminucion de la produccion de PRH y de la dispersion de los
cuerpos nucleares de PRH (Djavani et al., 2005). En estudios de doble hibrido en
levaduras y de coprecipitacién han demostrado la capacidad de la proteina Z, en
particular su dominio RING, de interaccionar con PRH (Topcu et al., 1999). Si bien la
proteina Z en el contexto de infecciones virales con cepas virulentas y no virulentas es
capaz de colocalizar con PRH, la translocacién los cuerpos PRH al citoplasma y la
disminucioén de la expresion de PRH solo ocurre con las cepas virulentas, lo que en el
contexto del individuo podria bloquear el proceso regenerativo. Es importante mencionar
que el tejido hepatico, el endotelio vascular y las células hematopoyéticas son los
principales blancos para los virus de fiebres hemorragicas, siendo el higado el érgano
de mayor tasa replicativa viral (Lukashevich et al., 2004).

1.2.5. Z como plataforma de vehiculizaciéon de antigenos

Las proteinas virales de matriz de otros virus tienden a ser las que dirigen el proceso de
brotacion viral, sin embargo en el caso de los arenavirus se observo que la proteina Z
en ausencia de otras proteinas virales es capaz de producir la brotacion. Strecker y
colaboradores (2003) realizaron un ensayo donde mediante la transfeccion de células
eucariotas con la secuencia para la expresion de la proteina Z, eran capaces de
recuperar a partir del sobrenadante de cultivo particulas similares a virus (virus-like
particles, VLPs) conteniendo a Z en su interior. De éste modo, lograron confirmar la
responsabilidad de Z en la induccién de la brotacion viral, y que la misma es contenida
dentro de las VLPs.

Con el objetivo de utilizar esta caracteristica como una herramienta biotecnolégica, Borio
y colaboradores realizaron una fusion entre la proteina Z del virus Junin y eGFP
(Enhanced Green Fluorescent Protein), para luego analizar su capacidad de producir
VLPs y de vehiculizar antigenos en su interior. Los resultados de este ensayo,
evidenciaron la aptitud de Z para dirigir la brotacion viral, estando fusionada a una
secuencia heterologa por su extremo C-terminal, conteniendo a la proteina de fusion en

su interior (figura 1.7). Ademas, mediante un ensayo de inmunizacion con estas VLPs

(14]



Introduccién — Capitulo 1

quiméricas en ratones, se logré obtener una respuesta humoral contra eGFP (en
ausencia de adjuvantes) mayor a la obtenida con el antigeno soluble en ausencia de
adjuvantes (Borio et al., 2012). Este trabajo fue el inicio de una nueva linea de
investigacion dentro del LIGBCM-AVEZ de la Universidad de Quilmes, donde el nuevo
objetivo fue evaluar el sistema de vehiculizacion de antigenos, con secuencias

heterdlogas virales.

Figura 1.7. Crio-microscopias electronicas de Virus like particles derivadas de la

expresion de la proteina Z y de la fusion Z-EGFP, obtenidas en nuestro laboratorio.

En este sentido, colaboradores en la Universidad de Santa Catarina (Brasil) realizaron
una fusion entre la proteina Z del virus Junin y un péptido de 23 aminoacidos derivado
de la secuencia de la proteina E del virus del Dengue. Esta ultima es la proteina de
envoltura del virus Dengue, la cual se conserva entre los miembros de la familia
Flaviviridae, siendo responsable del ensamblado viral, la unién al receptor de la célula
a hospedadora y la fusion a la membrana del hospedador. Aunque también es el
principal objetivo de la mayoria de los anticuerpos neutralizantes que se obtienen
durante la infeccidn viral. La inmunizacién de ratones con ADN codificante para la VLP
quimérica de Z y el péptido de la proteina E, evidencié una respuesta inmune humoral
significativamente mayor a la obtenida con el péptido desnudo, junto con la presencia
de anticuerpos neutralizantes de la entrada del virus a la célula hospedadora (Mareze
et al., 2015). Estos resultados, junto con otros obtenidos en nuestro laboratorio, son los

que dirigen el presente seminario de investigacion.
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1.3. Rotavirus

El Rotavirus pertenece a la familia Reoviridae, la cual posee 11 géneros. Los virus
miembros de esta familia poseen de 11 segmentos de ARN doble cadena y encapsidan
su genoma dentro de multiples capas proteicas de simetria icosaédrica (T-13) con un

didmetro aproximado de 100nm (Figura 1.8 Ay B).

Dado que estos virus poseen genomas de ARN bicatenarios, la replicacion se produce
exclusivamente en el citoplasma. El virus posee dentro de la particula infectiva varias
proteinas que son responsables de la replicacion y la conversion del genoma de ARN
bicatenario a ARN monocatenario de sentido positivo o negativo. Luego de la entrada
viral, la particula se desnuda y el nucleo del virus se libera en el citoplasma, y es alli
donde el genoma es transcripto produciendo un exceso de cadenas de sentido positivo,
que se utilizan como molde para sintetizar ARNm de sentido negativo. Finalmente, a
partir de estos ultimos se sintetizan todas las proteinas virales, estructurales y no

estructurales (Knipe & Howley-Fields, 2013).

Figura 1.8 Estructura de los Rotavirus. A. Esquema de las tres capas proteicas
que recubren la particula viral. En primer lugar, la capa externa conformada por VP7
(amarillo) y VP4 (rojo), luego la capa intermedia conformada por la proteina VP6, y
la capa interna compuesta por VP2 (verde). B. Microscopia electronica de

transmisién con tincion negativa de rotavirus (Knipe & Howley-Fields, 2013).

1.3.1. Enfermedad

Las infecciones por rotavirus son mayoritariamente frecuentes en nifios menores de 5
afos. La infeccidn se genera en el yeyuno dentro del intestino, siendo esta region la
encarga de la absorcion de nutrientes y liquidos. Por lo tanto, la destruccion de estas

células causa la disminucion de absorcion de nutrientes y agua. Esta enfermedad es
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grave en nifos que no pueden recibir atencion médica rapidamente (generalmente en
paises en desarrollo), provocando como consecuencia una mala nutricion,

deshidratacion o incluso la muerte (Pesavento et al., 2006).

1.3.2. Estructura

Los rotavirus, como ya se mencion6 previamente, poseen 11 segmentos de ARN doble
cadena codificantes para 12 proteinas. Como se observa en la figura 1.8 A, la capa
interna del viridn esta formada por la proteina VP2, la cual esta unida por su lado interno
a VP1 y VP3. La capa intermedia esta compuesta por VP8, la cual se asocia en forma
de trimeros. Y la capa externa por VP7 y VP4, la cual es responsable de las espiculas

que sobresalen de la superficie de la particula (Gonzdlez & Affranchino, 1995).

1.3.3. Proteinas virales

En la siguiente tabla (tabla 1.1) se enumeran las 12 proteinas codificadas en el genoma

de los Rotavirus, junto con una breve descripcion de su funcion.

Proteinas Peso

estructurales  (kDa) Funcién

RNA polimerasa dependiente de RNA. Une al ARNsc e

L 125 Interactua VP3.
VP2 102,4 Unién al ARN e interacciéon con VP1.
VP3 98.1 Interactia con VP1, unién con ARNsc y posee la propiedad

de transferasa de guanosina y metilos.

Participa durante la entrada viral, conforma los trimeros de la
VP4 86,8 capa externa y contiene la region de encargada de la fusion
de membranas

Trimero hidrofébico, posee grupo y subgrupo de antigenos.
VP6 45 e 4=
Participa durante la transcripcion.

Glicoproteina que integra el trimero dependiente de Calcio en
VP7 34 C
la superficie viral.

Proteinas no Peso

estructurales  (kDa) Funcién

NSP1 58,7 Unién a ARN y antagonista de la respuesta de interferon.

Importante para la replicacion genémica y el
NSP2 36,7 empaquetamiento, funcién NTPasa se une al ARN e
interactua con VP1 y NSP5

Unidén al extremo 3’de los ARNm virales, interactia con

SR 34,6 elF4G e inhibe la traduccion celular.
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Glicoproteina transmembrana del reticulo endoplasmatico,
NSP4 20,3 participa en la morfogénesis viral y en la replicacion del ARN
viral. Ademas es una enterotoxina viral de secrecion.

Fosfoproteina, Interactia con NSP2, VP2 y NSP6, se une al
ARN y es una protein-quinasa.

NSP6 12 Interactia con NSP5 y une al ARN viral

NSP5 21,7

Tabla 1.1: Descripcion de las proteinas estructurales y no estructurales,
detallando su peso molecular y una breve descripcion de su funcion (Tabla adaptada
de (Knipe & Howley-Fields, 2013).

1.3.4. Proteina VP6

La proteina VP6 es la mas abundante en masa con respecto al resto de los componentes
virales y es la que forma la capside intermedia del virus, la cual mantiene la misma
conformacion icosaédrica con 780 moléculas y 260 trimeros. Esta proteina posee un rol
fundamental durante el ciclo viral, dado que funciona como adaptador entre la capa
interna y la capa externa. Esta dos ultimas cumplen diferentes funciones, por un lado la
capa interna es responsable del empaquetamiento del RNA, mientras que la externa
esta implicada en la entrada del virus a la célula blanco (Mathieu et al., 2001).

La proteina VP6 posee 2 dominios principales que a su vez coordinan un atomo de Zinc
en el centro de la molécula (Figura 1.9 A), el dominio distal o H el cual esta conformado
por una estructura de p-sandwich antiparalelos que mantienen el contacto con VP7 (la
proteina de la capa externa). Y el dominio inferior o B, que consiste de ocho a-hélices,
el cual interactua con VP2 (la proteina de la capa interna) (Mathieu et al., 2001). La
proteina VP6 también interactua entre si de manera lateral, a través de residuos con
carga, para formar los trimeros que luego compondran la capside intermedia (Figura
1.9 B). Es importante destacar que la proteina VP6, al igual que se mencion6 para la
proteina Z del virus Junin, es capaz de formar virus-like particles de Rotavirus, a partir
de su sola expresion, siendo estas VLPs proteica de una unica capa (Zhao, 2011). Por
otro lado, esta funcién de oligomerizacion de VP6 también ha sido estudiada con el
objetivo de obtener nanoestructuras tubulares de forma semi-esférica (Lepault et al.,
2001). La capacidad de formar nanotubos (Figura 1.9 C) o VLPs esféricas (Figura 1.9
D) depende del pH y la fuerza i6nica del entorno al momento de la oligomerizacion. La
flexibilidad descripta para la estructura de VP6, y su potencial antigénico, hacen de esta

proteina un blanco de interés biotecnolégico.
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Dominio B
(Residuos 1-150)

Figura 1.9 Estructura de la proteina VP6 de Rotavirus. A. Esquema de la
estructura cristalografica de VP6, sefialando sus dos dominios principales, dominio
B (rosa) y dominio H (Amarillo). B. Esquema del trimero conformado por VP6
(Mathieu et al., 2001). C. Microscopia electronica de las VLPs derivadas de la

oligomerizacion de VP6. D. Y de las estructuras tubulares de VP6 de 75 nm de

diametro (Lepault et al., 2001).

1.3.5. VP6 como antigeno

Actualmente se utilizan vacunas para prevenir la infeccion por rotavirus, con virus
atenuados. Estas al contener virus vivos atenuados, implican un posible riesgo de
reversion, siendo la opcion menos deseada. Es por este motivo, que hasta la actualidad
continua la busqueda de nuevas vacunas de mayor bioseguridad, como lo son las
vacunas a subunidad. Un ejemplo del riesgo de las vacunas a virus vivo atenuado fue
el producto comercial Rotashield® (Wyeth) fue la causante de intususcepciones en
nifnos (invaginacion del intestino con otro segmento del intestino (Ward & Mcneal, 2010)
. Debido a éste efecto adverso se realizaron y actualmente se comercializan, dos nuevas
vacunas denominadas RotaTeq® (Merck) y Rotarix® (Glaxo Smith Kline), las cuales
estan compuestas por virus atenuados, con las que hasta el momento no se notificaron

efectos adversos.
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Con el objetivo de evaluar nuevas estrategias vacunales para los rotavirus, la
inmunogenicidad de sus componentes ha sido ampliamente estudiada. Un ejemplo de
esto fue el trabajo de Richard L. Ward & Monica M. McNeal (2010), quienes realizaron
diferentes experimentos, en los cuales utilizaron TLPs (particulas virales de triple capa)
y DLPs (particulas con doble capa, en particular las dos capas internas). Ellos
observaron que no habia diferencia en la respuesta inmune al inocular TLPs o DLPs.

El derramamiento de rotavirus en las heces con ambas VLPs era cercano a cero.

Al tener a VP6 en la capa intermedia y formar parte de las TLPs y DLPs, analizaron a
VP6 como unico antigeno y para estudiar el sistema en mayor detalle, inmunizaron
nuevamente con cada uno de los componentes del virus, y evidenciaron que VP6 era el
componente mas inmunogénico, al menos en el sistema murino utilizado, lo que la

convirtié en objeto de estudio como blanco vacunal.

1.4. Vacunas a VLPs

Como se menciond previamente, las vacunas de mayor bioseguridad son aquellas
basadas en subunidades. Sin embargo, actualmente la mayoria de las vacunas
licenciadas son de virus atenuados o inactivados. Esta tendencia esta comenzando a
cambiar a partir de los estudios de numerosos grupos de investigacion, en estrategias
basadas a subunidad en ausencia de genoma viral. Ejemplo de estos esfuerzos son las
vacunas contra el virus de la hepatitis B (Engerix®, Glaxo Smith Kline y Recombivax
HB®, Merck) o el virus del papiloma humano Gardasil® Merck y Cervarix®,
GlaxoSmithKline), entre otras (Roldao et al., 2010).

El desafio de este tipo de vacunas de nueva generacion se basa en que la utilizacion de
una proteina soluble como antigeno genera una respuesta inmune mas débil que la
observada durante la infeccidon con el patégeno completo. Por este motivo, las nuevas
estrategias estudian la posibilidad de utilizar particulas tipo virales (VLPs), las cuales
simulan la particula viral, y eventualmente su entrada a la célula hospedadora, aunque
no poseen genoma viral en su interior, por lo que no son infectivas. Esto ultimo hace
que las estrategias basadas en VLPs sean mas bioseguras tanto en la administracion

como en su produccion.

Las VLPs pueden ser clasificadas en distintas categorias, una de ellas puede ser la
division entre VLPs envueltas y no envueltas. Las no envueltas, son estructuras
formadas por las proteinas virales estructurales, las cuales al ser expresadas se
autoensamblan formando la estructura de la capside viral. En contraste, las particulas

no envueltas brotan utilizando generalmente como superficie exterior la membrana
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celular del hospedador (Naskalska & Pyr¢, 2015). Por otro lado, las VLPs poseen una
superficie con epitopes repetitivos, lo que permite aumentar su inmunogenicidad. Las
particulas interactuan con el sistema inmune de manera similar que los patégenos
completos, por lo tanto esto despierta no solo una respuesta humoral, sino también una
respuesta celular. La activaciéon elevada de la respuesta de células B es generalmente
dependiente de que las VLPs sean simétricas y con alto nimero de epitopes (Buonaguro
et al., 2011). Ademas, las VLPs como antigenos exdgenos, son eficientemente
capturadas por las células presentadoras de antigenos por excelencia (dendritic cells,
DC) quienes procesan y presentan los antigenos en las moléculas de MHC clase I, las
que estimulan las células T CD4+. Por otro lado, las VLPs que simulan ser virus, son
procesadas en el citoplasma de las DC como antigenos enddégenos y presentados en
moléculas de MHC clase |, las cuales estimulan células T CD8+ citotoxicas (Grgacic &
Anderson, 2006, Groothuis & Neefjes, 2005). Este mecanismo de presentacion cruzada
generalmente produce respuestas inmunoldgicas fuertes, incluso en ausencia de
adjuvantes (Keller et al., 2010, Manolova et al., 2008, Naskalska & Pyr¢, 2015).

1.5. Vacunas a ADN

En la década de 1980 y principios de los 90 Will et al. (1982), Dubensky et al (1984), y
Wolff et al., (1990) demostraron que a partir de la administracion de ADN recombinante
desnudo en un animal, se generaba la expresion in situ de la proteina codificada por el
gen contenido en el ADN. Afos mas tarde, Tang et al. (1992), Ulmer et al. (1993) y
Fynan et al. (1993) demostraron que la expresion de proteinas exdgenas mediante ADN
recombinante era capaz de activar una respuesta humoral contra el antigeno en
cuestion. Esto lo evidenciaron a partir la inmunizaciéon de un animal con un plasmido
recombinante, a través de una inyeccién intramuscular o subcutanea, donde el plasmido
era capaz de ingresar a las células del hospedador, generando la expresion del antigeno
codificado en su secuencia, asegurando su correcto plegado (teniendo en cuenta la
utilizacion de un promotor compatible con el individuo utilizado). En consecuencia, el
sistema inmune reconoce la proteina heter6loga como extrafia y activa asi la respuesta
inmune. Sumado a esto, el plasmido utilizado como vector de la secuencia antigénica,
puede ser reconocido también como foraneo y generar asi una respuesta inmune contra

el mismo, logrando una activacion de la respuesta aun mayor.

Por otro lado, al utilizar ADN como inmunégeno, se obtienen diversos beneficios entre
los cuales existe la posibilidad de obtener una respuesta inmune humoral y/o celular.

