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RESUMEN

M.C.P. Alejandra Guadalupe Martinez Pérez Fecha de titulacion: Junio 2019
Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn '
Facultad de Medicina

L

Titulo del estudio: DESARROLLO DE UN ADENOVIRUS ONCOLITICO QUE EXPRESE EL
ADYUVANTE 4-1BBL FUSIONADO AL ANTIGENO E7

Paginas del estudio: 54

Area del estudio: Morfologia Candidato para el grado de Maestra en
Ciencias con Orientacién en Morfologia

Propésito y método del estudio:

El presente trabajo tiene como finalidad expresar el sistema adyuvante SA/E7/4-1BBL en el
contexto de una terapia génica adenoviral. Se ha descrito que la unién del ligando 4-1BBL a su
receptor en celulas dendriticas ocasiona efectos pleiotropicos en el sistema inmune innato,
adaptativo y regulatorio. Se ha creado una forma quimérica de este ligando (SA/4-1BBL) como
vehiculo para la entrega de antigenos a las células dendriticas, mediante un sistema de complejos
proteicos por la union de SA/4-1BBL con antigenos biotinilados; sin embargo, representa un
proceso laborioso debido a que es necesario emplear dos sistemas. Recientemente, con el fin de
simplificar el sistema de complejos proteicos, se desarrollé una fusién génica que incluye el
antigeno E7 del HPV-16, la estreptavidina y la molécula inmunoestimuladora 4-1BBL: ademas se
demostr6 que dicha construccion tiene un potente efecto antitumoral y mejoria en la supervivencia
al ser administrado mediante biobalistica en un modelo murino de cancer. A pesar de que estos
resultados son prometedores, este tipo de sistema tiene diversas limitantes, como son la baja
tasa de transfeccion, riesgo de integracion al genoma y area de administracion local, por lo que
debera ser probado en un sistema mas eficiente. Los adenovirus constituyen uno de los sistemas
mas eficientes de entrega de genes in vivo, ademas una variante de éstos, los adenovirus
oncoliticos (AdO), poseen la capacidad de replicarse selectivamente en células tumorales. Por lo
que en este proyecto se pretende expresar la fusion génica SA/E7/4-1BBL en un adenovirus
oncolitico, para generar una terapia génica antitumoral mas eficiente.

Conclusiones y contribuciones:

Se construy6 un adenovirus oncolitico que porta el gen del inmunomodulador 4-1BBL fusionado
al antigeno E7 (PS/SA/E7/4-1BBL).

El AdO es capaz de infectar y dirigir la expresién de la proteina PS/SA/E7/4-1BBL en células
tumorales y no tumorales, con envio a reticulo endoplasmico.

El AdO tiene selectividad de replicacién en células tumorales.
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INTRODUCCION

El cancer se situa dentro de las primeras causas de muerte en el mundo
ocasionando mas de 8 millones de defunciones en el afno 2015, donde el 70% de
las muertes se registran en paises de nivel socioeconémico medio y bajo. El 25%
de estos casos de cancer son ocasionados por infecciones oncogénicas como
las causadas por papilomavirus humanos (“WHO | World Health Organization”,

s/f).

Los tratamientos actuales consisten en la cirugia, radioterapia y quimioterapia,
los cuales son altamente eficientes, sin embargo, tienen la desventaja de
presentar una alta tasa de recurrencia, asi como efectos adversos que afectan la
calidad de vida del paciente, por lo que se ha optado por explorar nuevos

enfoques terapéuticos.

La terapia génica es una tecnologia que utiliza secuencias de ADN modificado
para la expresion Optima de diferentes proteinas, antigenos y moléculas
inmunoestimulantes (Khan, 2013). La administracion de esta terapia puede ser

de forma directa como ADN desnudo o a través de vectores (virales y no virales).

Se han obtenido resultados muy prometedores con vacunas de ADN desnudo
que codifican proteinas inmunomoduladoras como el ligando 4-1BBL en conjunto

con antigenos asociados a tumor (AAT), en nuestro interés particular el antigeno



E7 del Virus del Papiloma Humano, principal agente causal del desarrollo de

cancer cervical.

Este tipo de vacunas son rapidas de producir para su evaluacion preclinica
ademas de otorgar buenos resultados. Sin embargo, presentan algunas
limitaciones tales como baja tasa de transfeccion, via de administracion local que
solo transfecta a las células adyacentes y riesgo de integracidn al genoma; por lo

que se ha optado por ser evaluadas bajo un sistema que elimine tales limitantes.

Los adenovirus constituyen uno de los sistemas mas eficientes de entrega de
genes in vivo, esto gracias a su capacidad infectiva permitiendo que multiples
células sean transfectadas con el gen de interés. Los adenovirus oncoliticos
poseen la capacidad de replicarse selectivamente en células tumorales ayudando
a su eliminacién, produciendo una amplificacibn de la respuesta que
normalmente se obtenia con los adenovirus convencionales, lo que los hace muy

atractivos para la terapia génica antitumoral.

Actualmente existe una gran cantidad de estudios clinicos que utilizan este tipo
de vectores adenovirales, incluso algunos de ellos se encuentran aprobados para
su uso terapéutico ya sea como agentes individuales o en conjunto con las

terapias ya existentes.



ANTECEDENTES

INMUNOTERAPIA ADENOVIRAL EN CANCER

La inmunoterapia contra el cancer se encarga de aprovechar las funciones de
especificidad y memoria del sistema inmune en contra de células malignas para
llegar a una remision tumoral disminuyendo los efectos adversos téxicos y
reincidencias, tal como ocurre en la quimioterapia y radioterapia. Su finalidad es
la generacién de linfocitos T CD8+ funcionalmente activos y de larga duracién los
cuales sean especificos para células tumorales (Cheuk, Mufti, & Guinn, 2004; Li

& Liu, 2013).

Para una respuesta celular de linfocitos CD8+ es de vital importancia la
interaccién de ligandos co-estimuladores presentes en las células presentadoras
de antigenos con los linfocitos T CD8+. Dicha interaccidon permite la proliferacion,
diferenciacion, supervivencia y homeostasis del sistema inmune. El uso de
ligandos co-estimuladores ha sido implementado en el desarrollo de vacunas

terapéuticas contra el cancer (Kilinc et al., 2006; H.-W. Lee et al., 2002).

El ligando 4-1BBL ha demostrado efectos pleiotrépicos sobre el sistema inmune
al unirse con su receptor 4-1BB. Ademas, esta demostrado que al usar complejos
proteicos de antigenos con una forma quimérica del adyuvante 4-1BBL unido a
la proteina estreptavidina (SA/4-1BBL) se incrementa la respuesta inmune

antitumoral en ratones con tumores establecidos (Sharma et al., 2010).



Con el fin de simplificar el sistema de complejos proteicos se realiz6 una fusién
génica del adyuvante SA/4-1BBL y el antigeno E7, la cual se administré como
vacuna de ADN mediante biobalistica, demostrando efecto antitumoral y mejoria

en la supervivencia en un modelo murino de cancer (Garza-Morales et al., 2019).

Las vacunas de ADN ofrecen varias ventajas tales como facil produccion a bajo
costo y mas importante aun, son capaces de despertar buenas respuestas
inmunes tanto celulares como humorales (Haupt, Roggendorf, & Mann, 2002).
Mientras que entre sus desventajas mas importantes se presentan el riesgo de
integracion en el genoma, la baja tasa de transfeccidbn que solo ocurre

principalmente en el area local de administracion.