También posee como ventaja técnica la facil manipulacién del vector, en cuanto a los
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costos, el escalado de su produccioén y la bioseguridad. El transporte de este tipo de
vacunas y el almacenaje es mas sencillo que en el caso de las vacunas proteicas o

basadas en virus, dado que la estabilidad de los plasmidos circulares es mayor.

A pesar de que actualmente no existen vacunas comerciales licenciadas para uso en
humanos, existen numerosos ejemplos de desarrollos en fases clinicas (Malaria, HIV,
HPV, Influenza, Kutzler et al., 2008, Ferraro et al., 2011). Esto es consecuencia, de que
aun no se ha comprobado la seguridad de las mismas en algunos aspectos como el
riesgo de integracion del pldsmido en el genoma del individuo o la induccion de una
respuesta autoinmune anti-ADN. Por otro lado, uno de los desafios que aln resta
superar es la necesidad de realizar varias inmunizaciones con concentraciones
elevadas de ADN para obtener una respuesta efectiva. Aunque, como se estudiara en
este trabajo, las vacunas de ADN son Utiles como inmunizacion primaria y no como
refuerzo. Por este motivo, para una respuesta inmune efectiva se debe aplicar, luego de
una inmunizacion primaria con ADN, un refuerzo de VLPs, proteinas recombinantes o
vectores virales, lo que comunmente se denominan protocolos mixtos (Grunwald &
Ulbert, 2015; Saade, 2012; Shedlock & Weiner, 2000).
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OBJETIVO

Evaluar la plataforma de vehiculizacion de antigenos basada en
VLPs de la proteina Z del virus Junin, utilizando dominios de la

proteina VP6 de Rotavirus murino.

Objetivos especificos:

- Estudiar la eficiencia de una vacuna a ADN para estimular la respuesta

inmune contra rotavirus.

- Determinar dominios antigénicos de la proteina VPG, funcionales en el

sistema de vehiculizacién basado en VLPs del virus Junin

- Expresar los antigenos seleccionados en E. coli, y optimizar las etapas
de purificacion para obtener la proteina de interés apta para ensayos

en animales.

- Optimizar un método de purificacion de acidos nucléicos para obtener
mayor rendimiento que las metodologias convencionales y calidad

suficiente para ensayos en animales.

- Evaluar el sistema desarrollado en un modelo animal, en particular el

desarrollo de la respuesta humoral y proteccion contra el virus.

HIPOTESIS

La region C-terminal de la proteina VP6 de Rotavirus, integrada
en la plataforma de vehiculizacion de antigenos basada en la
proteina Z, es capaz de estimular la respuesta inmune de raton,

utilizando una vacuna a ADN.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Analisis bioinformatico

Con el objetivo de caracterizar la secuencia aminoacidica de CT-VP6, se utilizaron
diferentes servidores. En primer lugar se utilizé el Protein blast del servidor NCBI,
utilizando la base de datos no redundante y la funcién protein-protein blast (Gish. &
States, 1993). Para la obtencion del perfil de hidrofobicidad, se utilizé el servidor
ProtScale, mediante la matriz de Kyte & Doolittle con una ventana de 9 (Gasteiger et
al., 2005).

Por otro lado, se realizdé una prediccion Ab Initio de la estructura terciaria mediante el
servidor Quark (Xu & Zhang, 2012), y utilizando la misma junto con la estructura de
VP6 obtenida del Protein Data Bank (PDB), se realizd una superposicion de
estructuras con el programa UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004).

La optimizacién del uso de codones de CT-VP6 se realiz6 utilizando el servidor
OptimumGene™ - Codon Optimization (GenScript).

Los parametros bioquimicos de las proteinas utilizadas en este trabajo se obtuvieron
utilizando el servidor ProtParam del paquete de herramientas de Protedmica ExPASy
(Gasteiger et al., 2003).

2.2. Técnicas de biologia molecular

2.2.1 Electroforesis de acidos nucleicos

Para el andlisis de acidos nucleicos en diferentes experimentos, se realizaron
electroforesis en geles de agarosa, con buffer TAE 1x (Tris base 0,04 M, Acido Acético
Glacial 1,14 ml/l solucién; EDTA pH 8, 1mM). Teniendo en cuenta el tamafio de los
fragmentos de ADN a separar, se seleccioné el porcentaje deseado para confeccionar
el gel de agarosa y los patrones de peso molecular Ladder 100pb, Ladder 50pb y
Ladder 400pb (Productos Bio-logicos) optimos para cada condicion. El método de
tincion de acidos nucleicos utilizado fue el de bromuro de etidio (Sigma, stock 20000 X,

10 mg/ml) y revelado por exposicion a luz UV.

2.2.2. Electroforesis de proteinas

Para el andlisis de proteinas se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida 10,
12, 16 y 18% utilizando el sistema de buffer Tris-glicina en el equipo vertical
Miniprotean 1l de BIO-RAD. Las muestras se sembraron utilizando el buffer de
siembra 4X (azul de bromofenol 0,4 %, glicerol 40 %, SDS 8 %, DTT 400 mM, Tris pH
6,8 200 mM), realizando una incubacién previa en presencia del buffer de 10 min a 90

°C. La corrida se realizé a 35mA por gel durante 30 min y la tinciéon de los geles se
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realizé6 con Coomasie brilliant blue R250 (Sigma). Todas las soluciones y reactivos
fueron preparadas segun los protocolos descriptos por Sambrook et al., 1989. Los
patrones de peso molecular utilizados fueron PageRuler™ Unstained Broad Range

Protein Ladder, (Thermo) y PageRuler™ Prestained Protein Ladder,(Thermo).

2.2.3. Extracciones plasmidicas

Las mini preparaciones se realizaron utilizando la técnica estandar de lisis alcalina
(Sambrook et al., 1989). Sin embargo, las preparaciones plasmidicas utilizadas para la
transfeccion de células eucariotas se realizaron utilizando el método de adsorcion a
matriz de silica (Kit de extraccion de plasmido, Productos Bio-logicos). La calidad y
rendimiento de las mismas fueron verificadas mediante electroforesis en geles de
agarosa Yy visualizadas por tincion con bromuro de etidio. En los casos de recuperacion
de ADN a partir de geles de agarosa se utilizé el método de adsorcion a matriz de
silica (Gel extraction, Productos Bio-légicos), y para la utilizacion de productos de PCR
purificados durante las etapas de clonado, se utilizé el kit de Clean-Up de Productos

Bio-logicos.

2.2.4. Extracciones plasmidicas a gran escala

Se evaluaron dos métodos de obtencién de plasmidos a gran escala de calidad
ultrapuros. En primer lugar se analizé el protocolo por lisis alcalina, seguido de un
paso de precipitacion con PEG 8000. El mismo consiste en la incubaciéon de cultivos
de bacterias conteniendo el plasmido de interés en 50 ml de medio TB en erlenmeyers
de 250ml, durante 16 hs a 37°C.

Luego de la centrifugacion del cultivo a 5000 rpm (Beckman Coulter, Avanti J26-XP -
Rotor JA-14) durante 10 minutos a 4°C, el pellet obtenido es resuspendido en 10 ml de
solucion isotonica de lavado (Solucion | de Miniprep, Sambrook et al. 1989). Luego se
agregaron 10 ml de solucion de ruptura celular (solucién Il de Miniprep) y se mezclo
por inversion hasta la completa clarificacion de la solucion. A continuacién se
agregaron 10 ml de solucién de neutralizacion (Solucién Il de Miniprep), vy
nuevamente se mezcld por inversion. El resuspendido se centrifugé a 5000 rpm
durante 10 minutos a 4°C y se recuperd el sobrenadante obtenido. Al mismo se le
agregaron 0,5 volumenes de cloroformo, se agitd enérgicamente, y a continuacion se
centrifugd a 5000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se recuper¢ la fase acuosa, a la cual
se le agregaron 0,8 volumenes de isopropanol. Luego de incubar la mezcla 20 minutos
a -20 °C, se centrifugd a 12000 rpm durante 20 minutos a 4 °C, se descart6 el
sobrenadante, y el pellet obtenido se lavé con 50 ml de etanol 70%. Por ultimo, el
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precipitado se resuspendio en 200 ul de agua desionizada estéril e incubado 5 minutos
a 50 °C. Opcionalmente, se pueden agregar 10ul de RNAsa A (50 mg/ml) e incubar a
37 °C durante 30 minutos, para eliminar el ARN celular.

Una vez obtenido el ADN por lisis alcalina, se realizd una precipitacion con
Polietilenglicol (PEG) 8000 (Sambrook et al., 1989). El protocolo consiste en la adicion
de PEG 8000 a una concentracion final de 6,5% junto con NaCl 0,8M final al ADN
purificado. Esta mezcla se incuba 20 minutos a -20 °C y luego se centrifuga a 10000
xg durante 20 minutos a 4°C. El pellet obtenido es lavado con etanol 70%, y por ultimo
el ADN purificado es resuspendido en el volumen deseado de agua desionizada
estéril.

En segundo lugar, se utilizé el método de purificacién plasmidica por cromatografia de
intercambio i6nico débil, DEAE. Para la realizacion de la misma, el cultivo es tratado
de igual manera que para el protocolo de lisis alcalina (con la excepcion de que la
solucion | utilizada ésta compuesta por Tris-Cl 50 mM y EDTA 10 mM, pH 8.) Luego de
la adicion de la solucion Il de Miniprep el resuspendido se centrifugd a 10000 rpm
durante 10 minutos a 4°C y se recuperd el sobrenadante. Luego, mediante la
utilizacion de un conductimetro, la conductividad del mismo se ajustdé a 35-40 mS/cm
con agua mQ, de manera que la interaccion con la resina de DEAE sea la optima. Esta
solucién, luego de ser filtrada por un filtro de jeringa de 0,2 ym, es aplicada a la
columna de DEAE-1mI (Bia-Separation), previamente equilibrada con la solucion de
equilibrio (60 mM Tris y 10 mM EDTA, pH 7,2), a un flujo de 0,5 ml/min para
maximizar la interaccion con la matriz. A continuacion la columna es lavada con la
solucion de lavado (50 mM Tris; 10 mM EDTA y 0,6 M NaCl; pH 7,2) y finalmente el
ADN es recuperado mediante la solucion de elucion (50 mM Tris; 10 mM EDTAy 1 M
NaCl; pH 7,2). Como procedimiento general, se equilibra la columna con 20 volumenes
de columna (VC), luego se introduce la muestra, y se equilibra nuevamente, con 20 VC
de la solucion de equilibrio. Se utiliza la solucion de lavado hasta que la linea de base
vuelve a 0 y por ultimo, se eluye el ADN en 5 VC. La fraccion eluida es luego
precipitada con isopropanol (0,8 volumenes) y sales (AcNa 0,3M), y resuspendida en
el volumen deseado de agua desionizada estéril.

2.2.5. Digestiones Enzimaticas

En todas las digestiones con enzimas de restriccion (New England Biolabs, Thermo y
Promega) se utilizaron 8 U finales para incubaciones de 2 h, y 2 U finales para
incubaciones durante toda la noche, utilizando los buffers 6ptimos para cada una de

ellas. Las enzimas se inactivaron térmicamente en las condiciones recomendadas por
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el fabricante. En general, todas las digestiones fueron realizadas en un volumen final

de 10/20 pl, e incubadas a 37 °C (o a la temperatura 6ptima para la enzima utilizada).

2.2.6. Ligaciones
Las ligaciones de los diferentes fragmentos a los vectores correspondientes fueron
realizadas utilizando 1 U de ADN ligasa del bacteriéfago T4 (Thermo), e incubando

durante 2 h a 22 °C, o durante toda la noche a 4 °C.

2.2.7. Electroporacion y plaqueo

Se utilizé el equipo Gene Pulser Il (BioRad), electroporando en cada caso 5 ng del
producto ligado. En todos las ocasiones se emplearon alicuotas de 75 ul de bacterias
electro competentes adecuadas segun el plasmido utilizado y siguiendo protocolos
estandar. Las bacterias transformadas fueron incubadas a 37 °C durante 1 h en medio
LB liquido (5 g extracto de levadura; 10 g de peptona, 10 g de NaCl; llevar a 1 litro) sin
antibidtico. Posteriormente se sembraron en placas de Petri con LB solido (agregado

de 15 g de agar por litro de LB liquido) y el antibidtico correspondiente.

2.2.8. Sintesis y amplificaciéon de ADN mediante PCR

Las amplificaciones de ADN utilizados en los pasos de clonado y confirmacion de
clones positivos se realizaron en un volumen total de 20 pl, utilizando las siguientes
concentraciones finales de los reactivos: 1,5 mM MgClI2; 0,2mM dNTPs; 1 uM de cada
primer y 1 U por reaccién de la ADN polimerasa de Thermus aquaticus (Taq ADN
polimerasa, Productos Bio-Logicos) o Pfu polimerasa (Productos Bio-Logicos) En los
distintos casos, se optimizaron las condiciones de reaccién, adicionando DMSO o
modificando la temperatura de hibridacion de los primers, asi como los tiempos de los
distintos pasos del ciclado, utilizando como regla general entre 19 y 35 ciclos por

reaccion.

2.2.9. Oligonucleétidos y Primers
Los primers utilizados para las estrategias de clonado y confirmacién de los mismos se

encuentran listados en la tabla 2.1.

Nombre Secuencia (5 — 3") Descripcion
Forma parte de la secuencia de
CGCCGGGTATGAACTGGACCGACCTGATCA  CT-VP6 con los codones
Directo 1 CCAACTACTCTCCGTCTCGTGAAGACAACCT optimizados para E. coli y posee
GC una region de solapamiento con
Reverso 1.
Directo 2 TACCTCTGTTCGTCAGGAATACGTTATCCCG  Forma parte de la secuencia de
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GTTGGTCCGGTTTTCCCGCCGGGTATGAAC  CT-VP6 con los codones
TGGACCGAC optimizados para E. coli y posee
un solapamiento con Directo 1.
Forma parte de la secuencia de
CCATGGGATCCGAATCTGTTCTGGCGGACG  CT-VP6 con los codones
Directo 3 CGTCTGAAACCATGCTGGCGAACGTTACCTC optimizados para E. coli y posee
TGTTCGTCAGGAATAC una region de solapamiento con
Directo 2.
Forma parte de la secuencia de
CCCAAGCTTAACCAGCATAGAACGGATAGAC CT-VP6 con los codones
Reverso1 GCAACGGTGAAAACACGCTGCAGGTTGTCT  optimizados para E. coli y posee
TCACGAGACG una region de solapamiento con
Directo 1.
Extremo N-Terminal de CT-VP6

:::V'I;-VPB- CCATGGGATCCGAATCTGTTCTGGCGGACG  con codones optimizados.
Con sitios Ncol y BamHI
CT-VP6- Extremo C—Term?ngl CT-VP6
Rev CCCAAGCTTAACCAGCATAGAACGGATAGAC con codone_s. opt!mlzados.
Agrega el sitio Hindlll
Fw-Intron Hibrida en la regién del Intron A,
A TCTGAGCAGTACTCGTTGCTGCC Idt?[l yec':ot\or eucariota pcDNA3
ntron A.

Extremo C-Terminal CT-VP6
con codones eucariotas.
Agrega el sitio Notl

Extremo 3" del

ORF GST

Extremo 3" del

MCS de pGEX

Hibrida en la region del
promotor T7

Hibrida en la region del
promotor T7

Hibrida en la regién del extremo
3’del promotor CMV

CT-VP6- ATAGTTTAGCGGCCGCCTACTTTACCAG
Rev-WT CATGCTTCTAAT

pPGEX Fw AACGTATTGAAGCTATCCC
pGEX Rv GAGCTGCATGTGTCAGAG
T7 AATACGACTCACTATAG

T7 Prom TAATACGACTCACTATAGGG

Fw CMV

Prom ACAACTCCGCCCCATTGACG

Tabla 2.1. Listado de los primers utilizados en este trabajo.

2.2.10. Seleccion de clones positivos: Colony PCR

Utilizando palillos estériles se picaron las colonias obtenidas luego de la
transformacion. Los clones seleccionados se analizaron en grupos de 5, en microtubos
estériles de 0,5 ml, conteniendo 10ul de H>O destilada. Las muestras fueron hervidas
durante 10 minutos y luego centrifugadas a 16000 xg durante 5 minutos. La reaccion
de amplificacion se realizé utilizando 1ul del sobrenadante como molde en 10ul de
volumen final de mezcla de reaccion, empleando pares de primers que permitan
verificar el sitio de incorporacién del inserto. Los grupos que presentaron el fragmento
de interés fueron analizados individualmente en una segunda ronda de amplificacion,
permitiendo asi seleccionar las colonias positivas individualmente. Estas fueron luego
analizadas por mapa de restriccion enzimatica, utilizando enzimas que generan de

productos diferenciales entre los clones positivos y negativos.
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2.2.11. Secuenciacién

Para las reacciones de secuenciacion se utilizé el servicio de secuenciacion
automatizada de Macrogen (Korea) utilizando primers universales del proveedor o
primers especificos disefiados en nuestro laboratorio. Se utilizaron muestras de ADN
ultra puro mediante precipitacion con PEG 8000 o mediante la utilizaciéon de kits de

extraccion de plasmido (Productos Bio-l6gicos), a una concentracion final de 100 ng/pl.

2.2.12. Precipitacion de acidos nucleicos

Para la concentraciéon de acidos nucleicos se utilizé el protocolo de precipitacion con
etanol en presencia de sales. En este caso, se utilizd una solucién de acetato de sodio
3 M pH 5,3. A partir de un volumen de acidos nucleicos, se agregaron 2,5 volumenes
de etanol 96° junto con 0,1 volumenes de la solucion de acetato de sodio. Se incubé a
-20°C durante 20 min, y se centrifugo a maxima velocidad durante 20 min a 4°C.
Luego se realiz6 un lavado con etanol 70% y se resuspendio el pellet en el volumen de

agua deseado.

2.2.13. Cuantificaciéon de acidos nucleicos

Se utilizo el kit comercial Quant-it ADN Assay (Invitrogen) junto con fluorometro Qubit
(Invitrogen) segun las especificaciones del fabricante, utilizando un volumen de
muestra variable entre 2-10 ul. También se utilizd el espectrofotdmetro Nanodrop
(Thermo).

2.3. Expresion y purificaciéon de proteinas en E. Coli

2.3.1. Expresion de CT-VP6-His

Para la proteina de fusion CT-VP6-His se utilizaron las cepas de E. coli BL21 (DE3)
(New England Biolabs Inc.), y BL21 pLys (New England Biolabs Inc.). Las células
transformadas se cultivaron en 250 ml de medio LB conteniendo kanamicina en
concentracion 1X, a 37 °C y 220 rpm. Cuando la absorbancia de cultivo a 600 nm
alcanz6 un valor de 0,5, las células fueron inducidas con 1 mM de concentracion final
de isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG) durante diferentes tiempos, siendo 5
horas a 37 ° C la maxima expresién. Las bacterias fueron cosechadas por
centrifugacion a 4000 xg durante 15 min, y se resuspendieron en buffers especificos
para su posterior lisis. Luego de la ruptura las fracciones solubles e insolubles se
separaron mediante centrifugacion a 20.000 xg durante 30 min y analizaron por SDS-
PAGE (el buffer de siembra 4X contiene 200 mM Tris-HCI, 8% de SDS, 40% de
glicerol, 0,4% azul de bromofenol y 400 mM de DTT, pH 6,8). Los analisis mediante
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SDS-PAGE se realizaron de acuerdo a Laemmli (1970), utilizando porcentajes de
acrilamida entre 12-15%, y posteriormente tefidos con azul de Coomassie R250. El
buffer de corrida de Tris-Glicina se preparé segun (Maniatis et al., 1982).

3.1.1. Lisis celular
A partir de la fraccién celular del cultivo de E. Coli inducido para la expresion de la

proteina de interés, se realizaron diferentes protocolos de lisis:

Lisis por métodos quimicos

Se utilizo el buffer que contiene Tris-Cl 20 mM, pH 7,2; 5% Tolueno; 0,05% Triton y
EDTA 3,42 mM. Se incubd en agitacion lenta durante 30 minutos a 37 °C y luego se
centrifugd a 10.000 xg, 20 minutos a 4 °C. Al sobrenadante se le agregé DNAsa | 10
ug/ml, PMSF 1mM y DTT 1 mM.

También se utilizé el buffer de Urea 8 M como Unico buffer de lisis. Se resuspendi6 el
pellet bacteriano con dicha solucion y se incub6 en agitacion 2 horas. Luego se

centrifugd a 16.000 xg para la separacion de la fraccion soluble de la no soluble

Lisis por métodos enzimaticos

Se resuspendio la fraccidn celular correspondiente a 1 litro de cultivo en el 15 ml de
buffer A (Tris HClI 500mM pH8, Dextrosa 50mM, EDTA 1mM vy lisozima 1 mg/ml) y
luego de incubar 10 minutos a temperatura ambiente se agregaron 15 ml de buffer B
(Tris HCI 10mM pH8, EDTA 1mM, Tween-20 0,5% y NP-40 0,5%), incubando 15
minutos a 37°C.

Lisis por métodos fisicos

Se realizaron dos protocolos de sonicado, en el ciclado 1 se resuspendieron las
celulas en un buffer NaH,PO4 50 mM pH 8,2; NaCl 300 mM e imidazol 20 mM. El
mismo se utilizd en una proporcion de 50 ml de buffer por litro de cultivo bacteriano,
con 5 ciclos de 3 minutos al 50% de potencia, con 30 segundos de pausa por cada
ciclo.

En el ciclado 2 se utilizé un buffer compuesto por NaH.PO4 5 mM, Na;HPO.s 10 mM,
NaCl 30 mM, B-mercaptoethanol 10mM y Tween 20 0.2%, y se sonicaron las células
con 3 ciclos de 30 segundos al 50% de potencia, con 40 segundos de pausa entre
cada ciclo.

Luego de cada ruptura se realizé una centrifugaciéon de 20 minutos en el rotor JA-14
(Beckman Coulter, Avanti J26-XP) a 4 °C y 16.000 xg.
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Por otro lado, se realizé la lisis mediante French Press. El pellet de células obtenido a
partir de un cultivo saturado de 50 ml, se resuspendioé en 10 ml de buffer de lisis (Tris-
CI 50 mM; NaCl 200 mM; MgClz 1 mM; DTT 5 mM y PMSF 1 mM. La prensa se utilizd
con una presion de 7000 a 10000 psi y se realizaron 4 ciclos de ruptura. Se centrifugo

a 16000 xg durante 20 minutos a 4°C para la separacion de la fraccion soluble.

Lisis por método mixto

A las fracciones no solubles obtenidas de la ruptura celular con el buffer Tolueno y
mediante sonicado, se las solubilizé con un buffer de Urea 8 M; NaH.POs 100 mM y
Tris-HCI 10 mM en agitacion overnight. Luego se centrifugé a 16000 xg para separar

las fracciones y se analizé el resultado mediante SDS-PAGE.

2.3.3. Purificacion de CT-VP6-His

En condiciones nativas

La fraccion soluble obtenida, luego de la lisis bacteriana se incub6 durante 60 minutos
a temperatura ambiente con una resina de Ni** (Ni-NTA Agarose, Qiagen),
previamente equilibrada con el mismo buffer de sonicado (NaH2PO4 50 mM; pH 8,2;
NaCl 300 mM y 20mM de Imidazol). Luego se lavé y eluyo las fracciones de interés
con concentraciones de Imidazol entre 20mM a 500 mM, o alternativamente con
soluciones de pH 8 y pH 4,5.

En condiciones desnaturalizantes

La fraccion soluble obtenida luego de la lisis bacteriana por el método mixto, se incubd
durante 60 minutos a temperatura ambiente con la resina de Ni?* (Ni-NTA Agarose,
Qiagen), previamente equilibrada con el mismo buffer de lisis. Luego la proteina CT-
VP6-His fue eluida con el buffer de elucion conteniendo diferentes concentraciones de
Urea (1M, 2M, 4 M, 6M y 8M).

2.3.4. Analisis por espectrometria de masa

La fraccion correspondiente a la proteina CT-VP6-His purificada se analizé mediante
espectrometria de masa (servicio de espectrometria de masa de la Universidad
Nacional de Quilmes). El equipo utilizado posee un detector de masa LCQ advantage
max, Thermo Finngan, acoplado a un equipo de HPLC Surveyor Plus con Columna
vydac RP C8 25-11. En analisis de deconvolucion fue realizado con el programa de

pro-mass xcalibur.
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2.3.5. Cuantificacion de proteinas totales

Para la cuantificacion de proteinas totales, se utilizd el equipo Nanodrop 1000
(Thermo) por absorbancia a 280nm. Alternativamente se utiliz6 el método de Bradford.
Para la cuantificacion de RFU (unidades relativas de fluorescencia), se utilizé el

Nanodrop de fluoresencia 3300 (Thermo).

2.4. Técnicas de biologia celular

2.41. Lineas celulares de Mamiferos

La linea celular 293T, obtenida a partir de la transformacion de células de rifidén de
embrion humano (HEK) con ADN de adenovirus tipo 5, fue descripta por primera vez
por Graham y colaboradores (1977). Esta variante contiene en su genoma el antigeno
mayor T de SV40 que permite una replicacién episomal de alto numero de copias de
aquellos vectores plasmidicos que contengan un origen de replicacion del virus SV40.
También se utilizé la linea celular COS-7 derivada de la linea celular de riidn de mono
verde africano (CV-1), la cual esta transformada con una versiéon mutante del virus
SV40, defectivo en su origen de replicacion, que codifica para el antigeno T (Gluzman,
1981).

2.4.2. Mantenimiento de lineas celulares de mamiferos

Los cultivos celulares se realizaron en frascos de poliestireno de 25 cm? 0 75 cm? y en
poli cubetas de diferentes superficies (Sarstedt), con medio Dulbecco’s Modification of
Eagle’s Medium (MP Biomedicals, Estados Unidos), suplementado con 10 % (v/v) de
suero fetal bovino (Bioser, Argentina) y 1x de antibidticos/antimicéticos (Invitrogen),
incubando a 37 °C con 5 % de CO? (Sanyo MCO-17AIC, Sanyo Electric Co).

Los repiques celulares se efectuaron cuando el cultivo presentaba una cobertura de la
superficie superior al 70 % de confluencia. Para esto, en los casos que fue necesario
se emple6 Tripsina 1x (PAA Laboratories GmbH, Alemania) para desprender las
células de la superficie plastica, inactivando la misma mediante el agregado de medio
con suero, y siendo luego diluidas en medio de cultivo fresco. Durante el
mantenimiento de las lineas celulares se realizaron pasajes con diluciones Y2 en medio

de cultivo fresco.

2.4.3. Transfeccion de células de mamifero
Monocapas celulares confluentes al 70% se lavaron con PBS y se transfectaron con el
reactivo polietilenimina (PEI, Universidad de Buenos Aires - Facultad de Farmacia y

Bioquimica — Departamento de Quimica Organica) de acuerdo a las indicaciones del
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fabricante. En todos los casos el ADN plasmidico fue purificado utilizando el kit de

purificacién de plasmido (Productos Bio-l6gicos).

2.5. Técnicas de microscopia

2.5.1 Microscopia de fluorescencia

La captura de imagenes de fluorescencia se realizd a partir de células adherentes
cultivadas sobre placas de 12 6 24 pocillos a una confluencia del 50%. Luego de 48 hs
de incubacion (en el caso de células transfectadas), las mismas fueron fijadas con 4%
de formaldehido en PBS durante 15 min a temperatura ambiente, y luego incubadas
con solucion de montaje con DAPI (Vector). Las imagenes fueron obtenidas utilizando

un microscopio de fluorescencia invertido Nikon TE2000 eclipse Inverted Microscope.

2.6. Ensayos y métodos inmunolégicos

2.6.1 Inmunizacion de ratones

Para el esquema de inmunizacion con el antigeno GFP, ratones Balb/C machos de 6
semanas (4 o 5 por grupo) fueron inmunizados por via intramuscular con 50 ug de
ADN plasmidico (pZ-EGFP y pEGFP) y 10 pg del adjuvante monofosforil lipido A
(MPLA), o con 0,5 pg-20 pg de proteina soluble méas 50 yl del adjuvante incompleto de
Freund (INF). En ambos casos el volumen final por dosis fue de 100 ul, completando
con solucion fisioloégica en caso de ser necesario.

El esquema de inmunizacion utilizado se detalla en la figura 2.1, el mismo consistio en
una primera dosis, seguido de 2 refuerzos, excepto los grupos que fueron inoculados
con ADN en la primer y segunda dosis, los cuales no recibieron una tercer dosis

El detalle de las dosis de cada grupo se muestra en la tabla 2.3. En todos los casos,
las inmunizaciones con ADN se acompafiaron con el adjuvante MPLA, mientras que
las dosis con proteina soluble se realizaron con el adjuvante incompleto de Freund.

Se tomaron muestras de sangre, de todos los grupos, en las semanas 0, 2, 4, 6, 8, 12
para permitir el analisis de la cinética de la respuesta inmune. Finalmente los ratones
fueron sacrificados en la semana 12. Los sueros obtenidos en cada sangria fueron

almacenados a -20 ° C hasta su posterior uso.
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Figura 2.1 Esquema de inmunizacion para el antigeno GFP. La primer dosis se
realiz6 en la semana 0, la segunda en la semana 6, mientras que la ultima dosis
se administré en la semana 10. Se tomaron muestras de sangre en las semanas 0,

2,4, 6, 8y 12; y se sacrificaron los animales luego de la semana 12.

1° dosis 2° dosis 3° dosis
Grupo 1 0,5 ug GFP + INF 0,5 ug GFP + INF 20 ug GFP + INF
Grupo2 20M9 pz'l\ﬁgLFAP (ADN) + 0,5 ug GFP + INF 20 ug GFP + INF
50 ug pZ-EGFP (ADN) + 25 ug pZ-EGFP (ADN) +
(S99 MPLA MPLA
Grupo4  °20M9 pENCI;PFLPA(ADN) ¥ 0,5 ug GFP + INF 20 ug GFP + INF
50 ug pEGFP (ADN) + 25 ug pEGFP (ADN) +
Grupo 3 MPLA MPLA
Grupo 6 Solucioén fisiolégica Soluciodn fisiologica Solucién fisiologica

Tabla 2.3. Protocolo de inmunizacion del antigeno GFP por grupo. Se detallan
la masa de ADN o proteina soluble utilizada en cada dosis, junto con el adjuvante
correspondiente a cada inmunizacion (MPLA, monofosforil-Lipido A; INF,
adjuvante incompleto de Freund). El grupo 6, el cual solo fue inyectado con

solucion fisiolégica estéril, se utilizd6 como control del experimento.

En el segundo ensayo de inmunizacion, se utilizaron nuevamente ratones Balb/C
machos de 8 semanas, pero en éste caso el antigeno utilizado fue CT-VP6-His.
Nuevamente se inmunizaron por via intramuscular con 50 ug de ADN plasmidico
conteniendo la secuencia para la expresion de Z-CT-VP6 o CT-VP6 mas 10 ug del
adjuvante monofosforil lipido A (MPLA). Y en el caso de las dosis de proteina, con 20
Mg de proteina soluble (CT-VP6-His) o con 20 ug de péptido soluble, mas 50 pl del
adjuvante incompleto de Freund (INF). En todos los casos el volumen final por dosis
fue de 100 pl, completando con solucién fisiolégica en caso de ser necesario. En este
nuevo esquema de inmunizacién se administraron unicamente dos dosis (figura 2.2),
y se utilizaron los mismos adjuvantes que en el protocolo anterior. A la 5% semana, se
realizod el desafio de los animales inmunizados con Rotavirus murino cepa EC (104
shedding dose 50 (SD50) en 100 ul de volumen final por via intragastrica. Al dia

siguiente y durante 6 dias mas, se colectd la materia fecal de cada animal
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correspondiente a cada grupo, para luego realizar la titulacion del virus presente en

materia fecal. Por otro lado, se tomaron muestras de sangre en las semanas 2, 4 y 6.

@
&
£
0 1 2 3 4 5 6 &
i i A
1° dosis 2° dosis Desafio

Figura 2.2 Esquema de inmunizacion para el antigeno CT-VP6. La primer dosis se
realizd en la semana 0, y luego un refuerzo a la semana 4. Una semana después se
realiz6 la infeccidon de los animales por via intragastrica con Rotavirus, y durante los 7 dias
siguientes se colectd6 materia fecal de cada animal correspondiente a cada grupo. Por
ultimo, en la sexta semana los animales fueron sacrificados. Se tomaron muestras de

sangre en las semanas 2, 4 y 6.

El detalle de las dosis de cada grupo se muestra en la tabla 2.4. En todos los casos,
las inmunizaciones con ADN se acompafiaron con el adjuvante MPLA, mientras que
las dosis con proteina o péptido soluble se realizaron con el adjuvante incompleto de
Freund.

1° dosis 2° dosis
Grupo 1 20 ug CT-VP6 + INF 20 ug CT-VP6 + INF
Grupo 2 50 ug pIntA- Z-CT-VP6 (ADN) + MPLA 20 ug CT-VP6 + INF
Grupo 3 50 pg pIntA-CT-VP6 (ADN) + MPLA 20 ug CT-VP6 + INF

Grupo 4 50 ug pIntA-Z-PEP (ADN) + MPLA 20 ug PEP + INF
Grupo 5 20 pg PEP + INF 20 ug PEP + INF
Grupo 6 Solucién fisiologica Solucidn fisioldgica
Grupo 7 Desafio con rotavirus (5% semana)

Tabla 2.4 Protocolo de inmunizacién del antigeno CT-VP6, por grupo. Se
detallan la masa de ADN o proteina soluble utilizada en cada dosis, junto con el
adjuvante correspondiente a cada inmunizacién (MPLA, monofosforil-Lipido A;
INF, adjuvante incompleto de Freund). El grupo 6, el cual solo fue inyectado con
solucion fisioldgica estéril, se utilizé como control negativo del experimento.
Mientras que el grupo 7, no tuvo inmunizaciones previas al desafio con Rotavirus,
en la 5% semana.