Por lo que, en nuestro laboratorio una vez que se ha corroborado que una vacuna
ADN demuestra el efecto deseado, ésta es evaluada bajo sistemas mas

eficientes para su futuro escalamiento de produccion.

Los adenovirus constituyen uno de los sistemas mas eficientes de entrega de
genes invivo (C. S. Lee et al., 2017), esto debido a diversas caracteristicas como
la capacidad de poder incorporar grandes fragmentos de ADN en su genoma,
presentan una alta eficiencia de transfeccion, tienen la capacidad de infectar
multiples linajes celulares, pueden ser manipulados genéticamente para evitar su
patogenicidad y/o cambiar su tropismo tisular, permanecen de manera episomal

dentro del nlcleo y se generan altos titulos virales durante su produccion.



Los adenovirus oncoliticos poseen la capacidad de replicarse selectivamente en
células tumorales debido a modificaciones realizadas en sus genes tempranos,
representando una estrategia eficaz y segura (Howells, Marelli, Lemoine, &

Wang, 2017).

4-1BBL

Elligando 4-1BBL es una glucoproteina tipo Il que pertenece a la familia del factor
de necrosis tumoral que actia como un inmunomodulador debido a sus efectos
pleiotrépicos en la inmunidad innata, adaptativa y regulatoria. Se expresa en
diversas células presentadoras de antigeno, como linfocitos B, macréfagos y

células dendriticas, asi como en linfocitos T activados (Li & Liu, 2013).

El gen de 4-1BBL humano se encuentra localizado en la banda p13.3 del
cromosoma 19 y codifica a una glucoproteina tipo Il conformada por 254
aminoacidos (Cheuk et al., 2004) que interacciona con el receptor 4-1BB, el cual
se expresa en una amplia variedad de células del sistema inmune como linfocitos
T, NK, NKT, Treg entre otras. Las sefiales mediadas por 4-1BB en los linfocitos
T CD8+ dan lugar a la proliferacion de éstos, la estimulacion de la produccion de
citocinas proinflamatorias y la inhibicion de la apoptosis para aumentar su
supervivencia (Vinay & Kwon, 2012; Kwon & Weissman, 1989; H.-W. Lee et al.,

2002).

4-1BBL existe como un homotrimero y lleva a cabo su funcién como una proteina
ligada a la membrana. La forma soluble de este ligando carece de actividad
bioldgica. En los estudios realizados en el afio 2005 por Rabu et al. se comparé
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el efecto una forma soluble del dominio extracelular de la forma humana de 4-
1BBL, para lo cual éste fue combinado con un péptido de biotinilacion (AviTag),
el cual existe como un homotrimero, o con una etiqueta monomérica FLAG,
dando como resultado que 4-1BBL combinado con la AviTag posee una mayor
afinidad que FLAG-4-1BBL. De igual manera, un efecto co-estimulador muy
significativo fue observado en células T purificadas cuando el AviTag-4-1BBL fue
inmovilizado con perlas de estreptavidina. Ademas, se demostro que el entrelazar
dos AviTag-4-1BBL triméricos fue lo minimo requerido para suscitar una actividad

co-estimuladora significativa (Rabu et al., 2005).

Sharma et al. generaron una forma novedosa del ligando al fusionar el dominio
extracelular del 4-1BBL murino al C-terminal de la estreptavidina (SA) modificada,
dando una forma multimérica del 4-1BBL. Ademas, al poseer SA en su estructura
permite su rdpida conjugacion con antigenos asociados a tumor biotinilados,
gracias a la potente atraccion/interaccion no covalente entre la estreptavidina y
la biotina. Al emplear estos conjugados de antigenos con SA/4-1-BBL
demostraron que se mejora la eficacia in vivo de captacion e internalizacion por
las células dendriticas resultando en una mejor activaciéon del sistema inmune a
través de la presentacién cruzada, dando lugar una mayor proliferacién y

funciones efectoras (Sharma et al., 2010).

Esta estrategia ha sido de igual manera util para contrarrestar los mecanismos
de evasion de los tumores hacia el sistema inmune. Los tumores convierten

células T CD4+ a células T reguladoras CD4+ CD25+FoxP3+ (iTreg) las cuales



juegan un papel importante en estos mecanismos de evasion. De esta manera,
el bloqueo de esta conversion de células T CD4+ a células iTreg representa una
diana para mejorar la eficacia de terapias inmunoterapéuticas. En el afio 2012,
Madireddi et al. demostraron que la co-estimulacion de SA/4-1BBL inhibe la
conversion de células T CD4+ convencionales a células iTreg mediante la

produccién de IFN-y (Madireddi et al., 2012).

RECEPTOR 4-1BB

4-1BB (CD137) es un miembro de la familia de los receptores del factor de
necrosis tumoral (TNFR) la cual es expresada de manera inducible en altos
niveles principalmente en las membranas de los linfocitos T CD4+ y CD8+
activadas siendo su principal efecto el inmunoestimular a dichas células vy
convirtiéendose asi en un blanco prometedor para su estudio en la
inmunomodulacién (Zhou et al., 1995). Fue caracterizado por primera vez en
ratones, y posteriormente el homologo humano de 4-1BB fue caracterizado por

Alderson, et al. en 1994.

El gen de este receptor 4-1BB se localiza en el locus 1p36, el cual codifica para
una proteina de 255 aminoacidos y los analisis de hidrofobicidad predicen que
los residuos 1 al 17 comprenden un péptido senal el cual es seguido por un
dominio extracelular de 169 residuos, una regién transmembranal de 27 residuos
y finalmente un dominio extracelular de 42 residuos (Cheuk et al., 2004). Es sobre
expresado cuando células T son activadas por algun agonista en la presencia de
células presentadoras de antigenos. Se expresa en células T CD4+, CD8+, NK,
NKT y de manera constitutiva en células dendriticas CD11c+ y células T
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reguladoras (Treg) CD4+ CD25+. También se ha observado expresién funcional
en células de la serie mieloide como monocitos, eosindfilos, neutrofilos y células

cebadas (Vinay & Kwon, 2012).

Cuando el 4-1BB se une a su ligando de alta afinidad 4-1BBL, el cual se expresa
en una variedad de células presentadoras de antigenos como células dendriticas,
células B y macrofagos, induce activacion de ceélulas T, expansion clonal,
supervivencia y el establecimiento de una memoria inmune a largo plazo (Helmy,

Patel, Nahas, & Rameshwar, 2013; H.-W. Lee et al., 2002; Vinay & Kwon, 2012).

ADENOVIRUS ONCOLITICOS

Los adenovirus son virus no envueltos por membrana, presentan una capside
proteica icosaédrica que engloba un ADN linear de doble cadena de
aproximadamente 36,000 pares de bases. El genoma codifica aproximadamente
35 proteinas que son clasificadas como: “early” o “tempranas" para las proteinas
expresadas antes de la iniciacién de la replicacion viral, y “late” para aquellas

tras la iniciacién de la replicacion del ADN (C. S. Lee et al., 2017).

Las proteinas tempranas tienen funciones regulatorias que permiten al virus
tomar control de la célula para llevar a cabo la replicacion del ADN viral, mientras
que las proteinas tardias son aquellas que cumplen funciones estructurales para
la formacién de las capsides de los nuevos viriones formados. Los viriones son
ensamblados en el nucleo alrededor del primer dia postinfeccion y después de
varios dias, la célula es lisada liberando alrededor de 10,000 viriones, esto bajo

un sistema de amplificacion en células permisivas. Existen al menos 57 serotipos
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de adenovirus humanos, que forman 7 especies que van de la A-G (Wold & Toth,

2013).