2.6.2 Enzimo-inmuno Ensayo (EIE o ELISA)
Para llevar a cabo el analisis de los sueros extraidos se realizé un ensayo de EIE

indirecto. Para ello, se sensibilizd6 una poli cubeta (Greiner Bio-One, Microlon) de 96
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pocillos con 50 yl de una solucién de 10 ug/ml de la proteina correspondiente (GFP o
CT-VP6) en buffer Carbonato-Bicarbonato pH 9,0 (Na.COs; 10 mM, NaHCO3; 90 mM,
NaCl 140 mM), para el analisis de los sueros a-GFP o a-CT-VP6. Luego de incubar
over night a 4°C se realizaron 3 lavados con Solucion de Lavado (Buffer PBS
conteniendo 0,05 % de Tween 20, pH 7,2) y se agregaron los sueros a evaluar diluidos
1/100 en Solucién de Dilucion (Solucién de Lavado con 1% de Albumina de suero
bovino -PBS-BSA 1 %-, pH 7,2). Se incubd durante 1 hora a 37°C u over-night a 4°C, y
luego se realizaron 3 lavados. Luego se agregd el anticuerpo secundario comercial
IgG de cabra anti-inmunoglobulinas de ratén, conjugado a peroxidasa (Santa Cruz
Biotechnologies) en Solucion de Dilucion 1/3000. Esto se incub6 durante 1 hora a
37°C y luego de la etapa de lavado, se agregé a cada pocillo la solucién de revelado.
La misma se compone de 1 mg/ml de Ofenilendiamina (OPD) en buffer citrato pH 5
(acido citrico 100 mM, Na;HPO4 200 mM con el agregado de 6 pl de H202 30% por
cada ml de reactivo). Posterior a la incubacion de la reaccién a temperatura ambiente
durante 15 minutos en oscuridad, se detuvo la misma mediante el agregado de una
solucién de H.SO4 al 9%, y se procedié a determinar la absorbancia a 492 nm en el
lector de multiplacas (Dimex Technologies MRXTC). Los datos obtenidos se
analizaron mediante el software GraphPad Prism 6.

2.6.3 Inmunodeteccion (Western blot)

Para la realizacion del western blot las muestras a analizar se separaron por SDS-
PAGE (12-18% en gel de poliacrilamida) y se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (Hybond P+,Amersham Pharmacia) en buffer Tris-glicina conteniendo
20% (v/v) de metanol. Para evitar la unién no especifica de los anticuerpos, las
membranas fueron bloqueadas por incubacion con leche descremada al 5% en PBS
durante 16 hs horas a 4° C. Para la incubacion de los anticuerpos primarios se
utilizaron diluciones entre 1/500 y 1/1000 en leche al 2% en BPS a 37 °C durante 1 h.
Luego, para la incubacién del anticuerpo secundario se utilizaron anticuerpos
comerciales a-conejo o a-raton conjugados con peroxidasa (Santa Cruz,
Biotechnology) en una dilucion 1/10000 en PBS 0,1% Tween-20 a 37 °C durante 1 h.
Entre cada incubacion, la membrana fue lavada tres veces con PBS durante 5 minutos

a temperatura ambiente.

2.6.4. Titulacion de rotavirus en materia fecal
La toma de muestras de la materia fecal durante los 7 siguientes a la infeccién con
rotavirus EC-wt, se realizo en todos los grupos del ensayo. Cada grupo de ratones, se

separ6 en cajas individuales, para lograr colectar las heces de cada uno de ellos.
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Luego de obtener entre 3 y 5 pellets de materia fecal se sanitiz6 el recipiente donde se
encontraba cada raton con etanol 70% y se repitié el procedimiento para el resto de
los ratones.

Las heces fueron recolectadas en microtubos de 1,5 ml, previamente rotulados y
pesados, y resuspendidos en la solucion TNC (Tris 10 mM, NaCl 140 mM, CaCl2 5 mM
y Tween-20 0,05%), a una concentracion final de 10% p/v. Luego de la resuspension,
se centrifugé a 7000 rpm durante 5 minutos, se recolectd el sobrenadante y se
mantuvo a -20 °C hasta su utilizacion.

Para la titulacion, se realizé un ELISA desarrollado en el Laboratorio de Inmunologia y
Virologia de la Universidad Nacional de Quilmes para la deteccion de muestras
positivas para rotavirus grupo A. El método consiste en un ELISA de captura que
emplea anticuerpos policlonales de cabra anti-rotavirus. Se sensibilizaron placas de 96
pocillos con una dilucién 1/250 de IgG purificada de cabra anti-rotavirus en buffer
carbonato pH 9,6 incubando 1 hora a temperatura ambiente. Luego, la placa se lavo
tres veces con PBS-T (PBS, Tween-20 0,2 %). Las muestras a analizar se diluyeron
en PBS-TC (PBS-T, caseina 1 %) en una dilucion 1/5, se depositaron en los pocillos y
se incubaron overnight a 4 °C. Luego del lavado se incubd con una dilucion 1/1000 de
IgG purificada anti-rotavirus biotinilada en PBS-TC durante 1 h a 37 °C, se lavo y se
incubé 30 minutos con una dilucion 1/4000 de estreptoavidina conjugada con
peroxidasa (USBiologicals, Swampscott, MA, Estados Unidos) en PBS-TC.

Finalmente, las placas se revelaron con OPD 1mg/ml (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
Estados Unidos) y perdxido de hidrogeno (0,03 % v/v) en buffer citrato, pH 5,0. Luego
de 15 minutos de desarrollo de color la reaccion se frend con acido sulfurico 1 N y se
determind la densidad optica a 490 nm (DO490) en un lector de microplacas Asys
UVM 340 (Biochrom US, Holliston, MA, Estados Unidos), considerandose positivas
aquellas muestras con DO4go mayor a 0,210 (Arguelles et al., 2000). Los datos fueron

analizados utilizando el software GraphPad Prism 6.
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3. ANALISIS BIOINFORMATICO
3.1. Seleccion del antigeno CT-VP6

En la basqueda de la regién de mayor inmunogenicidad de la proteina VP6, Choi et al.,
(2000) construyeron 3 versiones truncadas de VP6, provenientes de la cepa murina
EDIM. Dividieron a VP6 en 4 regiones denominadas: A, B, C y D, con las cuales
realizaron tres construcciones plasmidicas (AB, BC y CD, ver figura 3.1), donde cada
version de VP6 estaba fusionada a la proteina de unién a maltosa (MBP, maltose
binding protein). En el protocolo de inmunizacién y desafio, los tres fragmentos
estimularon respuesta inmune contra rotavirus, sin embargo el mas eficiente de los
tres fue el fragmento CD, con el cual se obtuvo una reduccion del 99,8% de Rotavirus
en las heces de los ratones. A su vez, dentro de la region CD (200 aa) encontraron
una secuencia de 65 aminoacidos (332-397, denominada CD4) que generaba una
reduccion del 92% de Rotavirus en las heces. Mediante ensayos de ELISA
comprobaron que CD4 producia altas concentraciones de anticuerpos IgG contra
Rotavirus (Choi et al., 2000).

¥
Capa murina ECESVLADASETMLANVTSVRQEYVIPVGPVEPPGMNWTDLITNYSPSREDNLORVETVAS IRSMLVK >

Cepa A humana [ESVLADASETMLANVTSVRQEYAIPVGPVFPPGMNWTDLITNYSPSREDNLQRVFTVASTRSMLVK >

' Péptido 368-397

Figura 3.1: Esquema de la proteina VP6 y la regién CT-VP6. A. Estructura
cristalografica de la proteina VP6, donde se sefiala en violeta la region CT-VP6. B.
Esquema de la proteina VP6 dividida en las 4 regiones y subregiones segun A. H.
Choi et al., (2000). C. Secuencia aminoacidica de la region CT-VP6 (interna a la

region CD) de la cepa murina EC y la cepa humana A. En la misma se sefiala el
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aminoacido que difiere entre las dos cepas y la secuencia correspondiente al
péptido 368-397.

En base a estos resultados, en este trabajo se selecciond la regién CD4 (a partir de
ahora denominada CT-VP6), para evaluar la plataforma de vehiculizacién de antigenos
basada en la proteina Z del virus Junin. En particular se utiliz6 la proteina VP6 de la
cepa murina EC, cuya secuencia aminoacidica difiere en un solo aminoacido de la

cepa A de Rotavirus humano (Figura 3.1).

3.2. Seleccidén del péptido 368-397

Con el objetivo de evaluar antigenos de distinto tamafio, ademas de la region CT-VP6,
se seleccion6 como antigeno un péptido interno a esta regién, denominado péptido
368-397 (TDLITNYSPSREDNLQRVEFTVASIRSMLVK). Esta subregion segin Choi et al.
(2000) fue capaz de generar la mayor defensa contra rotavirus de las evaluadas dentro
de la regién CT-VP6. La sintesis del mismo fue realizada por la empresa GenScript, en

forma de Sal de acetato con un 96,5% de pureza, y solubilizado en agua ultrapura.

3.3. Perfil de hidrofobicidad de CT-VP6

Con el objetivo de caracterizar la region CT-VP6, se realiz6 un analisis del perfil de
hidrofobicidad utilizando el servidor ProtScale (Gasteiger et al., 2005). Esto permite
especular sobre la presencia de regiones transmembrana, o la posible solubilidad de la
proteina CT-VP6 luego de ser expresada como una proteina independiente en un
sistema heterélogo. El perfil obtenido, utilizando la matriz Kyte & Doolittle y una
ventana de 9, se observa en la Figura 3.2, donde los valores mayores a 0 representan
regiones hidrofobicas, y las regiones menores a 0 corresponden a las zonas
hidrofilicas. La deteccién de regiones hidrofilicas podria indicar zonas probables de ser
expuestas a la superficie y poseer caracteristicas antigénicas. Por ejemplo la region
més hidrofilica de la figura, corresponde con los residuos del 45 al 55, los cuales
coinciden con una region incluida en el péptido 368-397. Por otro lado, si bien se
evidencian regiones hidrofobicas, las mismas no poseen la longitud habitual de

regiones transmembrana.
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Figura 3.2: Perfil de hidrofobicidad de CT-VP6, utilizando el servidor ProtScale con

una ventana de 9 aminoacidos (Gasteiger et al., 2005).

3.4. Prediccion de estructura de CT-VP6

A partir de la estructura cristalografica de VP6, previamente reportada por Mathieu et
al. (2001) se busco detectar la estructura secundaria y terciaria de la regiéon CT-VP6
(Figura 3.3, en gris). Teniendo en cuenta que al expresar CT-VP6 independiente del
resto de la proteina VP6, el plegado de la region podria diferir al especificado en el
cristal de VP6. Por este motivo, se realizd6 un modelado ab initio utilizando el servidor
Quark (Xu & Zhang, 2012), el cual fue comparado con la estructura extraida del cristal
de VP6 (Figura 3.3). En la figura de la superposicion de estructuras se evidencia que
la estructura secundaria se conserva, es decir que las regiones que corresponden a
alfa hélices, coinciden en ambos casos. Sin embrago, la estructura terciaria difiere en
ambos casos, siendo los angulos de inclinacion de las alfa hélices y las regiones
flexibles diferentes en cada estructura. Esta prediccion es esperable, a partir de que el
plegado de CT-VP6 en ausencia del resto de VP6 carece de las interacciones con

otros aminoé&cidos que pueden modificar su conformacién espacial
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271 Modelado Ab Initio
[ ] Estructura cristalografica

Figura 3.3: Superposicion de la estructura cristalografica de CT-VP6 (gris),
extraida de la estructura completa de VP6, con el modelado Ab Initio de la
secuencia de CT-VP6 (naranja y celeste) realizado con el servidor Quark. Para el
modelado se utilizé la secuencia completa de CT-VP6 recombinante, incluyendo la
cola de 6 histidinas (ver clonado de CT-VP6). La figura sefiala dos orientaciones
de la misma superposicion, la cual fue realizada con el programa UCSF Chimera
(Pettersen et al., 2004).

3.5. Optimizacion de codones de CT-VP6

Para lograr altos niveles de expresion en sistemas heter6logos, es recomendable
realizar una optimizacion del uso de codones, para adaptar la secuencia nucleotidica
al organismo productor de la proteina de interés, en este caso E. Coli. Para esto se
utilizé el servidor OptimumGene™-Codon Optimization (GenScript) donde se
evidenciaron 56 mutaciones puntuales, sin modificacién de la secuencia aminoacidica
(figura 3.4).
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CT-VP6-Murine EC
GAATCAGTTCTCGCGGATGCAAGTGAAACTATGTTGGCTAATGTAACGTCAGTCAGGCAA
CT-VP6-Optimizado
GAATCTGTTCTGGCGGACGCGTCTGAAACCATGCTGGCGAACGTTACCTCTGTTCGTCAG
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CT-VP6-Murine EC
GAATACGTAATACCAGTAGGACCAGTATTTCCACCAGGAATGAATTGGACTGACCTCATT
CT-VP6-Optimizado
GAATACGTTATCCCGGTTGGTCCGGTTTTCCCGCCGGGTATGAACTGGACCGACCTGATC
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CT-VP6-Murine EC
ACTAATTACTCACCATCAAGGGAGGACAACCTACAACGTGTGTTTACAGTAGCTTCCATT
CT-VP6-Optimizado
ACCAACTACTCTCCGTCTCGTGAAGACAACCTGCAGCGTGTTTTCACCGTTGCGTCTATC
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CT-VP6-Murine EC AGAAGCATGCTGGTAAAGTAG
CT-VP6-Optimizado CGTTCTATGCTGGTTAAGC--
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Figura 3.4. Alineamiento de la secuencia nucleotidica de CT-VP6 de la cepa
murina EC y la secuencia con el uso de codones optimizados. El * representa las
posiciones conservadas entre ambas secuencias, y en la fila inferior se encuentra

anotada la secuencia aminoacidica como referencia.

3.6. Propiedades bioguimicas

Los parametros bioguimicos de las proteinas estudiadas en este trabajo se calcularon
a partir de los datos de la secuencia de aminodcidos, utilizando el servidor ProtParam
del paquete de herramientas de ProtedOmica ExXPASy (Gasteiger et al., 2003). Un
resumen de los pesos moleculares de cada una de las proteinas utilizadas en este

trabajo se muestra en la tabla 3.1.
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. Peso
Proteina
molecular
En células de mamifero

Z-CT-VP6 17,9 kDa
Z-CT-VP6-GFP 45,3 kDa
Z-EGFP 37,8 kDa
CT-VP6 7,5 kDa
Z-PEP 14,0 kDa
En E. Coli
Z-tio 27,3 kDa
CT-VP6-His 9,0 kDa
GST-CT-VP6 33,8 kDa
Tio-CT-VP6-His 23,9 kDa

Tabla 3.1. Pesos moleculares de cada una de las proteinas utilizadas en este

trabajo, obtenidos a partir de la secuencia aminoacidica con el servidor ProtParam.
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4. GENERACION DE HERRAMIENTAS

En ésta seccion, se detallara el desarrollo de las herramientas a utilizar en los ensayos
in vivo e in vitro de este trabajo, en particular la construccion de vectores plasmidicos
para su expresion en sistemas heterdlogos o para ser utilizados como inmunégenos; y

la expresion y purificacion de proteinas recombinantes.

4.1 Produccion de CT-VP6

El antigeno VP6 pertenece a un virus que infecta células eucariotas, por lo que el
sistema de expresion ideal seria utilizar células eucariotas en cultivo. Sin embargo,
teniendo en cuenta que la proteina VP6 no presenta glicosilaciones postraduccionales,
se selecciond el sistema de expresion en E. Coli para la produccion del antigeno CT-
VP6.

4.1.1 Clonado de CT-VP6 en vectores procariotas
Sintesis de CT-VP6

Para realizar el clonado de CT-VP6 con el uso de codones optimizados, es decir con
las 56 mutaciones puntuales, se decidid utilizar una estrategia de sintesis por PCR.
Para esto se disefiaron 4 oligonucleotidos de aproximadamente 70 nucledtidos cada
uno, con alrededor de 20 nucledtidos solapados entre ellos (la secuencia de los
mismos se encuentra detallada en la lista de primers, en la seccion materiales y
meétodos). Los mismos fueron incubados en una mezcla de reaccion, incluyendo una
ADN polimerasa, con el objetivo de obtener el producto de fusion de los 4
oligonucledtidos. En la figura 4.1. A se observa un esquema de los oligonucle6tidos
disefiados y de lo que se espera obtener en los primeros tres ciclos de la reaccion
(figura 4.1. B).
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Ncol

BamHI Hindlll

Ciclado

92°C 2min
92°C 15 seg

55°C 15 seg 19 o 35 ciclos
72°C 20 seg

72°C 2min

" 19 ciclos " 35ciclos

Figura 4.1: Sintesis de CT-VP6 mediante PCR.A. Esquema del disefio de los
oligonucleétidos utilizados para la sintesis, junto con dos primers adicionales (en
verde y celeste) los cuales hibridan sobre los primeros y ultimos 20 nucledétidos de
la secuencia. B. Esquema del mecanismo de reaccién de los primeros tres ciclos
de la reaccion. En cada ronda se observa el solapamiento de los oligonucleotidos
y su extension por medio de la ADN polimerasa. C. Electroforesis en gel de
agarosa del producto de la reaccion en las seis condiciones ensayadas
(incluyendo un marcador de peso molecular), junto con el perfil del programa

utilizado.

En resumen, durante el primer ciclo el oligonucledtido de orientacion reversa hibrida
junto al oligonucledtido con el que comparten 20 posiciones. Durante la temperatura
optima de extension de la ADN polimerasa, la enzima utiliza el extremo 3" libre en
cada cadena y extiende hasta el final. Esto genera como producto un fragmento doble
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cadena que fusiona ambos oligonucledtidos. En el siguiente ciclo, la hebra con sentido
reverso producto de la fusién anterior, hibrida con el oligonucleétido con el cual se
solapan 20 nucleétidos, y nuevamente la ADN polimerasa extiende a partir de los
extremos 3’libres, hasta llegar al final. Por ultimo en la tercer ronda, ocurre el proceso
homologo, incorporando al ultimo oligonucledtido en cuestion. De esta manera, luego
de 19 o 35 ciclos, la mezcla de reaccién estara comprendida por todas las formas de
fusion entre los oligonucleétidos, incluyendo la que comprende los 4 fragmentos. Esto
se evidencia en la figura 4.1 C, donde se observa el producto de PCR para seis
condiciones ensayadas, en presencia de Pfu, Taq y esta ultima en presencia de

DMSO. En los tres casos se evaluo el producto obtenido a los 19 y 35 ciclos.

A

CT-VPS-SW _

|
C ——

CT-VP6-Rev

PFU x35 PFU x15
—i it !

4
L100

-2

3

Ciclado

92°C 2min

92°C 15 seg

58°C 15seg |15 0 35 ciclos
72°C 20 seg

72°C 2min

Figura 4.2: Reamplificacion por PCR del fragmento CT-VP6.A. Esquema del
disefio de los primers especificos de los extremos CT-VP6-Fw y CT-VP6-Rev, y
del producto de la extension de los mismos, donde quedan incorporados los sitios
de enzimas de restriccion, Ncol y BamHI para la orientacion directa y Hindlll para
el reverso. B. Electroforesis en gel de agarosa, donde se evaluaron 16
condiciones de reaccion, dos ADN polimerasas (Pfu, Taq y Taq + DMSO), 15 0 35
ciclos y tres diluciones del molde (1/100, 1/1000 y 1/10000). Ademas se indica el

perfil del ciclado utilizado en el ensayo.
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De manera de enriquecer la reaccién en el producto de la fusidon completa de los 4
fragmentos, se realizé una amplificacion por PCR utilizando dos primers disefiados
sobre los extremos de la secuencia (figura 4.2. A). Estos poseen una longitud de 30
nucleétidos, que incluye una secuencia no solapada (ver lista de primers, CT-VP6-Fw
y CT-VP6-Rev), para la incorporacion de sitios de restriccion en el producto de PCR,
sefialada en gris en la figura. Como la reaccibn méas enriquecida en el fragmento
esperado de 207 pb fue la realizada con la Taq ADN polimerasa (figura 4.1. C), se
utilizd una dilucién del producto obtenido luego de los 35 ciclos, como molde para la
reamplificacion del mismo. Como se observa en la figura 4.2 B todas las condiciones
de reamplificacién ensayadas (Pfu, Taq y Taq + DMSO, por 15 o 35 ciclos, utilizando
como moldetres diluciones, 1/100,1/1000 y 1/10000) dieron un unico producto
especifico del tamafo esperado. Sin embargo, como el amplicén obtenido seria
utilizado para clonar en el vector comercial pGEM-T®, se continud trabajando con los
productos obtenidos con la Tag ADN polimerasa.

Clonado de CT-VP6 en pGEM-T® (pGem-T-CT-VP6)

A modo de aclaracién, la Taqg polimerasa posee una actividad transferasa terminal,
que resulta en la adicién de una adenina en el extremo 3’ de cada cadena sintetizada.
Este fendbmeno permite el clonado con extremos cohesivos en el vector comercial
pGEM-T®, el cual se utiliza en su forma lineal con extremos 3’ de timina (Figura 4.3
A). Ademas,el sitio multiple de clonado en dicho vector interrumpe la expresion de
LacZ, lo que permite la seleccion de clones con o sin inserto, mediante la presencia o

ausencia de actividad pB-galactosidasa.
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T7 Prom

Primer Fw: T7 Prom
Primer Rev: CT-VP6-Fw
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BamHI/Hindlll: 201 - 3027 pb
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Orientacién A Orientacion B

Figura 4.3. Clonado de CT-VP6 en pGEM-T. A. Esquema del producto de
sintesis por PCR utilizando la Tag ADN polimersa, y mapa del vector pGem-T
lineal. B. Electroforesis en gel de agarosa del producto de la Colony PCR para las
tres colonias seleccionadas, junto con los controles negativos del ensayo (- y
#Azul). Ademas se indican los pares de primers utilizados en cada reaccioén junto
con un esquema de la orientacién obtenida para cada reaccién. C. Producto del
mapa de restriccion realizado sobre las tres colonias evaluadas previamente, junto

con un patrén de peso molecular (L100)

A pesar de que el vector posee un sistema de seleccion de clones positivos, se
tomaron tres colonias al azar y se realizé un colony PCR con primers especificos (T7
Prom, CT-VP6-Rev y CT-VP6-Fw). En la figura 4.3 B se observa una electroforesis en
gel de agarosa del producto de la colony PCR utilizando dos juegos de primers, lo que
permite evaluar la orientacion del inserto. Utilizando como controles del ensayo una
colonia conteniendo el vector pGem-T® circular sin inserto (#azul) y una colonia deE.
Coli DH5a sin vector (-), el resultado obtenido indica que las tres colonias
seleccionadas contenian el inserto en la orientaciéon B. Por otro lado, para confirmar

mediante otra técnica la presencia e identidad del inserto, se realizé un mapa de
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restriccion con las enzimas BamHI, Ncol y, Hindlll, sobre las tres colonias evaluadas
previamente (figura 4.3 C). La electroforesis del resultado de la digestion evidencio los
tamafos moleculares esperados para cada condicién, lo que nuevamente confirma el
clonado de CT-VP6 en pGEM-T® en la orientacion B. A este vector se lo denominé
pGEM-T-CT-VP6 (y se confirm¢ la totalidad de su secuencia mediante secuenciacion

automética, Macrogen Korea).

Clonado de CT-VP6 en pET-28a (pET-CT-VP6-His)

A partir de obtener el orfCT-VP6 con el uso de codones optimizados paraE. Coli en el
vector de clonado pGem-T®, se construyo el vector de expresion pET-CT-VP6. Para
esto se utilizo el vector pET28a(+), el cual posee un promotor del Fago T7 y un tag de

6 histidinas para facilitar la posterior purificacién de la proteina de interés.

Como se observa en la figura 4.4 A, se realizé una digestion de pGEM-T-CT-VP6 con
BamHI y Hindlll, de manera de liberar el inserto de 207pb, el cual fue purificado por
geneclean a partir de la electroforesis en gel de agarosa (recuadro rojo de la figura 4.4
A). Por otro lado, el vector pET-28a fue también digerido con las enzimas BamHI y
Hindlll, tal como se muestra en la figura 4.4 B. Luego del evento de ligacion y
transformacién en la cepaE. Coli DH5a, se realizé un colony PCR de 10 colonias al
azar, para evaluar los clones positivos. Esto se realizé utilizando los primers T7-prom y
CT-VP6-Rev, esperando obtener un producto de amplificacion de 296 pb para los
clones positivos. Como se observa en la figura 4.4 C, todos los clones seleccionados
evidenciaron el tamano de amplicon esperado, por lo que se seleccionaron los clones
#3, #4 y #5 para realizar un mapa de restriccion con las enzimas Pstl y EcoRV (figura
4.4 D). Como resultado del mismo, se observo que los clones #3 y #5 evidenciaron el
patrén esperado (una banda de 1438pb y otra de 4014pb). Mientras que el clon #4

resulté en la formacion de tres bandas.
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92°C 15 seg

53°C 15 seg x35
72°C 30 seg

72°C 2min

Primer Fw: T7 Prom
Primer Rev: CT-VP6-Rev

Tamarno esperado: 296 pb

Tamarios esperados con Pstl/EcoRV:
1438 - 4014 pb

Figura 4.4: Clonado de CT-VP6 en el vector de expresion pET28a(+). A.
Esquema del vector pGem-T-CT-VP6 y la electroforesis en gel de agarosa de la
digestion del mismo con las enzimas BamHI y Hindlll. El recuadro rojo indica el
fragmento purificado por geneclean. B. Esquema del vector pET-28a y la
electroforesis en gel de agarosa de la digestion del mismo con las enzimas BamHI
y Hindlll. C. Electroforesis en gel de agarosa del Colony PCR de 10 colonias al
azar, con los primersT7-Prom y CT-VP6-Rev, junto con el perfil de ciclado del
mismo. D, Electroforesis en gel de agarosa del mapa de restriccion de los clones
#3, #4 y #5 utilizando las enzimas Pstl y ECORV

Como resultado del clonado de CT-VP6 en el vector pET28a, se obtuvo la
construccion pET-CT-VP6-His, donde el marco de lectura de CT-VP6 queda fusionado
por su extremo C-terminal al tag de histidinas presente en el vector. Este vector fue
posteriormente confirmado por secuenciacion automatica y luego transformado en E.

Coli cepa BL21 DE3, para permitir la expresion de los genes regulados por el promotor
T7.
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Clonado de CT-VP6 en pTio-Z-His y pGST-Z (pTio-CT-VP6-His y pGST-CT-VP6)

Paralelamente al clonado de pET-CT-VP6-His, se decidié realizar la construccion de
CT-VP6 fusionada a las proteinas GST (pGST-CT-VP6) y Tioredoxina (pTio-CT-VP6-
His). Ambos epitopes, al igual que el tag His, facilitan la posterior purificacion, al

mismo tiempo que podrian incrementar la solubilidad de la proteina de interés.

Para esto se utilizaron dos vectores previamente obtenidos en nuestro laboratorio,
pTio-Z-His y pGST-Z. Ambas construcciones poseen a la proteina Z del virus Junin
fusionado a los epitopes de purificacion, por lo que se utilizd la estrategia de
reemplazar el ORF de Z por el de CT-VP6. Como ventaja técnica, ambos vectores
poseen resistencia al antibiético Ampicilina, mientras que el vector pET-CT-VP6-His
posee el gen para la resistencia a Kanamicina, lo que permite realizar una

preseleccion de los clones positivos, mediante el uso de Ampicilina

Como se observa en la figura 4.5 B. el inserto CT-VP6 fue liberado del vector pET-
CT-VP6-His con las enzimas Ncol/Hindlll y BamHI/Hindlll, junto con la apertura de los
vectores pGST-Z (BamHI/Hindlll) y pTio-Z-His (Ncol/Hindlll, dato no mostrado). Luego
de la evaluacién de los clones mediante colony PCR (figura 4.5 C) y mapa de
restriccion (figura 4.5. D) se seleccionaron los clones pTio-CT-VP6-His #7 y pGST-
CT-VP6 #5 para ser secuenciados y el plasmido construido, luego transformados en E.
Coli cepa BL21 DE3 y BL21 pLys.
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Figura 4.5: Clonado de CT-VP6 en los plasmidos pTio-Z-His y pGST-Z.A.
Esquema de los vectores pTio-Z-His y pGST-Z. B. Digestion de pET28a(+)-CT-
VP6 con Ncol/Hindlll y BamHI/Hindlll, junto con la reacciéon de pGST-Z con
BamHI/Hindlll. C. Colony PCR de colonias al azar, luego de la ligacién y
transformacion de los clonados de pGST-CT-VP6 y pTio-CT-VP6-His. En ambos
casos se utilizd el primer CT-VP6-Rev, con el oligonucledtido pGEX-Fw para la
evaluaciéon de pGST-CT-VP6 y con T7-Prom para pTio-CT-VP6-His. D. Mapa de
restriccion con las enzimas Pstl y BamHI de los clones seleccionados, #5 y #6,
para pGST-CT-VP6. Se incluyd en el analisis por digestion al vector de partida,
pGST-Z (sin digerir) y digerido con las enzimas Pstl, BamHI y Pstl/BamHI. En la
region inferior de la imagen se encuentra el patron de bandas de digestion

esperado para cada vector.
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4.1.2 Clonados de CT-VP6 en vectores eucariotas

En este apartado, la secuencia codificante para CT-VP6 corresponde a la version wild
type de la cepa de Rotavirus murina EC, es decir no posee los codones optimizados
para E. Coli. La misma fue obtenida a partir de los vectores pDonr221VP6EC
(gentilmente cedido por el Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la Universidad
Nacional de Quilmes) y pZ-CT-VP6, previamente obtenido en nuestro laboratorio.

Clonado de Z-CT-VP6 en pcDNA3.1-IntronA (pintA-Z-CT-VP6)

Como ya se menciond previamente en la introduccion, la proteina Z del virus Junin es
capaz de generar VLPs mediante su sola expresion, aun estando fusionada a otra
proteina heterdloga. Para comprobar que es funcional fusionada a la proteina CT-VP6,
se realizé lafusion de CT-VP6 a Z en un vector eucariota, pcDNA3.1-IntronA

(gentilmente cedido por el Dr. Branco de la Universidad de Tulane, USA).

Este vector de expresion posee el promotor de la proteina IE1 del virus CMV, junto con
una region del Intron A. El gen de IE1 del virus CMV posee 4 exones y 3 intrones. El
mayor de los intrones, el intrén A, se encuentra en la regidon 5 del gen, y posee uno de
los sitios mas fuertes para la union del factor nuclear 1 (NF1). Se ha demostrado
empiricamente que la presencia del Intron A, a continuacién del promotor de IE1 de
CMV (figura 4.6 C), aumenta la actividad promotora en células de mamifero, pudiendo

esto ser consecuencia de la uniéon a NF1 (Chapman et al., 1991).

Para comenzar con la construccion del vector pIntA-Z-CT-VP6, se realizo la digestion
de pZ-CT-VP6 y pcDNA3.1-Intron A con las enzimas Nhel y Notl. Los fragmento
liberados de esta reaccion fueron purificados del gel de agarosa por Geneclean y
luego utilizados para el evento de ligacion (figura 4.6 B). Cuatro clones al azar fueron
analizados por colony PCR (figura 4.6 D), mapa de restriccion con las enzimas Sphel

y Ndel/Agel (figura 4.6. E) y confirmada su identidad por secuenciacion automatica.
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Primer Rev: CT-VP6-Rev-WT 4146 - 1288 - 575-263 - 72 pb
Tamafo esperado: 616 pb Tamanos esperados con Ndel/Agel:

4756 - 1588 pb

Figura 4.6: Clonado de Z-CT-VP6 en el plasmido pcDNA3.1-IntronA. A
Esquema del vector pZ-CT-VP6. B. Electroforesis en gel de agarosa de la
digestion enzimatica de pZ-CT-VP6 y pcDNA3.a-IntronA con Nhel y Ncol. Los
fragmentos resaltados en rojo fueron purificados del mediante geneclean, para su
posterior uso. C. Esquema del vector pcDNA3.1-Intron A. D. Resultado del Colony
PCR de 4 colonias al azar utilizando los primers Fw-IntronA y CT-VP6-WT. E.
Mapa de restriccion de las colonias seleccionadas, utilizando las enzimas Sphel y
Ndel/Agel. En la region inferior de la imagen se encuentra sefialado el patron de
bandasesperado para cada enzima utilizada. L400 corresponde al Ladder400pb

(Productos Bio-logicos SA).
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Clonado de CT-VP6 en pcDNA3.1-Intron A (pintA-CT-VP6)

Luego de obtener el plasmido pIntA-Z-CT-VP6, se realiz6é la construccion pintA-CT-
VP6 (sin fusion a Z). Se realizd6 un Geneclean del inserto liberado con las enzimas
BamHI y Notl (208pb) y del vector pcDNAS3.1- IntronA previamente digerido (figura 4.7
AyB).

BamHI/Notl
pZ-CT-VP6

3
z
-
T
E
©
@

L100

5908 bps

Bsal s
Andl -
// /Vangil
PpuM!
‘SanDi
‘ pcDNA3 Intron A s
|

BGHPoyA /&

Ciclado

92°C 2min

92°C 15 seg

53°C 15seg | x35
72°C 30 seg

72°C 2min

Primer Fw: Fw-IntronA
Primer Rev: CT-VP6-Rev-WT

Tamafos esperados con Xcml:

Tamafo esperado: 338 pb 5251 - 815 pb

Figura 4.7: Clonado de CT-VP6 en el plasmido pcDNA3.1-IntronA. A Esquema
del vector pZ-CT-VP6, junto con la digestion del mismo con BamHI y Notl. B.
Esquema del vector pcDNA3.1-IntronA, junto con la digestion del mismo con
BamHI y Notl. C. Electroforesis en gel de agarosa del colony PCR de 14 colonias
al azar con los primers Fw-Intron-A y Ct-VP6-Rev-WT.D. Mapa de restriccion de

las colonias #2, #3, #4 y #5 con la enzima Xcml.

Los clones obtenidos se evaluaron por colony PCR (figura 4.7 C) y mapa de
restriccion con la enzima Xcml (figura 4.7 D). Los clones positivos deberian liberar dos
bandas de 5251pb y 815pb.
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Clonado del péptido 368-397 fusionado a Z en pcDNA3.1-Intron A (pintA-Z-PEP)

Por ultimo, se realizd la construccion plIntA-Z-PEP, la cual posee la secuencia
correspondiente al péptido 368-397 (PEP) fusionada a la proteina Z del virus Junin en
el vector pcDNAS3.1-IntronA. Como consecuencia de tamaro acotado de PEP (101 pb),
el clonado del mismo se realizé utilizando 2 oligonucleétidos sintéticos largos con sitios
flanqueantes parciales compatibles con el producto de digestion de las enzimas
BamHI y Notl (figura 4.8 A). Para esto se realizé una mezcla equimolar de ambos
fragmentos y se incubd la reaccion a 92°C durante 5 minutos y luego a 55°C por 1
minuto. Por otro lado se realiz6 la digestion del vector pIntA-Z-CT-VP6 con BamHI y
Notl, para liberar el fragmento CT-VP6 (figura 4.8 B). Una vez realizado esto se
ligaron los oligonucleotidos hibridados, junto con el vector pIntA-Z-CT-VP6, carente de
CT-VPG, y los clones se analizaron mediante colony PCR (figura 4.8 C) y mapa de
restriccion con la enzima Sphel (figura 4.8 D). Los clones #7 y #10 fueron
seleccionados como positivos, y confimada su identidad por secuenciacion

automatica.