La infeccidbn en humanos suele ser asintomatica o puede desarrollar una
enfermedad leve en tracto respiratorio, digestivo o urinario, que puede ser
resuelta en sujetos inmunocompetentes. En la mayoria de la poblacidén existe
inmunidad para los serotipos mas frecuentes, por lo que las investigaciones en

terapia génica se han enfocado en usar los serotipos menos frecuentes 2 y 5.

Los adenovirus, como vectores virales, ofrecen diferentes ventajas, comparados
con otros sistemas de entrega de genes. Primeramente, constituyen el sistema
mas eficiente de entrega de genes in vivo; y esto debido a diversas
caracteristicas, tales como alta capacidad de infeccién, alta expresién del
transgén, residencia episomal en el nucleo, por lo que no se integran al genoma,
son capaces de infectar células que se estén dividendo y no, son inmunogénicos
por si mismos, ademas regularmente se obtienen altos titulos virales (C. S. Lee
et al., 2017). Debido a su alta inmunogenicidad, son ideales candidatos para su

aplicacion en oncolisis y vacunacion.

A lo largo de los afios, se han desarrollado diferentes tipos de vectores
adenovirales, existen dos tipos: los de replicacion deficiente y los de replicacion

competente (oncoliticos).



El uso de los adenovirus inicié con los de primera generacién, que para
establecer su uso seguro se eliminaron genes esenciales de la replicacion viral
(E1a 'y E1b), la deplecidén de dichos genes resulté en adenovirus de replicacidon
deficiente, los cuales tienen una capacidad de clonacion de transgén reducida.
Son generados utilizando recombinacion homoéloga en células que expresan el
gen E1, tales como las HEK-293. En la actualidad son raramente utilizados, ya
que su generacidn es un proceso extremadamente ineficiente. Inicialmente
fueron utilizados por sus propiedades inmunogénicas para la entrega de genes
directamente a las células tumorales induciendo una respuesta inmune

antitumoral local (C. S. Lee et al., 2017).

Los adenovirus de replicacion competente son ampliamente utilizados en terapia
génica para el cancer, éstos son disefiados para replicarse preferencialmente en
células tumorales y destruirlas a través del proceso litico natural de la replicacion
viral (Wold & Toth, 2013). Algunas de las estrategias oncoliticas mas
significantes, estan basadas en mutaciones de los genes tempranos para
habilitar la replicacidn selectiva en células tumorales, mientras que las células no
transformadas se conservan (Baker, Aguirre-Hernandez, Halldén, & Parker,
2018). La estrategia mas comun para generar adenovirus oncoliticos es la
delecion de genes que son esenciales para la replicacion viral en células
normales, pero que es compensada en células tumorales con el ciclo celular
alterado, dafo en la reparacion del ADN y mecanismos de muerte celular (Bressy

& Benihoud, 2014).
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El primer adenovirus oncolitico para estudios clinicos fue generado por delecion
de la proteina E1B55K. Durante las etapas tempranas de la infeccion viral,
E1BBK se une a p53 y promueve la transicion G1/S en presencia de ADN viral y
ADN danado de la célula hospedera. E1BBK es vital para la replicacién del
adenovirus en células normales, mientras que, en la mayoria de los tipos de
cancer, p53 no es funcional, resultado de mutaciones directas o indirectas en las
proteinas reguladoras de p53 (White, 2006). A pesar de demostrar su seguridad,
estos adenovirus presentaron una pobre replicacién en células tumorales, con

resultados modestos en los ensayos clinicos.

Debido a la atenuada replicacion con los E1B55K mutantes, surgié una nueva
generacion de adenovirus con pequefas deleciones especificas en el gen E1A,
para retener la potencia viral, mientras todavia sigue siendo tumor-selectivo. La
expresion de E1A es absolutamente requerida para la replicacion viral, a través
de la unién de la proteina de retinoblastoma pRB, que libera a E2F para inducir
una fase de sintesis, habilitando al virus para explotar el ADN celular y los

mecanismos de sintesis de proteinas (Berk, 2005).

T ~—~CCBP.
E1A) —» (E1A

(cepi E1A)

E2F @
Transcription activation
S-phase induction

.
& @&

Figura 1. Funciones de E1A. La expresion de E1A es absolutamente requerida para la
replicacion viral, al unirse a la proteina Rb libera al factor de transcripcién E2F, el cual actda
directamente en la replicacion del genoma viral, asi como induccién de la fase de sintesis
en el ciclo celular.

pRb E2F
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El gen E1A contiene cuatro regiones conservadas (CR1, CR2, CR3 y CR4), cada
una con sus funciones especificas. El factor de transcripcién celular E2F es
normalmente reprimido por la proteina de retinoblastoma (pRB) o por miembros
de esta familia p130 o p107. Cuando el pequefio dominio (24 aminoacidos)
E1ACR2, se une a pRB, E2F es liberado e induce la fase de sintesis. La delecién
en E1ACR2, permite la replicacion selectiva en células tumorales con
alteraciones en la regulacién del ciclo celular, pero no en células normales con
un control intacto del crecimiento. Los primeros adenovirus con esta mutacidn

fueron dI922-947 y AdA24 (Fueyo et al., 2000; Heise et al., 2000).

En el presente trabajo se buscé obtener un efecto antitumoral mediante la
combinacién de dos mecanismos, por un lado, la expresién del transgén que
previamente ha demostrado un efecto antitumoral, y por otro lado el efecto de

lisis especifica sobre células tumorales de los adenovirus oncoliticos.
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EXPRESION DEL TRANSGEN
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Figura 2. Mecanismos propuestos de efecto antitumoral. Se propone la combinacion
de la expresién de un transgén con efecto antitumoral ya demostrado y el uso de un

adenovirus oncolitico como mecanismo para lograr un efecto antitumoral (ftomado de Genes
& Diseases (2017) 4,43-63).
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Sera posible expresar la fusiéon génica PS/SA/E7/4-1BBL en el contexto de una

terapia génica adenoviral?
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JUSTIFICACION

Estd demostrado que el ligando 4-1BBL al unirse con su receptor 4-1BB,
ocasiona efectos pleiotrdpicos en células del sistema inmune innato, adaptativo
y regulatorio. Recientemente se demostré que al conjugar una forma quimérica
del ligando (SA/4-1BBL) con el antigeno E7, en forma de complejos proteicos,
confiere mayor efecto antitumoral, asi como mayor supervivencia en modelos

murinos de cancer.

La fusion del adyuvante SA/4-1BBL y el antigeno E7 en un solo gen, administrada
mediante biobalistica demostré los mismos efectos encontrados en el sistema de

complejos proteicos.

Debido a que los adenovirus constituyen el sistema mas eficiente de entrega de
genes in vivo, y ya que los adenovirus oncoliticos son capaces de replicarse en
células tumorales, en este trabajo se propone expresar la fusion génica

PS/SA/E7/4-1BBL en el contexto de un adenovirus oncolitico.
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HIPOTESIS

El sistema adyuvante 4-1BBL fusionado al antigeno E7 funciona en el contexto

de una terapia génica adenoviral.

16



OBJETIVO GENERAL

Demostrar si el sistema adyuvante 4-1BBL fusionado al antigeno E7, funciona en

el contexto de una terapia génica adenoviral.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Construir un adenovirus oncolitico que exprese el sistema adyuvante 4-1BBL

fusionado al antigeno E7.