A Oligonucleotidos sintéticos largos con B _
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i — ¥ i K,
A T . 4 el
f =
PEP 368-397 (101 bps) ( PINtA-Z-CT-VPG
6334 bps Hpat
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~ 0 © . - o - o™ © < o
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Ciclado
92°C 2min
92°C 15 seg
55°C 15 seg | x35
72°C 15 seg
72°C 2min

Primer Fw: Fw-IntronA
Primer Rev: CT-VP6-Rev-WT Tamarnos esperados con Sphl:

4146 - 1192 - 575 - 264 - 72pb
Tamanc esperado: 568 pb

Tamano control + (pInt-CT-VP6): 356 pb
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Figura 4.8: Clonado del péptido 368-397 fusionado a Z en pcDNA3.1-Intron A.
AEsquema correspondiente a la hibridacion de los oligonucledtidos sintéticos
largos con extremos parciales compatibles con el producto de digestion de las
enzimas BamHI y Notl. B. Esquema del vector pIntA-Z-CT-VP6 junto al producto
de digestion del mismo con las enzimas BamHI y Notl. C. Colony PCR de 14
clones al azar, con los primers Fw-Intron-A y CT-VP6-Rev-WT. D. Mapa de
restriccion de los clones #7 y #10, utilizando la enzima Sphel, junto con el patrén
de bandas esperado para los clones positivos. L50 corresponde al Ladder 50 b de

Productos Bio-légicos.

4.1.3 Expresion de CT-VP6-His en E. Coli

Con el objetivo de obtener la proteina CT-VP6-His pura para los posteriores ensayos
de inmunizacion, se evalud la expresion de la misma utilizando el vector pET28a(+)-
CT-VP6-His #3 en E. Coli cepa BL21 DE3 y BL21 pLys. En la figura 4.9 Ase observa
el resultado de la cinética de expresion para la proteina CT-VP6-His (9 kDa) en dos
clones de las cepas BL21 pLys y BL21 DE3, con una induccién de IPTG 1mM final. En
el recuadro rojo de la figura se muestra la region donde se espera obtener la
sobrexpresion de CT-VP6-His, siendo ésta significativamente mayor en la cepa BL21
DES3 que en la BL21 pLys. En consecuencia, se continud trabajando en la cepa BL21
DE3. Por otro lado, en la figura 4.9 B se muestra un grafico de crecimiento, medido
por DOeoo, en funcion del tiempo de un cultivo de pET28a(+)-CT-VP6-His #3 en E. Coli
cepa BL21 DE3 inducido y no inducido. En el mismo se observa un retardo en el
crecimiento del cultivo inducido con respecto al no inducido, probablemente como

consecuencia del gasto energético involucrado en la sobrexpresion de CT-VP6-His.

A pET28a-CT-VP6-His pET28a-CT-VP6-His B
BL21 DE3 BL21 pLys

To 1hs 4hs To 1hs 4hs To 5hs 5hs :

#MO# M #2 #2 # #2 M #2 18

No inducido ~~

/ ~— —

<—40 kDa

]
DO 600
N\
\ O\
} \

- | +—30 kDa

0,6 t//}‘;
<+—20kDa o1

, 4 —15kDa -
0
. - 2 - < 2 Z 3 i 2
—10kDa
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Figura 4.9: Expresion de CT-VP6 en E. Coli. A. SDS-PAGE del resultado de la
cinética de expresion de CT-VP6-His de dos clones seleccionados al azar en E.

Coli BL21 DE3 y BL21 pLys. El recuadro rojo indica la zona correspondiente al
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peso molecular donde se espera observar la banda de sobrexpresion. (M)
corresponde al marcador de peso molecular PageRuler™ Unstained Broad Range
Protein Ladder, (Thermo). B. Cinética de crecimiento (medido por DOen) €en
funcién del tiempo (en horas), de un clon inducido vs. no inducido, de pET28a(+)-
CT-VP6-His #3 en E. Coli BL21 DE3.

Para evaluar si mayores tiempos de expresion, resultaban en una mayor produccion
de CT-VP6-His, se evalud la induccién de dos clones en la cepa BL21 DE3 luego de 4
hs y 16 hs (overnight, ON). El resultado mostrado en la figura 4.10 evidencia que la
expresion de CT-VP6-His es optima luego de 4 hs, dado que en la condicién de 16 hs,

la presencia de la proteina parece estar disminuida.

pET28a-CT-VP6 pET28a-CT-VP6
BL1DE3 #1 ) . BL21 DE3 #2

To 4hs ON To 4hs ON

i =50 kDa

-y . <= 40 kDa
—ty - —

+— 30 kDa

<+ 20 kDa

R

<+— 15 kDa

<+— 10 kDa

Figura 4.10: Expresion de CT-VP6 en E. Coli. SDS-PAGE de dos clones de
pET28a-CT-VP6-His#3 inducidos, luego de 4hs y 16hs (ON). Las flechas rojas

indican la sobreexpresion de cada cultivo luego de 4 hs.

A partir de los resultados detallados previamente en la figura 4.9 y la figura 4.10, se
selecciond como condicidon de expresion 4 horas de expresion a 37°C utilizando 1mM
de IPTG en la cepa BL21 DES3.

4.1.4 Lisis celular

Luego de optimizar la expresion, fue necesario evaluar la solubilidad de CT-VP6 en
diferentes condiciones de lisis. Para esto se evaluaron rupturas celulares, quimicas
biologicas vy fisicas, las cuales se encuentran detalladas en el capitulo 2 de Materiales
y Métodos (pagina 33)
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Lisis por métodos quimicos

De modo de realizar una permeabilizacién quimica, se evalué un protocolo de ruptura
basado en solventes organicos, en particular, tolueno (Robert et al., 1965). El
fundamento del mismo se basa en una permeabilizacion suave de la membrana
plasmatica, de manera que la misma no se destruye, sino que colapsa formando poros
por donde las proteinas del citoplasma son liberadas al medio sin afectar
significativamente su conformacion nativa. Como se observa en la figura 4.11 A una
proporcion de la proteina CT-VP6-His se encuentra en la fraccidn soluble, sin embargo
al escalar el volumen de cultivo, para obtener mayor cantidad de proteina, la lisis no

fue eficiente ni reproducible (datos no mostrados).

Por otro lado, también se evalud un protocolo de lisis quimica utilizando Urea. En este
caso el caétropo desnaturaliza las proteinas de membrana mediante la interrupcion de
la estructura del agua, lo que resulta en el debilitamiento de las interacciones
hidrofébicas, logrando asi la desestabilizacion de la membrana plasmatica. Como
resultado de este tipo de lisis, la mayoria de las proteinas presentes en la muestra son
desnaturalizadas (figura 4.11 B). En el caso de CT-VP6-His no fue posible su correcta

solubilizacién, aun en presencia de Urea.

Lisis por método enzimatico

La lisis mediante métodos enzimaticos se basa en la utilizacion de enzimas
proteoliticas especificas de algunos de los componentes de la membrana celular,
como lisozima, proteinasa K, lipasas, entre otras. En este caso se evalud un protocolo
de lisis A+B, donde se utilizé una solucidén conteniendo detergente y Lisozima para
obtener una lisis celular controlada. En este trabajo en particular, este protocolo no
resultd muy adecuado, debido a que el peso molecular de la Lisozima (14,3kDa) se
confunde con el de la proteina de interés, dificultando la visualizacién de CT-VP6-His
en las electroforesis de geles de poliacrilamida (figura 4.11 E). De igual manera,
segun lo observado en la figura 4.11 E, CT-VP6 resulta en su mayoria en la fraccion

insoluble
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Figura 4.11: SDS-PAGE de los diferentes protocolos de lisis celular
evaluados. A. Lisis con buffer tolueno, B. Lisis con buffer de Urea, C. Lisis por
sonicacion, D. Lisis por French Press. E. Lisis con buffer A+B. F. Solubilizacion de
la fraccion insoluble obtenida en (A), mediante la utilizacién de un buffer con Urea.
G. Solubilizacién de la fraccién insoluble obtenida en (C), mediante la utilizaciéon de
un buffer con Urea. Las flechas rojas indican la presencia de la proteina CT-VP6-
His.

Lisis por métodos fisicos

La ruptura celular por métodos fisicos es ampliamente utilizada, pero poseen algunas
desventajas. Dado que las células sufren una ruptura completa, todos los materiales
intracelulares se liberan al medio, lo que produce una mezcla de componentes
solubles mas compleja y viscosa, como producto de la liberacién de los &acidos

nucleicos. Por otro lado, métodos de ruptura mecanicos exponen las células y su
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contenido a condiciones extremas de temperatura y/o presion, produciendo en muchos

casos la desnaturalizacién del producto.

En este trabajo se evalud la lisis celular mediante ultrasonido (figura 4.11 C).Se
estudiaron dos tipos de ciclado, por un lado el ciclado denominado 1, donde se utilizé
un buffer 50 mM de NaH;PO4 pH 8,2; 300 mM de NaCl; 20 mM imidazol. EI mismo se
utilizé en una proporcion de 50 ml de buffer por pellet correspondiente a 1 litro de
cultivo bacteriano luego de 4 hs de expresion, con 5 ciclos de sonicacion durante 3
minutos, con 50% de potencia y 30 segundos de pausa entre cada ciclo. Por otro lado,
el ciclado denominado 2, utilizado en la misma proporcion, corresponde a la utilizacion
del buffer NaH2PO4 5 mM, Na;HPO4 10 mM, NaCl 30 mM, B-mercaptoethanol 10 mM y
Tween 20 0.2% con 3 ciclos de 30 segundos al 50% de potencia, con 40 segundos de
pausa (figura 4.12 B). Como se observa en la figura 4.12 B, en ambas condiciones
CT-VP6-His se encuentra en la fraccion insoluble, aunque el ciclado 1 resulta en una
ruptura celular significativamente mayor, con respecto al ciclado 2., evidenciado por la

presencia de mayor cantidad de proteinas totales en la fraccion soluble.

De manera de obtener datos cuantitativos de la ruptura celular por sonicacion,
utilizando el ciclado 1, se realizdé una medicion de las proteinas totales presentes en la
fraccion soluble, entre cada pulso (figura 4.13). Estos datos son una medida indirecta

de la eficiencia de la ruptura celular a cada ciclo.

Por otro lado se evalué un método fisico mecanico, el cual rompe la membrana
plasmatica de las células a través del pasaje de las mismas por una valvula estrecha a
alta presion (French Press) (figura 4.11 D). Este ultimo método fue evaluado también
para células de E. Coli DH5a expresando la proteina GFP, de manera de comparar la
eficiencia respecto a las células que expresan CT-VP6-His (figura 4.12 A). En ambos

casos, las proteinas de interés resultaron mayoritariamente en la fraccién insoluble.
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Figura 4.12: Lisis celular por métodos fisicos. A. SDS-PAGE de la ruptura
celular por French Press de los cultivos correspondientes a la expresion de CT-
VP6-His y GFP. B. Resultado de la ruptura bacteriana por sonicado del cultivo
correspondiente a la expresion de CT-VP6-His, utilizando el ciclado 1 y el 2. En
ambos casos se incluyd una muestra correspondiente al cultivo previo a la lisis (Tr
4hs)

mg/mli Ruptura celular por sonicado
25

—

Proteinas totales en fraccién soluble
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Figura 4.13. Ruptura celular por sonicado. Medicién de proteinas totales
(mg/ml) en la fraccion soluble luego de cada ciclo de sonicacion, utilizando el

ciclado denominado 1.

Lisis por método mixto

A partir de los resultados obtenidos para la evaluacion de los métodos de ruptura
celular, donde en todos los casos evaluados la proteina CT-VP6-His fue encontrada en
la fraccion insoluble, se decidio realizar una ruptura por un método mixto. EI mismo

consistid en la solubilizacion de la fraccion insoluble obtenida por la lisis quimica con
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tolueno (figura 4.11 A) y la obtenida por sonicacion (figura 4.11 C), mediante la
utilizacion de una solucion de Urea 8M; NaH2PO4 100mM y Tris-Cl 10mM en agitacion,
durante 16 hs (figura 4.11 F y G).

El método seleccionado como 6ptimo para la obtenciéon de CT-VP6 soluble, fue la
combinacion del método por sonicado seguido de la resuspension de la fraccidon

insoluble utilizando un buffer de Urea 8M.

4.1.5. Expresién de Tio-CT-VP6-His y GST-CT-VP6 en E. Coli

Como alternativa a la expresion de CT-VP6-His en E. Coli, se obtuvieron los vectores
pTio-CT-VP6-His y pGST-CT-VP6 para la expresion de Tio-CT-VP6-His (23,9kDa) y
GST-CT-VP6 (33,8kDa), respectivamente. Si bien fue posible producir a la proteina
CT-VP6-His, se ensayd la expresion de las construcciones alternativas para su posible

utilizacién en ensayos futuros.
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#1 #2 #1 #2 #1 #2 M #1 #2 #1 #2 #1 #2
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.
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Figura 4.14: SDS-PAGE de la cinética de expresién de pGST-CT-VP6 y pTio-CT-
VP6-His en E. Coli BL21 DE3, a las Ohs, 4hs y 16hs (ON) para dos clones
seleccionados al azar cada construccion. Los recuadros rojos indican las bandas

de sobrexpresion para cada vector.

Como se muestra en la figura 4.14, luego de 4hs de expresion es posible observar las
bandas de sobrexpresién correspondientes a cada construccioén, con el peso esperado
para cada una de las proteinas. Y al igual que sucedia con CT-VP6-His, luego de 16hs

de expresion la proteina no se observa con gran intensidad.
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4.1.6. Purificacion de CT-VP6-His

La purificacion de CT-VP6-His se llevé a cabo a partir de la expresion de pET28a(+)-
CT-VP6-His #3 en E. Coli BL21 DES3, utilizando una resina de Ni*?(IMAC, Qiagen). Si
bien se ensay?d la purificacion por cromatografia en columna, la cinética de union de la
proteina a la matriz requeria del uso de flujos de corrida muy bajos. Por este motivo, y

para maximizar la eficiencia de purificacion se continué trabajando en batch.

Como se mencion6 previamente en la seccion 4.1.4., la proteina CT-VP6-His obtenida
por los diferentes métodos de ruptura celular se encontré6 mayoritariamente en la
fraccion insoluble. Sin embargo, se decidié ensayar la purificacion de la proteina nativa
a partir de las fracciones solubles, a pesar de que esta tuviera un bajo rendimiento
global (figura 4.15). En los tres casos evaluados (French Press, buffer tolueno y
sonicado) se logré purificar CT-VP6-His, sin embargo el rendimiento fue muy bajo,

teniendo en cuenta las futuras aplicaciones.
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Figura 4.15:SDS-PAGE correspondiente a la purificacion de CT-VP6-His por
IMAC en batch, a partir de las fracciones solubles obtenidas por French Press,
Lisis con buffer Tolueno y Sonicacion. (Vo) Volumen no retenido en la resina IMAC,
(Lav.) lavado de la resina con PBS, (E) Elucidon con 500mM de imidazol, (Tr 4hs)

muestra correspondiente al pellet del cultivo luego de 4hs de expresion.

Por otro lado, a partir de la muestra insoluble luego del sonicado y solubilizada con
Urea, se puirific6 mediante resina IMAC y se analizé la elucion de CT-VP6-His con
Imidazol y cambio de pH (figura 4.16). En la misma se puede observar que la
condiciéon de 300mM de Imidazol es capaz de eluir la proteina de la matriz, mientras
que el cambio de pH de 8 a 4,5 no logra separar la proteina adsorbida de la matriz.
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Figura 4.16: SDS-PAGE de la evaluacion de dos condiciones de elucion, a partir
de la proteina CT-VP6-His retenida en la matriz.Una condicién es el cambio de
concentracion de Imidazol de 20mM a 300mM, mientras que la segunda condicién

es el cambio de pH de 8 a 4,5. Las flechas rojas sefalan la proteina CT-VP6-His.

Para analizar la concentracion de Imidazol minima necesaria para la eluciéon de CT-
VP6-His, se evaluaron concentraciones crecientes del reactivo, sobre una resina
previamente incubada con el lisado del cultivo (figura 4.17). En la misma se observa
que a concentraciones de Imidazol menores a 300 mM se evidencia la presencia de
proteinas no especificas (recuadro), mientras que a partir de concentraciones mayores

a 300 mM de Imidazol comienza la elucién de CT-VP6-His, sin la visualizaciéon de otras

proteinas.
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Figura 4.17: Electroforesis en gel de poliacrilamida del analisis de las condiciones

de elucién de CT-VP6-His. Vo representa el volumen no retenido en la matriz,
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mientras que las concentraciones de Imidazol se muestran en la figura (desde

150mM a 500mM). La flecha roja indica la condicion de mayor elucién, mientras

que en el recuadro se sefiala la presencia de algunas proteinas inespecificas.

Una vez analizados todos los parametros de purificacion, se realizé el escalado de la

expresion y aislamiento de CT-VP6-His. El resultado del mismo se muestra en la

figura 4.18 donde se evidencia la purificacion de la proteina CT-VP6-His.
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Figura 4.18: SDS-PAGE de la purificaciéon de CT-VP6-His por IMAC en batch. En

la parte superior de la figura se indican las concentraciones de Imidazol utilizadas

en cada condicion. La flecha roja indica la muestra de mayor concentracion de CT-

VVP6-His. (M) corresponde al marcador de peso molecular PageRuler™ Prestained

Protein Ladder, (Thermo).

4.1.7. Estabilidad de CT-VP6-His purificada

Si bien se logré obtener CT-VP6-His purificada, la misma contiene en su fraccion de

elucion Urea 8M. Debido a que la misma sera utilizada en ensayos de inmunizacién en

ratones, se desea que la misma posea la menor cantidad de cadtropo posible (menor

a 1M, “Methods and procedures of antibody production (rabbits, rats and mice) by

University of Massachusetts Animal Care Staff”). Por este motivo se analiz6 la elucién

de la proteina en presencia del buffer de elucién con distintas concentraciones de

caotropo (1M, 2M, 4M y 6M) (figura 4.19 A). Como se observa en la figura es posible

la elucion de la proteina en todas las condiciones ensayadas. Sin embargo luego al

transcurrir el tiempo se observé que algunas de las condiciones presentaban un
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precipitado. Por este motivo, se analizé la estabilidad de la proteina en el buffer de

elucioén correspondiente, a través de la medicion de proteinas totales solubles en cada

muestra (figura 4.19 B).Se observa que a menor concentracion de Urea, la solubilidad

en el tiempo de la proteina era menor. En funcion de estos resultados, se continué

trabajando con el buffer de elucion de Urea 4M, dado que en esta condicion la proteina

no disminuia su proporcion soluble en funcién del tiempo.

A | Concentracion de Urea :
M 1M 2M 4am 6M

50 kDa =

30 kDa =—>

20 kDa = -

15 kDa ==

B
g Estabilidad de CT-VP6 en presencia de Urea
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& 2.5
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@ .
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Figura 4.19:A. SDS-PAGE de la elucion de CT-VP6-His de la matriz de Ni*2 con

buffers de elucion con concentraciones variantes de Urea (1M, 2M, 4M y 6M).

Cada elucién se indica con una flecha del color correspondiente al utilizado en el

siguiente grafico. B. Grafico de estabilidad en funcion del tiempo, representado por

la medicion de proteinas totales solubles (mg/ml) en funcién de los dias

transcurridos a 4°C.

4.1.8. Analisis por espectrometria de masa

Como consecuencia del bajo peso molecular de la proteina CT-VP6-His, la resolucion

obtenida a partir de la electroforesis en geles de poliacrilamida no permite afirmar la

pureza de la muestra o la coincidencia con el peso molecular esperado. Es por este
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motivo, que en este trabajo se decidid realizar un analisis por espectrometria de masa
que permita confirmar la pureza e identidad de la muestra, a partir de la fraccion

purificada por IMAC en batch.
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Figura 4.20 Espectro de masa ESI de la proteina purificada CT-VP6, donde se

representa la intensidad de los picos en funcion de la relacion m/Z.

En la figura 4.20 se muestra el espectro de masa ESI, donde se observa el perfil de
ionizacion de la proteina. La misma presenta un pico mayoritario para cada ionizacion,
siendo este un perfil tipico de ionizacién para una proteina pura. Por otro lado, a partir
de los datos deconvolucionados del espectro ESI, es posible calcular el peso
molecular de la misma. Si bien el peso molecular teérico estimado para la proteina CT-
VP6-His es de 9009,2 Da, la figura 4.21 presenta un pico mayoritario de peso
molecular estimado de 8879,9 Da, y un pico minoritario de 9009,4 Da (figura 4.21).
Este ultimo, es coincidente con el peso tedrico de CT-VP6-His, aunque la diferencia
entre el peso molecular del pico mayoritario de 9009,4 Da y el pico secundario, 8879,9
Da, podria explicarse como la escisién de la metionina inicial de la proteina, lo cual
representaria una pérdida de 132 Da. Esto es un mecanismo comun en proteinas
recombinantes expresadas en E. Coli, y se encuentra favorecido en presencia de una
glicina adyacente (entre otros aminoacidos), como en el caso de CT-VP6-His (Hirel et
al., 1989, Ayala Breton & de Regil Hernandez 2004). Por otro lado los picos
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minoritarios de 8921,5 y 9055,9 Da, podrian ser consecuencia de una acetilacién de

ambas formas proteicas (Zhang et al., 2009).
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Figura 4.21. Espectro de masa deconvolucionado, donde se muestra la intensidad
de la sefal de cada pico, en funcion de la masa representada en Daltons. En azul
se sefala la posible identidad de cada pico, los cuales corresponderian a proteina
CT-VP6-HlIs y el producto de la misma sin la metionina inicial del péptido (CT-VP6-
Hls-Met).

El analisis de espectrometria de masa indica la pureza de la muestra obtenida, dado
que no se observa sefal de picos correspondientes a pesos moleculares que no
coincidan con el esperado, y confirma la identidad de la proteina purificada a partir de
la coincidencia con el peso tedrico esperado. Aunque es importante senalar que la
proteina mayoritaria corresponde a CT-VP6-HIs con la pérdida de la metionina

terminal.
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4.2 Produccion de GFP en E. Coli
4.2.1 Expresion de GFP

Con el objetivo de obtener GFP purificada para los ensayos de inmunizacion, se
evaluo la expresion de GFP en E. Coli cepa DH5a a partir del vector pQE-GFP-His
(gentiimente cedido por el Dr. Marcos Bilen). Se analizaron 4 condiciones de expresion
con el objetivo de optimizar la eficiencia de produccion: 1mM IPTG a 37°C, 1mM IPTG
a 25°C, 0,imM IPTG a 37°C, y un control sin inducir (figura 4.22). Como se observa
en la figura, las tres condiciones de induccion evidenciaron un buen nivel de expresion
de la proteina de interés. Se escogid la condicion de IPTG 1mM a 37°C, durante 4
horas, para los siguientes ensayos.

Cultivo Cultivo Cultive Cultivo
Sin inducir Inducido (1mM 37°C) Inducido (1mM 25°C) Inducido (0,1mM 37°C)
GFP \ | GFP \
To Ti T2 Ts3 500ng To T+ T2 Ts To Ti Tz Ts 500ng To T1 T2 Ts
— E il
/ - ‘/ / 1/
T — — e — i - —

Figura 4.22: SDS-PAGE del resultado de la puesta a punto de la expresion de
GFP. Se evaluaron las condiciones 1mM IPTG a 37°C, 1mM IPTG a 25°C, 0,1mM
IPTG a 37°C, y un control sin inducir; tomando muestras a las Ohs (To), 1hs (T4),
2hs (T2) y 4 hs (Tz). Como patrén del peso molecular esperado se utilizé 500ng de

proteina GFP previamente purificada en nuestro laboratorio.

4.2.2. Purificacion de GFP

A partir de la fraccion celular del cultivo se realizé una ruptura por sonicaciéon en el
buffer NaH,PO, 50mM pH 8,2; NaCl 300mM e imidazol 20mM con 3 ciclos de 30
segundos al 50% de potencia del equipo, con 40 segundos de pausa entre cada ciclo.
La fraccion soluble obtenida luego de centrifugar el lisado celular fue utilizada para los

posteriores pasos de purificacion por cromatografia de afinidad, IMAC.

Se selecciond una estrategia de purificacion en batch con matriz de agarosa unida a
Ni*2 (Qiagen), en condiciones nativas, es decir sin la presencia de agentes
caotropicos. En la figura 4.23 se muestra el resultado correspondiente al escalado de

la expresion y la posterior purificacion, con eluciones de Imidazol desde 50mM a
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500mM. Mientras que en la tabla 4.1 se muestra la cuantificacion de proteinas totales
y actividad (RFU) de cada paso de la purificacion de GFP.

500 mM

-

Figura 4.23: SDS-PAGE del escalado de la expresion de GFP y su posterior
purificacion en batch. La flecha verde indica la banda de sobrexpresiéon obtenida.
Mientras que en la parte superior de la figura se indican las concentraciones de
Imidazol de cada muestra evaluada.

Actividad Proteinas  Actividad

Operacion Volurlnen Enzimatica Totales Especifica
(mi) (RFU/Ml)  (mg/ml)  (RFU/mg)
Fraccion
soluble 25 1825,1 14,92 122,3
E1 50mM 1 6257,1 2,73 2292,0
E2 50mM 1 9310,6 1,45 6421,1
E3 50mM 1 54922 0,6 9153,7
E4 100mM 1 2333,8 0,23 10147,0
E5 150mM 1 648,7 0,06 10811,7

Tabla 4.1 Cuantificacion de proteinas totales y actividad enzimatica de cada paso
de la purificacién de GFP.

4.3. Produccion de plasmidos ultrapuros

Para la obtencién de plasmidos a una escala mayor, para ser utilizados en los ensayos
de inmunizacién en animales, se utilizé el método de lisis alcalino (Midiprep) seguido
de diferentes métodos de purificacién: cromatografia de intercambio idnico débil,
DEAE ¢ extraccién organica /PEG8000. Ambos protocolos se encuentran detallados

en el capitulo 2 de Materiales y Métodos (pagina 32)
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4.3.1. Cromatografia de intercambio iénico DEAE

Para la purificacion de plasmidos mediante cromatografia se utilizé una columna de
DEAE de 1ml (BIA Separations), la cual fue sembrada con el producto de la lisis
bacteriana de un cultivo expresando el plasmido de interés (pZ-EGFP y pEGFP-N3). El
perfil cromatografico obtenido para cada plasmido se muestra en la figura 4.24, junto

con una electroforesis en gel de agarosa de las fracciones en la figura 4.25.
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Figura 4.24: Perfil cromatografico de la purificacién plasmidica por columna de

intercambio i6nico DEAE de los plasmidos pEGFP-N3 (A) y pZ-EGFP (B). En

0

ambos casos el lavado y la elucion se realizaron mediante cambios en la
conductividad del buffer (linea verde), es decir mediante cambios en la
concentracion de NaCl. La linea azul representa los valores de absorbancia,
medidos en mAu a 280nm, mientras que la conductividad del buffer se sefala con
la linea roja (mS/cm). Con flechas naranjas se indican los picos correspondientes
al ARN y a ADN plasmidico.
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Figura 4.25: Electroforesis en gel de agarosa de las fracciones correspondientes a
la purificacion plasmidica por columna de intercambio i6bnico DEAE del vector pZ-
EGFP (A) y del vector pEGFP(B). (C) Purificacion de los vectores pZ-EGFP y
pEGFP mediante PEG-8000.

4.3.2. Extraccion organica/PEG8000

A partir del ADN obtenido mediante el método de lisis alcalina se purifico el ADNp
mediante una extraccién organica con cloroformo seguido de una precipitaciéon con
polietilenglicol (PEG) 8000, a partir de los mismos cultivos antes detallados (pZ-EGFP
y pEGFP). El resultado obtenido se muestra en la figura 2.24 C, mientras que en la
tabla 4.2 se indican los valores cuantitativos para la purificacion correspondiente a

PEGFP.

Elucién Precipitacion = Rendimiento
Cultivo (ml)
(Mg totales) (Mg totales)  (pg/ml cultivo)
Ext. Org.+ PEG 8000 23 - 315 13,7
DEAE 19 429,4 383,4 20,2

Tabla 4.2. Datos cuantitativas de la purificacion del vector pEGFP, mediante las

técnicas de extraccion organica + PEG800 y DEAE.

Mediante absorbancia a 260.n y 280.m, se evalu6 que la calidad de ambas
preparaciones en cuanto a la presencia de proteinas. La misma fue equivalente para
ambos métodos (>1,8), sin embargo a partir de los datos cuantitativos se observé que
el rendimiento global del método por columna de DEAE fue 47% mayor que el basado

en la extraccion organica y precipitacion con PEG8000.
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Teniendo en cuenta la cantidad de ADNp a utilizar, los costos y el tiempo, para las
siguientes preparaciones (pIntA-CT-VP6, pIntA-Z-PEP y pIntA-Z-CT-VP6), se continud

trabajando con el método de extraccion organica + PEG800 (figura 4.26).
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Figura 4.26: Purificacion de los vectores pIntA-CT-VP6, pIntA-Z-PEP y pIntA-Z-

CT-VP6 mediante extraccion organica y precipitacion con PEG8000.
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5. ESTUDIOS IN VITROE IN VIVO

5.1. Estudios In vitro

De manera de comprobar la funcionalidad de los vectores construidos para la
expresion de CT-VP6 en células de mamifero, se transfectaron células de mamifero
COS-7, con los plasmidos pIntA-Z-CT-VP6 (para la expresion de CT-VP6) y pZ-CT-
VP6-GFP (para la expresion de CT-VP6-GFP, previamente obtenido en nuestro
laboratorio). Mediante western blot, utilizando anticuerpos anti Z, se analizd la
expresion de cada proteina de fusion. Como se observa en la figura 5.1 fue posible
observar expresion de Z-CT-VP6 (17,9 kDa) y Z-CT-VP6-GFP (45,3 kDa). Esta ultima
proteina de fusion fue construida con el objetivo de evaluar la localizacion celular, y si
la presencia del dominio CT-VP6 6 GFP afectaba la normal localizaciéon de Z (figura
5.2).

Z-CT-VP6-GFP

Z-EGFP
Z-CT-VP6

2
K
N

ST

<— 130 kDa

<+ 55 kDa
+— 43 kDa

<+— 34 kDa
=26 kDa

Figura 5.1.Western Blot con anticuerpos a-Z de la fraccién celular correspondiente
a la transfeccién de pZ-CT-VP6 y pZ-CT-VP6-EGFP. Como control positivo del
ensayo de transfeccion se utilizé el vector pZ-EGFP, el cual codifica para la
proteina Z-EGFP de 37,8kDa, Como positivo del ensayo de inmunodeteccion se
utilizé la proteina Z-Tio purificada (27,3 kDa),mientras que se utilizé6 como control

negativo células COS-7 sin transfectar (ST).

A partir de esta metodologia de fluorescencia, no se detectan diferencias significativas
entre Z-EGFP (utilizada como control de la localizacion celular de Z) y Z-CT-VP6-GFP,
en cuanto a su distribucién, aunque si se observan diferencias significativas en el nivel
de expresion. Sin embargo, es necesario realizar estudios mas detallados utilizando
microscopia confocal para poder determinar la localizacion celular con certeza (figura
5.2).
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Figura 5.2. Microscopia de fluorescencia de células COS-7 transfectadas con pZ-
GFP (A) expuestas a 200ms y pZ-CT-VP6-GFP (B) expuestas a 400ms:

5.2. Estudios in vivo

Para evaluar la capacidad de estimulacion de la respuesta inmune del sistema de
vehiculizacion de antigenos basado en la proteina Z, para el dominio terminal de VP6,
se realizaron ensayos de inmunizacion en ratones Blab/C de 6 -8 semanas. Los
mismos fueron realizados en colaboracién con el Laboratorio de Inmunologia y
Virologia de la Universidad Nacional de Quilmes (Lic. Marcelo Arguelles) y con la

ayuda de la Dra. Leticia Bentancor.

5.2.1. Ensayo de inmunizacién en ratones para GFP

En trabajos previos, utilizando la proteina E de Dengue vehiculizada con Z, nuestro
grupo de trabajo habia demostrar que una estrategia de inmunizacién en ratones
mixta, basada en ADN y proteina purificada, era capaz de generar altos titulos de
anticuerpos contra uno de los péptidos evaluados y neutralizar la entrada viral /n vitro

(Mareze et al., 2015). En este trabajo se establecié un protocolo de inmunizacion
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similar, inoculando el vector para la expresion del antigeno de interés fusionado a la
proteina Z, y luego un refuerzo del antigeno soluble purificado a las 6 semanas. Se
utilizaron como adyuvante de la dosis de ADN, al monofosforil lipido A (MPLA) y como

adjuvante del antigeno proteico al adyuvante incompleto de Freud (INF).
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Figura 5.3 Ensayo de inmunizacion en ratones para el antigeno GFP. A.
Esquema de inmunizacion. B. ELISA para la deteccion de IgGa-GFP a partir de
los sueros obtenidos (en una dilucidon 1/100) de las sangrias de las semanas 2, 4,
6, 8 y 12. En el eje Y se sefala la absorbancia a 490 nm, de cada sangria
correspondientes a cada grupo (eje X). Los colores de la leyenda indican la
semana de cada sangria, y en letras verdes se indican las inmunizaciones con el

antigeno proteico soluble GFP.

De manera de realizar la puesta a punto del esquema de inmunizacion y confirmar asi
la efectividad de la metodologia propuesta se realizé un primer ensayo utilizando como
antigeno a la proteina GFP fusionada a Z. Este sistema fue previamente utilizado y
evaluado en trabajos anteriores en nuestro laboratorio, por lo que se tenia informacién

previa sobre la estimulacién de la respuesta inmune a partir de VLPs quiméricas de Z-
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EGFP (Borio et al., 2012). Se utilizaron los vectores codificantes para las proteinas Z-
GFP (pZ-EGFP) y GFP (pEGFP-N3), y la proteina GFP previamente purificada, segun
el esquema de inmunizacion mixto (ADN y proteina) detallado en la figura 5.3 A. El
mismo se encuentra descripto en el capitulo de Materiales y métodos (pagina 36),

adaptado del esquema utilizado en Mareze et al., 2015

Durante el periodo del ensayo se tomaron muestras de sangre cada semana, y se
realizé un ELISA para la deteccion de Inmunoglobulinas de tipo G a-GFP a partir del
suero obtenido. Como se observa en la figura 5.3 B, el grupo 5 obtuvo una senal
similar a la del grupo control negativo (grupo 6), evidenciando que la expresion de
GFP-Z a partir del ADN inoculado no es capaz de despertar respuesta humoral
detectable. Del mismo modo, el grupo 3 no desarrollo respuesta contra el antigeno
GFP vehiculizado en las VLPs quiméricas a partir de la expresion del ADN codificante.
Por otro lado los grupos 2 y 4 tuvieron un comportamiento similar, donde se logré
respuesta luego de la 3°" dosis con antigeno puro. Y por ultimo, como se esperaba
para la proteina GFP pura (grupo 1), se evidencié una respuesta significativa contra el

antigeno desde la 1¢" dosis.