. Demostrar la funcionalidad del adenovirus oncolitico recombinante.

. Determinar si el adenovirus oncolitico recombinante posee un efecto

antitumoral in vitro.
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MATERIALES
CONSTRUCCION GENICA PS/SA/E7/4-1BBL
Partiendo del extremo amino hacia el extremo carboxilo, la secuencia esté
conformada por un péptido sefal, el ndcleo de la estreptavidina, el antigeno E7
del VPH-16, en el extremo carboxilo el dominio extracelular del 4-1BBL; y como
espaciadores entre cada una de subunidades se encuentran dos linkers
(Gly4Ser)3; y la secuencia completa se encuentra flanqueada por los sitios de

restriccion Bglll'y Hindlll.

ADENOVIRUS ONCOLITICOS RECOMBINANTES

El genoma adenoviral a utilizar presenta una delecion delta 24 en el gen E1, una
deleciéon Bglll-Mfel de 1222 bp de longitud en la regién E3 conservando los genes
E3 ADP, RIDa, RIDB y 14.7K, una fibra hibrida Ad5/3 y un casete de expresion
CMV-(SP)-SA-E7-4-1BBL-SV40-pA insertado entre el gen de la fibra y la region

E4.

LINEAS CELULARES

HEK-293: Células embrionarias de rinbn humano con el gen E1 del adenovirus 5
integrado en su cromosoma 19 (CRL-1573, ATCC).

TC-1: Células tumorales de pulmén de ratén de la cepa C57BL/6 co-
transformadas con las oncoproteinas E6 y E7 del VPH-16 (CRL-2785, ATCC,
descontinuada).

NIH/3T3: Fibroblastos embrionarios de raton (CRL-1658, ATCC).
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ANTICUERPOS

Anticuerpo  monoclonal murino Anti-E7 (NM2: sc-65711, Santa Cruz
Biotechnology)

Anticuerpo monoclonal de rata Anti-4-1BBL (RM0067-3H19: ab86575)
Anticuerpo policlonal de conejo Anti-calnexina (H-70: sc-11397, Santa Cruz
Biotechnology, descontinuado)

Anticuerpo policlonal de conejo Anti-IgG de ratén conjugado con HRP (A9044,
Sigma Aldrich)

Anticuerpo policlonal de cabra Anti-lgG de conejo conjugado con CF488A
(20019, Biotium)

Anticuerpo policlonal de cabra Anti-IgG de ratén conjugado con CF594 (20111,
Biotium)

Anticuerpo policlonal de cabra Anti-lgG de rata conjugada con FITC (31629,

Thermo Fisher)

MEDIOS DE CULTIVO
Medio DMEM “Dulbecco’s Modified Eagle Medium” (11995-065, gibco)

Medio RPMI 1640 “Roswell Park Memorial Institute” (R8758, Sigma-Aldrich)
Glutamina: GlutaMAX (35050-061, Gibco)

Piruvato (11360070, Gibco)

Antibiotico-Antimicotico: Penicilina-Streptomicina (11360070, Gibco)

G-418: Geneticina (11811023, Thermo Fisher Scientific)

Mercaptoetanol (21985023, Gibco)

Ficoll-Paque (GE17-1440-02, Sigma-Aldrich)
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REACTIVOS

4’,6-Diamidino-2-Fenilindol DAPI (D1306, Thermo Fisher Scientific)

Acrilamida/Bis-Acrilamida 30% (A3699, Sigma-Aldrich)

Agua bidestilada (Laboratorios Monterrey)

Antibidtico-antimicético: Penicilina-Estreptomicina (30-004-Cl, Corning)

Azul de tripano (15250061, Gibco)

Bromuro de tiazolil azul tetrazolio MTT (M2128, Sigma-Aldrich)

BSA (B90015, NEB)

Buffer de carga para proteinas 4X (Gibco)
Cloruro de Sodio, NaCl (746398, Sigma-Aldrich)
Cristal violeta (C3886-25G, Sigma-Aldrich)
Ditiotreitol, DTT (3483-12-3, Sigma-Aldrich)
DMSO “Dimetilsulféxido” (D84 18, Sigma-Aldrich)
Dodecilsulfato soédico, SDS (9602L, Probiotek)
Etanol (CTR)

Isopropanol (9095, JT. Baker)

Leche descremada (Svelty)

Metanol 100% (M6125, Jalmek)

Persulfato de amonio (A3678, Sigma-Aldrich)

ProteoJet (K0O301, Fermentas)

Supersignal West Pico (34080, Thermo Fisher Scientific)

Tetrametiletilendiamina, TEMED (T7024, Sigma-Aldrich)

Tripsina (9002-07-7, Gibco)
Tris-base (93352, Sigma-Aldrich)
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Tris-HCI pH 6.8, 0.5 M (210001627, Bio-Rad)
Tris-HCI pH 8.8, 1.5 M (2014-06, Gibco)

Tween-20 (91379, Sigma-Aldrich)

SOLUCIONES

Buffer de carga para proteinas 1X: 600 uL del buffer de carga 4X, 400 pl de DTT,
1 uL de PMSF y 10 ul del inhibidor de proteasas

Buffer de corrida 10x: 30 g de Tris-Base, 144 g de glicina, 10 g de SDS y aforar
en 1 L de agua bidestilada

Buffer de corrida 1X: 100 mL del buffer de corrida 10X y 900 mL de agua
bidestilada

Buffer de lisis: 500 uL de Proteodet, 1 yL de PMSF y 5 pL de inhibidor de
proteasas

Buffer de transferencia: 6.05 g Tris-Base, 28.7 g de glicina, 1 mL de SDS 10%,
200 mL de metanol 100% y aforar en 1 L de agua bidestilada

Buffer TBS 10X: 308 g de NaCl, 43.35 g de Tris-Base y aforar en 3 L de agua
bidestilada

Buffer TBST 1X: 100 mL de TBS 1X, 900 mL de agua bidestilada y 500 uL de
Tween-20

Ditiotreitol (DTT): 75 mg de DTT y 500 pL de agua bidestilada

Dodecilsulfato sédico 10% (SDS): 10 g de SDS Y 100 mL de agua bidestilada
Leche descremada 10%: 3 g de leche descremada y 30 mL de TBST

PBS 10X: 80 g de NaCl, 2 g de KCI, 4.4 g de Na2HPO4, 2.4 g de KH2PO4 y

aforar en 1 L de agua bidestilada a un pH 7.4
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PBS 1X: 100 mL de PBS 10X y 900 mL de agua bidestilada
Persulfato de amonio 10%: 50 mg de persulfato de amonio y 500 mL de agua

bidestilada

CONSUMIBLES

Cajas de cultivo celular de 75 cm? y 25 cm? (Corning)

Criotubos de 2 mL (Corning)

Espétulas de plastico (Corning)

Jeringas de insulina 0.5 mL (BD Ultrafine)

Matraces de 1000 mL y 250 mL (Kimax)

Membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF) (GVS FilterTechnology)
Pipetas serolégicas 10 mL y 5 mL (Corning)

Pipetor para cultivo celular (Labnet)

Placas de 6, 12, 24 y 96 pozos (Corning)

Platos de 100 y 150 mm (Corning y Celltreat Scientific Products)
Puntillas “MultiGuard Barrier Tips” (Sorenson, BioScience, Inc)
Tubos eppendorf de 1.7 mL y 600 pL (Costar y Corning)

Tubos falcén de 50 mL y 15 mL (Corning y ThermoScientific)

EQUIPO DE LABORATORIO

Autoclave (FE-397, Felisa)

Balanza analitica (GR-120, AND)

Bafo de perlas para cultivo celular (74300-714, LabArmor)

Céamara de electroforesis para geles de poliacrilamida (Mini-Protean, Bio-Rad)

Camara de Neubauer (BBC, Propper)
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Céamara de transferencia (TransBlot SD Semi-Dry, Bio-Rad)
Campana de flujo laminar nivel Il (UN-425-400, LabGard)
Centrifuga para tubos eppendorf (A1-15K, Sigma)

Centrifuga para tubos falcon (Sorval STR 16R, ThermoScientific)
Espectrofotdmetro (BioPhotometer, Eppendorf)

Fuente de poder (300 Plus, Labnet)

Incubadora de CO:2 para cultivo celular (370, ThermoElectronCorporation)
Incubadora refrigerada (LM-570, MRC)

Lector de placas ELISA (iMARK, Bio-Rad)

Micropipetas 1000 uL, 200 uL, 20 uL, 10 uL (Labnet)

Microscopio invertido (9804439, Southern Precision Instrument)
Refrigerador 4°C/ -20°C (RS25J5008SP, Samsung)

Software para graficas y analisis estadisticos (GrapPadPrism 6)
Ultracongelador -80°C (RevcoValue Plus, Thermo Fisher Scientific)
Vernier digital (Truper)

Vortex (Genie 2, Daigger & CO, Inc.)
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MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD

Debido al uso de adenovirus recombinantes, el presente estudio pertenece al
Grupo de Riesgo 2 de acuerdo con el Manual de Bioseguridad en Laboratorios
Microbiolégicos y Biomédicos 52 Edicion 2007, CDC/NIH. Por lo tanto, se us6 una
campana de bioseguridad nivel 2.

Como medida de prevencion se descontaminé diariamente el &rea de trabajo, se
us6 equipo de proteccidén personal como bata, cubrebocas, guantes de nitrilo,
lentes de seguridad y calzado cerrado. Ademas, se utilizaron puntillas con filtro
al manipular los adenovirus, asi como descontaminacion de los residuos
generados con hipoclorito de sodio al 4% previo a su desecho.

En cuanto al manejo de residuos peligrosos bioldgico-infecciosos primeramente
se separaron en objetos punzocortantes, residuos no anatémicos, anatémicos y
utensilios desechables; el envasado se realizé de acuerdo con el tipo de residuos,
el almacenamiento temporal fue en el area designada y debidamente sefalizada
en nuestro laboratorio, posteriormente fueron recolectados para su disposicion
final. Los residuos peligrosos biologico-infecciosos fueron manejados con

respecto a la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002.
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METODOLOGIA

DISENO Y CONSTRUCCION DEL GEN PS/SA/E7/4-1BBL

Primeramente, se disefid y se mandd a sintetizar un gen que contiene las
secuencias codificantes para el péptido senal de la CRT para que la proteina sea
enviada a la via secretora; seguida por el nucleo de la estreptavidina que va del
aminoacido 13 al 139, el antigeno E7 del VPH-16 con las sustituciones en las
glicinas 58 y 61 por cisteina y deleciones de los aminodcidos 21-24, esto para
eliminar el riesgo oncogénico, y finalmente el dominio extracelular del 4-1BBL
que corresponde a los aminoacidos 104 al 309 responsables del
entrecruzamiento con el receptor 4-1BB. Entre los genes se colocaron los Linkers
de (Gly4Ser)3 para permitir el plegamiento estructural, su funcionalidad y

estabilidad de cada fraccién que conforma la proteina resultante (Figura 3).

Linkers (Gly4Ser)3

Bagll Hindlll
A J l
Ps | sa (g
CRT G58C DE aa 104 al 309
aal3
1139 Gs1C
a 21-24del

Figura 3. Construccion génica PS/SA/E7/4-1BBL. Se muestran las subunidades que
conforman la construccion génica evaluada.
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CONSTRUCCION DEL ADENOVIRUS ONCOLITICO RECOMBINANTE

Posteriormente se mandoé a sintetizar el genoma adenoviral con nuestro gen de
interés (GOI). El genoma adenoviral esta caracterizado por una region E1 WT,
una delecion Bglll-Mfel de 1222 bp de longitud en la regiéon E3, en el que se
conservan los genes E3 ADP, RIDa, RIDB y 14.7K, una fibra hibrida Ad5 /3 y un
casete de expresion CMV-(SP) -SA-E7-4-1BBL-SV40-pA insertado entre el gen
de la fibray la region E4. Esto se realiz6 mediante un sistema modular que utiliza
4 plasmidos pequenos, los cuales codifican los diferentes genes del adenovirus,
asi como el GOI; a través de una ligacién direccional se constituyé el genoma
completo que posteriormente se empaquetd en capsides de bacteriéfago lambda
para su propagacion en Escherichia coli, y asi obtener multiples copias del
genoma adenoviral. Este genoma adenoviral fue linearizado con enzimas de
restriccién (Pacl) y se utilizé para transfectar la linea celular HEK-293 y generar

asi las particulas virales que fueron utilizadas en los ensayos posteriores.
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CULTIVO CELULAR

La linea celular HEK-293 se cultivé en medio DMEM suplementado con FBS
10%, glutamina 2 mM, piruvato 1X, antibi6tico-antimicético. Las células TC-1
fueron cultivadas en medio RPMI 1640 suplementado con FBS 5%, piruvato 1X,
antibiético-antimicético y G418 200 ng/ml. Las células NIH/3T3 se cultivaron en
medio DMEM suplementado con NBCS 10%, glutamina 2 mM, antibi6tico-
antimicético. Las lineas celulares fueron incubadas a 37°C bajo una atmosfera

de 5% CO2.

DETERMINACION DE LA MULTIPLICIDAD DE INFECCION (MOI)

Este ensayo se realizé para conocer el nimero aproximado de particulas virales
presentes en los extractos crudos. En una placa de 6 pozos con 1x10¢ células
HEK- 293 por pozo se removi6é el medio de cultivo y se agregaron 500 uL de
medio fresco, posteriormente se agregaron 25, 50, 100, 150 y 200 pL del extracto
crudo a probar, dejando un pozo como control sin infeccion, y se incubé durante
3 horas a 37°C, 5% CO,; posteriormente se agreg6é 1.5 mL de medio DMEM a
cada pozo y se incubd por 72 horas. Se observo el efecto citopatico producido
(CPE), donde el minimo volumen que produjo un CPE total corresponde a un MOI

de 10 a 20.

WESTERN BLOT

Se colectaron las células del ensayo de MOI y se centrifugaron a maxima
velocidad durante 10 minutos a 4°C, se lavaron con PBS 1X y se lisaron con 100
uL de buffer de lisis en hielo por 20 minutos, el lisado se centrifugd a maxima

velocidad durante 10 minutos a 4°C, se colect6 el sobrenadante y se cuantificaron
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las proteinas por el método de Bradford, utilizando BSA para la curva de
estandares. Se desnaturalizaron las proteinas por 10 minutos a 100°C. Se
cargaron 30 pg de proteina por carril en un gel de poliacrilamida 10% y se corri6
la electroforesis SDS-PAGE a 80 V. Se transfirieron las proteinas a una
membrana de nitrocelulosa a 120 A por 1 hora, se bloqued la membrana con
leche descremada al 10% durante 1 hora en agitacidén a 4°C, se retir0 la solucidn
de bloqueo y se incubd con el anticuerpo primario anti-E7 (NM2) en una dilucion
de 1:3000 a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente se lavo la membrana 3
veces con TBST en agitacién a 4°C por 15 minutos, posteriormente se incub6
con el anticuerpo secundario anti-mouse conjugado con HRP en una dilucién
1:5000 a 4°C en agitacion por 2 horas. Se lavé la membrana nuevamente 3 veces
con TBST. Finalmente se detectd la reaccidn por quimioluminiscencia usando el

sustrato Supersignal West Pico en una proporcién 1:1 sustrato-cromogeno.