5.2.2. Ensayo de inmunizacion en ratones para CT-VP6

A partir de los resultados obtenidos en el ensayo de inmunizacion para el antigeno
GFP, se realizé el disefo del esquema de inmunizaciéon para CT-VP6, al cual se

incluyd una etapa de desafio contra Rotavirus murino cepa EC.

Para esto se utilizaron, por un lado, los vectores pIntA-Z-CT-VP6 (para la expresion de
fusién Z-CT-VP6), pIntA-CT-VP6 (para la expresiéon de CT-VP6 sin fusion a Z) y la
proteina purificada CT-VP6.

Por otro lado, teniendo en cuenta trabajos previos que demuestran que el sistema de
vehiculizacién de pequenos péptidos basado en Z es capaz de estimular la repuesta
inmune en ratones (Mareze et al., 2015), se ensayaron los vectores pIntA-Z-PEP (para

la expresion de Z fusionada al péptido 368-397) y el péptido sintético PEP 368-397
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Figura 5.4 Ensayo de inmunizaciéon en ratones para el antigeno CT-VP6. A.
Esquema de inmunizacion, donde el fragmento marrén indica la recoleccion de las
heces de los individuos. B. ELISA para la deteccion de IgGa-CT-VP6 a partir de
los sueros obtenidos (en una dilucidon 1/100) de las sangrias de las semanas 2, 4,
6. En el eje Y se sefiala la absorbancia a 490nm, de cada sangria
correspondientes a cada grupo (eje X). Los colores de la leyenda indican la
semana correspondiente a cada sangria. En letras naranjas se indican las
inmunizaciones correspondientes al antigeno proteico soluble CT-VP6 o PEP 369-
397.

Al igual que en el primer ensayo de inmunizacion, se realizé la sangria de los animales
en las semanas 2, 4 y 5, y a partir de los sueros obtenidos se realizé un ELISA para la
deteccion de IgGa-CT-VP6 (figura 5.4). En el mismo se observé una respuesta
humoral significativa para el grupo 1, inmunizado en ambas dosis con proteina soluble
CT-VP6, y una menor pero significativa respuesta en el grupo 5, inmunizado en ambas
ocasiones con el péptido 368-397 soluble. En los grupos 2, 3 y 4, los cuales tuvieron
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una primer dosis de ADN, se vio una baja pero significativa respuesta en la Ultima

sangria, previa al desafio.

Para evaluar de manera indirecta la respuesta celular, se realiz6 un desafio de los
grupos de ratones a la 5%¥ semana con Rotavirus murino cepa EC, seguido de la
medicién de virus excretado en las heces de los individuos durante los 7 siguientes
dias (figura 5.5). En todos los casos evaluados se observaron curvas de excrecion

similares, con los maximos de excrecion entre los dias 2 y 5.
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Figura 5.5. Curvas de excrecion promedio por grupo. Titulacion de virus por

ELISA de captura, utilizando suero policlonal de cabra anti-rotavirus. En el eje Y se

representa la absorbancia a 492nm, mientras que en el eje X se sefialan los dias

posteriores al desafio de los animales. La titulacion se realizd para el grupo 1- CT-
VP6 + CT-VP6 (A), grupo 2- pZCT-VP6 + CT-VP6 (B), grupo 3- pCT-VP6 + CT-
VP6 (C), grupo 4- pZPEP + PEP (D), grupo 5- PEP + PEP (E) y el grupo control

correspondiente a animales infectados, sin inmunizacion previa (F).

Otro modo de analizar el resultado obtenido de la titulacion de virus posterior al
desafio, es mediante el porcentaje de reduccion del area bajo la curva para cada

animal de cada grupo, con respecto al grupo “sin infectar”, el cual corresponderia al

100% de proteccion (figura 5.6).
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Figura 5.6. Porcentaje de reduccion del area bajo la curva (AUC), con respecto
del grupo “sin infectar”, es decir el porcentaje de proteccion. El grupo control

corresponde al grupo infectado sin inmunizacion previa.

En ninguno de los casos se observo una diferencia significativa en la reduccion del
AUC, excepto una leve disminucion en el grupo 1, lo que coincide con la respuesta

humoral mas elevada observada en el analisis por ELISA directo.
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6-DISCUSION y CONCLUSIONES

Este trabajo tuvo como objetivo principal el desarrollo y evaluacion de una vacuna contra
rotavirus murino, basada en VLPs derivadas de la proteina Z del virus Junin conteniendo
antigenos especificos del virus. El sistema propuesto, est4 basado en una vacuna a
ADN que contiene la informacion para la expresion intracelular de la proteina Z
fusionada a antigenos de VP6. Una vez que las moléculas de ADN ingresan al nucleo
de la célula, comenzaria la transcripcion y luego la traduccion de la proteina de fusién
Z-antigeno. A su vez, la presencia de Z induciria la brotacién y liberacion de VLPs, que
luego estimularian el desarrollo de una respuesta inmune especifica contra los

antigenos contenidos en la vesicula.

Para la construccion y evaluacion del sistema, en cultivos de células y en animales, se
utilizé informacion de trabajos previos realizados por nuestro grupo de investigacion y
colaboradores. Sin embargo, y teniendo en cuenta las caracteristicas intrinsecas del
virus, para este trabajo fue necesario disefiar estrategias alternativas y generar nuevas

herramientas para llevar a cabo el desarrollo del sistema.

Basados en la literatura e informacion preexistente del virus de Rotavirus murino, se
escogié como antigeno de prueba a la proteina de la capside intermedia de la particula
viral (VP6). Esta proteina es muy conservada entre los grupos de Rotavirus y la mas
abundante en la particula viral. Particularmente, se escogié el dominio C-terminal de la
misma, el cual fue descripto como uno de los mas antigénicos. Conociendo que el
sistema basado en VLPs de la proteina Z ha resultado exitoso en la estimulacién de
respuesta inmune al ser utilizado con pequefios péptidos, se decidié ensayar en paralelo
con un dominio interno de la region C-terminal de VP6 (PEP 368-397, de 29
aminodacidos). A partir de la secuencia de los antigenos seleccionados se realizé un
andlisis bioinformatico basico del perfil de hidrofobicidad y prediccion de estructuras
secundarias para complementar la informacién de la cual se disponia. Este analisis
revel6 que CT-VP6 presentaba un perfil mayoritariamente hidrofilico, lo que
corresponderia a regiones de la proteina expuestas en un ambiente acuoso, y podria
estar asociada a su caracteristica antigénica. Estos datos reforzaron los fundamentos

de seleccion del antigeno.

Para la construccion del sistema, y evaluacion del mismo, fue necesario obtener la
proteina CT-VP6 pura. La misma seria utilizada en los ensayos con ratones, para
realizar los refuerzos en la estrategia de inmunizacion. Y por otro lado, seria utilizada

para la obtencion de anticuerpos anti VP6.
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Para poder expresar CT-VP6 de forma recombinante en E. coli, fue necesario optimizar
los codones del gen wild type. Esto significaba la mutacién de 56 nucleétidos, para lo
que se disefid y optimizé una estrategia de sintesis de genes in vitro. Se logrd obtener
el gen sintético y confirmar sus modificaciones mediante secuenciacion, para que luego

el mismo fuese utilizado como material de partida para posteriores clonados.

Para evaluar el mejor sistema de expresion en E. coli se clon6 CT-VP6 en tres sistemas
(PET, pTio y pGST), los cuales presentaban diferencias esencialmente en los
promotores y dominios de purificacion. Se obtuvo buenos niveles de expresion para los
tres sistemas, aunque se continué trabajando con pET, por una razén de costos,
disponibilidad de reactivos en el laboratorio y tamafios del dominio de purificacion.

Teniendo en cuenta la utilidad de CT-VP6 en los futuros ensayos de inmunizacion, se
intentd purificar la proteina en condiciones nativas. Para esto se ensayaron varios
métodos de lisis, aunque no se logrd obtener la proteina de forma soluble. En vista de
estos resultados, se decidié solubilizar los cuerpos de inclusién de CT-VP6 y purificar la
proteina en condiciones desnaturalizante utilizando una matriz IMAC. A partir de esta
estrategia se obtuvo CT-VP6 con un grado de pureza mayor al 98% (determinado por
SDS-PAGE, y espectrometria de masa) y con un rendimiento global de 2,5 mg por litro

de cultivo.

El andlisis de la proteina CT-VP6 mediante espectrometria de masa revelo que la misma
se encontraba mayoritariamente en dos formas. Una de ellas sin la metionina inicial, y
la otra, en su version completa. Este procesamiento ha sido previamente descripto como
frecuente en proteinas expresadas en E. coli, especialmente en aquellas que presentan
como segundo residuo (luego de la metionina) Gly, Ala, Pro, Ser, Thr, Val 6 Cys, como
es el caso de CT-VP6. Por otro lado, se observé la existencia de una fraccion de la
proteina con una posible acetilacion. De acuerdo a diferentes publicaciones, esta
modificacion es habitual para E. coli en los residuos de lisina con un contexto
aminoacidico similar al de CT-VP6 (Val68, Lys69, Leu70).

El sistema propuesto en este trabajo consiste en una vacuna a ADN, siendo esta
eleccion una decision basada principalmente en los costos operativos y de produccion
de este tipo de vacunas, y en la flexibilidad del sistema para realizar modificaciones para
futuras nuevas variantes virales. Por otro lado, en trabajos previos del LIGBCM-AVEZ
se obtuvieron resultados prometedores utilizando esta estrategia con antigenos

derivados de la proteina E del virus Dengue.

Por lo tanto, teniendo en cuenta las caracteristicas del sistema propuesto, fue necesario

optimizar un método de purificacion de &cidos nucleicos, de manera de obtener el ADN
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plasmidico correspondiente a los vectores construidos a gran escala y ultrapuro. Para
esto se analiz6 un método convencional de purificacién de &cidos nucleicos basado en
extraccion orgénica y posterior precipitacion con PEG8000, y un método cromatografico
basado en resinas de DEAE. Ambas metodologias resultaron satisfactorias en cuanto a
la calidad del ADNp obtenido. Sin embargo, la purificacion mediante resina de DEAE
permitié6 obtener un rendimiento 47% mayor al obtenido por extraccion organica y
posterior precipitacion con PEG8000, junto con una mayor proporcion del plasmido en

su conformacion superenrollada.

Previo al ensayo del sistema, en un modelo animal, fue necesario evaluar la
funcionalidad de sus componentes en cultivo de células eucariotas. Para esto se
realizaron ensayos de expresion transitoria utilizando los plasmidos que codifican para
la expresién de las proteinas de fusion Z-CT-VP6 y Z-CT-VP6-EGFP. Mediante western
blot fue posible comprobar la expresiéon de ambas proteinas en células COS7, pero no
se pudo confirmar la expresiéon de CT-VP6 y Z-PEP368-397, como tampoco la presencia
de VLPs en el sobrenadante de cultivo a partir de la transfeccion de pZ-CT-VP6 y pZ-
PEP368-397. Por trabajos previos con otros antigenos sabemos que los niveles de
expresion de Z fusionada a otra proteina varian dependiendo de las caracteristicas del
péptido (tamafio, carga, estructura), y de la linea celular utilizada. Debido a reparaciones
en el equipo asociado a este ensayo no se pudo confirmar la presencia de VLPs a partir
de la expresioén de los plasmidos disefiados. Por otro lado, se debe tener en cuenta que
la no deteccion de VLPs, utilizando western blot, no implica la ausencia real de las
vesiculas, y son necesarios ensayos complementarios como TEM, para confirmar este

resultado.

Una vez obtenidas las herramientas y componentes necesarios para evaluar el sistema
de vehiculizaciéon basado en Z en animales, se realiz6 la puesta a punto de la estrategia
de inmunizacién con el antigeno GFP previamente evaluado en nuestro laboratorio. En
este ensayo se evalud al antigeno en un esquema mixto de inmunizacion, utilizando
ADN codificante para la produccién de VLPs quiméricas y el antigeno proteico puro
(GFP) para realizarlos refuerzos. Esta estrategia basada en una vacuna a ADN, tiene
como principales ventajas respecto a una vacuna de VLPs, la eliminacion de la etapa
de produccion de las VLPs y la bioseguridad de las mismas. Las VLPs producidas en
células eucariotas en cultivo poseen en su interior y en la membrana proteinas y otras
moléculas derivadas de la célula hospedadora (Buonaguro et al., 2011, Borio et al.,
manuscrito en preparacion), que podrian conllevar a efectos secundarios. Al utilizar ADN
codificante para la produccion de VLPs que contienen en su interior el antigeno de

interés, las mismas son generadas dentro del individuo, eliminando la presencia de
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componentes celulares heterélogos y disminuyendo la posibilidad de efectos no

buscados.

Como resultado del ensayo con el antigeno GFP, se observo una elevada respuesta
humoral en el control positivo de inmunizacion (con proteina pura en presencia de
adjuvante). Los grupos 2 y 4, inmunizados con ADN y refuerzos con proteina soluble
(GFP), evidenciaron respuesta luego del refuerzo con el antigeno soluble, lo que podria
indicar que este asociada solo a este tipo de estimulo, y no de la dosis previa de ADN.
Los grupos inmunizados exclusivamente con ADN no tuvieron respuesta, lo que es de
esperar segun lo expuesto en bibliografia y trabajos previos. Las vacunas a ADN suelen
tener una mayor respuesta en protocolos de inmunizacion con refuerzos de antigenos
puros, vectores virales o VLPs, (Grunwald & Ulbert, 2015). Por este motivo, en el
siguiente esquema de inmunizacién evaluado, los grupos de inoculacién exclusiva con

ADN, no fueron incluidos.

En el segundo ensayo de inmunizacion, ahora utilizando el antigenos (CT-VP6, 6 PEP
368-397) del virus Rotavirus, se realizaron modificaciones en el esquema de
inmunizacién (se disminuy6 el tiempo en la estrategia de inmunizacion) se incluy6é una
etapa de desafio contra el virus. Ademas, para evaluar distintos dominios del antigeno
y el tamafio del mismo, se incluyé como segundo antigeno el péptido 368-397 (3,4 kDa).
Nuevamente, se realizd un protocolo mixto de inoculaciéon de ADN y luego refuerzo con
antigenos solubles, se evalu6 la estimulacion de la respuesta inmune y la proteccion
contra la infeccién del virus. Similar a lo observado para GFP, la mayor respuesta
humoral obtenida fue a partir de la inmunizacién con CT-VP6 pura o, en segundo lugar
con péptido puro. Sin embargo, en el grupo 2 inoculado con ADN para la produccion de
VLPs de Z-CT-VP6 y proteina pura CT-VP6, se observd diferencia significativa con
respecto al grupo control. Nuevamente, no es posible determinar si esta sefial es
consecuencia de la dosis con ADN inicial o productos del refuerzo con proteina
recombinante. Es necesario repetir los ensayos para obtener mayor certeza de los

resultados obtenidos.

Por otro lado, en cuanto a la protecciéon de la infeccion viral con Rotavirus murino EC
luego de la inmunizacién, no se observo diferencias significativas con respecto al control
en ninguno de los casos. Tampoco pudimos ver resultados positivos de proteccion con
los grupos 1 y 5 (inoculacion con antigeno CT-VP6 y PEP368-397, respectivamente),
los cuales ademas de estimular respuesta humoral, estaban descriptos en bibliografia
que eran capaces de disminuir la carga viral en las heces de los animales (Choi et al.,
2000). Esta diferencia observada con respecto a los autores mencionados, podria

explicarse a partir de algunas diferencias realizadas en el protocolo de inmunizacion.
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Una de ellas corresponde a la via de administracion de las dosis, en este trabajo se
utilizé la via intramuscular, mientras que en el articulo se aplico la via intranasal. Por
otro lado, el antigeno recombinante utilizado en la publicacién posee un agregado de
secuencia heteréloga correspondiente al dominio de purificacion MBP (Maltose binding
protein), lo que facilitd la purificacion del antigeno en condiciones nativas. Teniendo en
cuenta que los grupos control (1 y 5) no se comportaron como tal, no podemos concluir
respecto de la funcionalidad del sistema ensayado, y consideramos necesario repetir el
experimento considerando las modificaciones del protocolo realizadas.

Por ultimo, con respecto a lo observado en la estimulacion de la respuesta humoral a
partir del esquema de inmunizacién mixto con el péptido 368-397, no seria correcto
asegurar que el sistema de vehiculizacién basado en Z no es apto para antigenos de
Rotavirus. En el articulo de Mareze et al., (2015) donde se evaluaron antigenos del virus
Dengue en este mismo sistema, se seleccionaron dos péptidos, uno de ellos tuvo como
resultado la estimulacion significativa de la respuesta humoral y producciéon de
anticuerpos neutralizantes, mientras que el otro péptido no tuvo resultados significativos
en ninguno de los dos casos. Esto indicaria la relevancia del antigeno seleccionado para
el esquema de inmunizacién aplicado. Por otro lado, nos muestra que es necesario
estudiar con mayor detalle las caracteristicas de los antigenos usados para poder
predecir los requerimientos minimos necesarios para el buen funcionamiento del

sistema de vehiculizacion.
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