INMUNOCITOFLUORESCENCIA

En una caja de 24 pozos se colocaron cubreobjetos a 8 pozos, posteriormente
se sembraron 5x10° células (HEK-293, TC-1 o NIH/3T3) por pozo con 1 mL de
medio correspondiente y se incubaron toda la noche a 37°C, 5% de CO2. Al
siguiente dia se infectaron con los adenovirus correspondientes a un MOI de 40.
A las 15 horas post-infeccion se retiré el medio, se lavaron las células, se fijaron-
permeabilizaron con 200 pL de metanol por 10 minutos a -20°C y 200 uL de
acetona por 1 minuto, se retir6 el fijador y se lavaron con PBS 1X frio. Se realiz6
el bloqueo con 1 mL de suero de caballo al 3% por 1 hora a 4°C, se retird el suero

y se incub6 toda la noche con los anticuerpos primarios anti-E7 (NM2), anti-
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calnexina (H-70), anti-4-1BBL (RM0067-3H19) a una dilucion 1:500. Al siguiente
dia se retiraron los anticuerpos primarios y se hicieron 3 lavados con PBS 1x. Se
agregaron los anticuerpos secundarios anti-mouse CF594, anti-conejo CF488A y
anti-rata FITC, incubando por 2 horas a 4°C. Finalmente se tifn6 con DAPI y se
realiz6 montaje con glicerol. Las laminillas fueron analizadas bajo microscopio de

Fluorescencia y procesadas por el software QCapture Pro.

ENSAYO DE VIABILIDAD CON EL REACTIVO MTT

En una placa de 96 pozos se sembraron (5x10 células TC-1 y NIH/3T3) por pozo
con 300 pl de medio, se infectaron con los adenovirus correspondientes a una
MOI de 0, 100, 500, 1000, 2500 y 5000 por triplicado, se dejaron incubando 72
horas a 37°C, 5% de CO,. Al cumplir las 72 horas postinfeccién, se afiadieron 30
UL de reactivo MTT a cada pocillo y se dejé incubando hasta observar formacién
de precipitado, posteriormente se retiraron 290 uL del reactivo y se agregaron
100 pL de DMSO. Finalmente se ley6 la absorbancia a 595 nm en el lector de

placas iMark (Biorad).

TINCION CRISTAL VIOLETA

En una placa de 24 pozos se sembraron (5x10“ células TC-1) por pozo con 1 mL
de medio, se infectaron con los adenovirus correspondientes a un MOI de 0, 100,
500, 1000, 2500 y 5000 por triplicado, se dejaron incubando 72 horas a 37°C, 5%
de COz. Al cumplir las 72 horas se retiré el medio, se agregaron 200 L de cristal
violeta 1%-metanol a cada pocillo y se dejé incubando durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Se retird el colorante y se hicieron cuatro lavados con

agua bidestilada, se retir6 la solucion de lavado y se dej6 secar la placa
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completamente. Posteriormente se afnadieron 400 uL de metanol y se dejé
incubando por 20 minutos a temperatura ambiente, agitando ocasionalmente.

Finalmente se leyd la absorbancia a 595 nm en el lector de placas iMark (Biorad).

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron analizados y graficados con el programa GraphPad
Prism 8 utilizando ANOVA de 2 factores. Los valores de P <0.05 fueron

considerados como significativos.
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RESULTADOS

GEN PS/SA/E7/4-1BBL

Secuencia codificante del gen PS/SA/E7/4-1BBL, partiendo del extremo amino

hacia el extremo carboxilo, la secuencia esta conformada por un péptido senal,

el ndcleo de la estreptavidina, el antigeno E7 del VPH-16, en el extremo carboxilo

el dominio extracelular del 4-1BBL; y como espaciadores entre cada una de

subunidades se encuentran dos linkers (Gly4Ser)3; y la secuencia completa se

encuentra flanqueada por los sitios de restriccién Bglll'y Hindlll.

AGATCT

GTCGACGCTGA C s AG \GCTA ;  C TATGCATGGAGATACACCTACAT
TGCATGAATATATGTTAGATTTGCAACCAGAGACAACTGATCTCTACTGTTATGAGCAATTAAATGACAGCTCAG
AGGAGGAGGATGAAATAGATGGTCCAGCTGGACAAGCAGAACCGGACAGAGCCCATTACAATATTGTAACCTT
TTGTTGCAAGTGTGACTCTACGCTTCGGTTIGTGCGTACAAAGCACACACGTAGACATTCGTACTTTGGAAGACC
TGTTAATGGGCACACTAGGAATTGTGTGCCCCATCTGTTCTCAGAAACCAGTCGAC C1 TA

TCGCACCC C GCTCACAATCACCACCT(

GCAGGGCTGGGTCTCTCTTIGTTTTIGCAA

GAACTGTTCCCTTGCTCCATGGAGAACAAGTTAGTGGACCGTT(

GCCACCGCt GGTCTGAGGGCTTATCTGCATGGAGCCCAL

TTATCCCAACACCACCAGCTTTGGACTCTTTCTTIGTGAAACCCGACAACCCATGGGAATGAAAGCTT

PS

E7
LINKERS
41BBL

Balfl
Hindlll

Figura 5. Construccion génica PS-SA-E7-41BBL. Se muestra la secuencia codificante de las
subunidades que conforman la construccion génica evaluada, asi como los sitios de restriccion

Bglll (AGATCT), Nhel (GTCGAC) y Hindlll (AAGCTT).
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CONSTRUCCION DEL AdO A24 PS/SA/E7/4-1BBL

El genoma adenoviral con nuestro gen de interés fue constituido en un césmido
a partir de cuatro plasmidos pequenos, utilizando el sitio de restriccion Sfil
(GGCCNNNN/NGGCC), el cual es un palindromo interrumpido que reconoce
sitios diferentes en los cuatro plasmidos, para posteriormente realizar una

ligacién direccional.

cos Sfil

L-ITR
fw

& . pAd1127
on

Sfil

pAd1128

25.7 kb

6.1 kb

Sfil

\ v Amp Fiber _, \\Sﬁl
Sfil
Am Pacl LITR 'Sﬁl E3
P pAd1130 ' Swal o pAd1129

r-ITR 10.1kb

6.8 kb

Fiber

Figura 6. Sistema AdenoQuick 2.0. Sistema modular que constituye el genoma adenoviral en un
cbésmido a partir de los 4 plasmidos pAd1127, pAd1128, pAd1129 y pAd1130.
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El primer paso fue clonar nuestro gen de interés en el pAd1129, una vez clonado
se purificé el ADN plasmidico y fue digerido con la enzima Spel, para la cual
existen 2 sitios de restriccion en dicho plasmido, obteniendo una banda de 5590
pb correspondiente al esqueleto del plasmido y una de 2147 pb que corresponde

al fragmento clonado, con lo cual se verifico la correcta clonacion del gen.

pAd1129-SP-SA
1112 13 14 15 M

AE50

g [
w S E3 12,
W 5K o

/

AdS Ly
buy,
e

~PUCGy,

\eg@s )Aied Olbzxé e \\"'

pAd1129-37
7277 bp

pAd1129-SP-SA + Spel

Figura 7. Clonacion del gen PS/SA/E7/4-1BBL en el plasmido transportador. Se muestra el
mapa del pAd1129 con los sitios de restriccion Spel y el sitio de clonacién del gen de interés; a la
derecha gel de agarosa de la digestion con la enzima Spel que muestra una banda de 5590 pb y
una de 2147 pb.
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Una vez clonado el gen de interés en el pAd1129 se ensambld el genoma
adenoviral en un cosmido que posteriormente se empaqueté en capsides de
bacteriofago lambda para su propagacién en Escherichia coli, obteniendo asi
multiples copias del genoma adenoviral. Se purificaron los cosmidos obtenidos y
se verificé su identidad mediante digestion con enzimas de restriccion.

cos
LITR
A E1a
| pAdi127

pAd5/3.d24-SP-E7-4-1BBL

pAd1128

257 kb

~Klobases

=100
=80
=60
=50

=40

-30

=20

Figura 8. Ensamblaje del genoma adenoviral en un sistema de cosmido. Se muestra la
constitucién del genoma adenoviral a partir de los cuatro pladsmidos, asi como la verificacién de su
identidad mediante digestiébn con enzimas de restriccion. A la derecha se muestra un gel de
agarosa con el patron de bandas para Hindlll y Spel.
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Posteriormente se lineariz6 el genoma adenoviral, el cual esta caracterizado por
una delecion delta 24 en el gen E1, una delecion Bglll-Mfel de 1222 bp de longitud
en la region E3, en el que se conservan los genes E3 ADP, RIDa, RIDB y 14.7K,
una fibra hibrida Ad5 / 3 y un casete de expresion CMV-(SP) -SA-E7-4-1BBL-
SV40-pA insertado entre el gen de la fibra y la regiéon E4. Se verificé la digestién

completa del cosmido linearizado con la enzima Pacl.

Finalmente, el genoma adenoviral linearizado se utiliz6 para transfectar la linea
celular HEK-293 y generar asi las particulas virales que se utilizaron en los

ensayos posteriores.

Ad5/3 fiber

a4 AE3 BellMRD gy E4
Left ITR oMV pA Right
b TR
- SP-SA-E7-4-1BBL

36,921 pb
8123 pb

1. pAd5/3.d24-SP-SA-E7-4-1BBL + Pacl

Transfection into
helper cells

Figura 9. Linearizacion del genoma adenoviral y produccion de particulas virales. Se
linearizd el genoma adenoviral con la enzima Pacl, se verifico la digestion completa obteniendo
una banda de 36921 pb y otra de 8123 pb en el gel de agarosa. Se transfectaron células HEK-293
con el ADN linearizado para obtener las particulas virales.
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EXPRESION DE LA PROTEINA PS/SA/E7/4-1BBL

Para demostrar la expresién de la proteina correspondiente se infectaron células
HEK-293 con el adenovirus oncolitico a diferentes MOI durante 72 horas,
posteriormente se detecté la proteina mediante western blot utilizando un
anticuerpo especifico contra E7. Como resultado se obtuvo una banda de 55 kDa
que corresponde al peso molecular de la proteina de interés, ademas se realizé
una densitometria donde podemos observar mayor expresién proteica a mayor
MOI. Estos resultados estan normalizados usando actina como control

enddgeno.

3_
MOI 0 5 10 20 30 40 i
@
55 kDa £ 2- I
40 kDa
e e S GSem
(actina) - - o H ”
0 1 L) L) I 1
0 10 20 30 40 50
MOl

Figura 10. Deteccion de la expresion de la proteina PS/SA/E7/4-1BBL en la linea celular HEK-
293. Se muestran las bandas de 55 kDa correspondientes a la proteina de interés a una MOI de
0, 5, 10, 20, 30 y 40; resultados normalizados con actina como control enddgeno. A la derecha
grafico de densitometria donde se observa mayor expresién de la proteina PS/SA/E7/4-1BBL
conforme se incrementa la MOI, respecto a la expresién de actina.
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LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA PROTEINA PS/SA/E7/4-1BBL

Una vez corroborada la expresién de la proteina, se determind su localizacion
subcelular. Para esto se llevo a cabo un ensayo de inmunofluorescencia, en el
que se infectaron células HEK-293, TC-1 y NIH 3T3 con los extractos crudos de
los adenovirus, una vez observado el CPE se fijaron las células y se realiz6 la
deteccion de las proteinas con los anticuerpos anti-E7, asi como anti-calnexina
como grupo control. Ya que nuestro gen contiene un PS, esperamos que la
proteina se localizara en reticulo endoplasmico, mostrando un patron de

distribucién observado en aquellas proteinas que se localizan en dicho organelo.

Como resultado se obtuvo sefal en el canal rojo que corresponde al anticuerpo
anti-E7, la sefal se localiza alrededor del nucleo al igual que la senal para
calnexina obtenida en el canal verde, ademas se muestra co-localizacion de

ambas senales en color amarillo, lo que corrobora que nuestra proteina de interés

se localiza en el reticulo endoplasmico.

Figura 11. Localizacion
subcelular de la proteina
PS/SA/E7/4-1BBL en la
linea celular HEK-293.
Canal azul senal de DAPI
como marcador de
nucleos, canal rojo senfal
para E7, canal verde senal
para calnexina, Merge
(color amarillo) se observa
co-localizacién de las
seflales para E7 vy
calnexina. La sefal para E7
muestra un patrén
perinuclear caracteristico
de proteinas residentes de
RE como la calnexina.
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Figura 12. Localizacion
subcelular de la proteina
PS/SA/E7/4-1BBL en la
linea celular TC-1. Canal
azul senal de DAPI como
marcador de nucleos, canal
rojo senal para E7, canal
verde sefial para calnexina,
Merge (color amarillo) se
observa co-localizacion de
las senales para E7 vy
calnexina. La sefal para E7
muestra un patron
perinuclear caracteristico de
proteinas residentes de RE
como la calnexina.

Figura 13. Localizacion
subcelular de la proteina
PS/SA/E7/4-1BBL en la
linea celular NIH/3T3.
Canal azul senal de DAPI
como marcador de nucleos,
canal rojo sefial para E7,
canal verde sefal para
calnexina, Merge (color
amarillo) se observa co-
localizacion de las senales
para E7 y calnexina. La
sefal para E7 muestra un
patron perinuclear
caracteristico de proteinas
residentes de RE como la
calnexina.



EFECTO ANTITUMORAL IN VITRO DEL ADENOVIRUS ONCOLITICO

Para demostrar que los adenovirus recombinantes tienen la capacidad de lisar
células tumorales se infectd la linea celular tumoral TC-1 con los adenovirus
recombinantes a diferentes MOI durante 72 horas. Se monitorizé el
comportamiento de las células diariamente, observando desprendimiento y
disminucién de la densidad celular. Para cuantificar el efecto observado se midi6
la viabilidad celular con tincién de cristal violeta. Como resultado se obtuvo que
la viabilidad celular disminuye conforme se incrementa la cantidad de adenovirus,

confirmando su capacidad de lisar células tumorales.

b)

150- Figura 14. Efecto antitumoral in vitro
del AdO A24 PS/SA/E7/4-1BBL.

a) Microfotografias de campo claro en las
que se muestran los cambios
observados en la densidad celular de la
linea TC-1 al ser infectadas con los
adenovirus a diferentes MOI. b) En el
grafico  inferior se muestra la
cuantificacién de la viabilidad celular, la
0- cual disminuye conforme se incrementa

-

o

o
1

%VIABILIDAD
b=

[\ ) N N N la MO, respecto al control sin infeccién.
& \@ qu @Q p
MOI
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EFECTO ESPECIFICO CONTRA CELULAS TUMORALES

Una vez demostrado el efecto del adenovirus sobre las células tumorales y
verificada la expresion de las proteinas en células no tumorales se realizé un
ensayo con ambas lineas celulares para demostrar un efecto especifico hacia
células tumorales. Para esto se infectaron las lineas celulares TC-1 y NIH/3T3
con los adenovirus recombinantes a diferentes MOI durante 72 horas. Se
monitoriz6 el comportamiento de las células diariamente, observando
desprendimiento y disminucion de la densidad celular en la linea tumoral, por el

contrario, la linea no tumoral no resulté afectada.

Figura 15. Evaluacion de la densidad celular de TC-1 y NIH/3T3 tras la infeccion con
los adenovirus recombinantes. Ambas lineas celulares fueron infectadas a diferentes
MOI e incubadas por 72 hrs. En la linea tumoral TC-1 se observa desprendimiento y
disminucion en la densidad celular conforme se incrementa el MOI, mientras que la linea
no tumoral NIH/3T3 no presenta cambios significativos.
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Para cuantificar dicho efecto se realiz6 un ensayo de viabilidad con el reactivo
MTT. Como resultado de especificidad oncolitica a las 72 horas post-infeccion
con los adenovirus recombinantes la linea tumoral TC-1 presenté un 43% de
mortalidad a un MOI de 2500 (p<0.05) y 67% a un MOI de 5000 (p<0.01),
mientras que la linea celular no tumoral NIH/3T3 no presentd cambios

significativos. Ambas comparadas contra su respectivo control sin infeccion.
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Figura 16. Viabilidad de las lineas NIH/3T3 y TC-1 infectadas con los adenovirus
recombinantes. Tras 72 horas post-infeccion, la linea tumoral TC-1 presenta una
disminucién en la viabilidad conforme se incrementa la MOI, presentando un 43% de
mortalidad a un MOI de 2500 (p<0.05) y 67% a un MOI de 5000 (p<0.01), la viabilidad de
la linea no tumoral no resulté afectada. Resultados de ensayos realizados por triplicado y
datos analizados con el programa GraphPad Prism.
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DISCUSION

El uso de vectores adenovirales implica utilizar un método de titulacion viral,
existen distintos métodos tanto fisicos como bioldgicos. Los métodos fisicos
cuantifican el numero de particulas virales presentes, sean funcionales o no; por
otro lado, los métodos bioldgicos cuantifican las particulas virales infectivas
mediante la presencia o ausencia de efecto citopatico. De estos ultimos los mas
comunmente utilizados son PFU (Unidades formadoras de placa) y TCID50

(Dosis infectiva 50 de cultivo tisular) (LaBarre & Lowy, 2001).

En este trabajo se utilizaron métodos bioldgicos debido a que proporcionan un
titulo de particulas virales funcionales. Se us6 TCID50 ya que presenta ciertas
ventajas sobre PFU, tales como ser dos veces mas rapido de realizar y
proporcionar resultados que son mas faciles de interpretar y mas constantes

entre los individuos.

Una vez determinada la titulacion viral es importante tomar en cuenta el
mecanismo utilizado por el virus para ingresar a la célula, asi como el origen de
las lineas celulares empleadas en los experimentos. El receptor de Coxsackie-
Adenovirus (CAR) es el receptor primario encargado de acoplar el virus a la
superficie celular, seguido de una interaccién con las integrinas celulares. Por lo
tanto en células que presentan baja o nula expresion de CAR, la via de
internalizacion se da exclusivamente por las integrinas (Lyle & McCormick, 2010).
Las células humanas expresan CAR, por lo que pueden ser infectadas con MOI

bajas, por el contrario, las células murinas carecen de dicho receptor, por lo tanto,
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deben utilizarse MOI elevadas para asegurar su transduccion. Tal es el caso de
las lineas celulares murinas TC-1 y NIH/3T3 que en este estudio fueron

infectadas con una MOI de hasta 5000.

Todos los vectores basados en adenovirus se derivan del serotipo 5 de
adenovirus humano, lo que hace que estos virus sean incapaces de producir
progenie en células murinas (Blair, Dixon, Griffiths, & Zajdel, 1989; Jogler et al.,
2006). Sin embargo, los adenovirus humanos en células murinas pueden producir
sus proteinas virales necesarias a través de la regulacion de las maquinarias de
transcripcion-traduccion de células infectadas incluso si no son capaces de
producir sus progenies eficientemente (Kim etal., 2017). Lo anterior fue
confirmado al demostrar que el AdO A24 PS/SA/E7/4-1BBL fue capaz de dirigir

la expresion de la proteina de fusion en células murinas tumorales y no tumorales.

Se demostréo que el AdO A24 PS/SA/E7/4-1BBL tiene la capacidad de lisar
células tumorales de la linea murina TC-1, se sabe que incluso en ausencia de
produccién de progenie viral, la produccién excesiva de proteinas virales puede
resultar en la muerte celular de células murinas infectadas, posiblemente a través

de un mecanismo de autofagia (Jiang et al., 2011; Klein et al., 2016).

Al demostrar que el adenovirus era capaz de infectar las células no tumorales
NIH/3T3 y expresar la proteina de fusion surgié la interrogante de si dichas
células resultaban afectadas en su viabilidad, por lo que se realizd un ensayo de
viabilidad en ambas lineas murinas, encontrando que la linea tumoral no

presentaba disminucién en su viabilidad, interesantemente se registrd un
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aumento en la viabilidad metabdlica en las células infectadas respecto al control

sin infeccion al cuantificarse con el reactivo MTT.

Para sobrevivir y replicarse en la célula, los virus deben tomar el control de los
diversos organulos celulares involucrados en la defensa y los procesos
inmunolégicos. Una vez dentro de la célula huésped, modulan varias vias de
sefal celular y organulos, incluidas las mitocondrias, y las utilizan para su propia
supervivencia (Anand & Tikoo, 2013). Como se ha reportado anteriormente, el
aumento de la viabilidad metabdlica puede deberse a mitocondrias hiperactivas
0 a un aumento de la masa mitocondrial debido a que la conversion de MTT en

formazan se produce principalmente en las mitocondrias (Rai et al., 2018).

El aparente incremento de viabilidad celular observado en la linea no tumoral
puede deberse a un incremento en la actividad mitocondrial como consecuencia
de la infeccion viral, y no propiamente a un aumento en el nimero de células ya

que en la microscopia no se observé un incremento de la densidad celular.
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CONCLUSIONES

Se construyd un adenovirus oncolitico que porta el gen del inmunomodulador 4-

1BBL fusionado al antigeno E7 (PS/SA/E7/4-1BBL).

El AdO es capaz de infectar y dirigir la expresion de la proteina PS/SA/E7/4-1BBL

en células tumorales y no tumorales, con envio a reticulo endoplasmico.

El AdO tiene selectividad por células tumorales.
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