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RESUMEN
Q.B.P. Maria de Jesus Loera Arias Fecha de Graduacion: Febrero 2010

Universidad Auténoma de Nuevo Leon
Facultad de Medicina

Titulo: Disefio y Evaluacion de la Actividad Antitumoral de Versiones
Mutantes de la Proteina E7 del HPV-16 Fusionadas a Calreticulina
en un Modelo Murino Mediante Terapia Génica Adenoviral

NUmero de paginas: 80 Candidato para el grado de Doctor en
) Ciencias con Orientacion Terminal en Morfologia
Area de Estudio: Morfologia

Propdsito y Método del Estudio. El cancer cérvico-uterino (CaCu) esta asociado al Virus del
Papiloma Humano (HPV), especialmente el virus de alto riesgo oncogénico HPV-16, por lo
que el control de la infeccion de este virus es de suma importancia. El objetivo de mi trabajo
fue determinar si adenovirus que expresan la fusion de variantes mutantes de la proteina E7
del HPV-16 sin capacidad transformante fusionadas a Calreticulina (Ad-CRT/E7m y Ad-
CRT/E7dm) poseen una mayor actividad antitumoral que el adenovirus que expresa el
antigeno E7 silvestre fusionado a Calreticulina (Ad-CRT/E7). Para cumplir con nuestro
objetivo se construyeron y caracterizaron los adenovirus que codifican para las proteinas de
fusidn y se establecio un modelo tumoral murino mediante la inoculacion de células TC-1 que
expresan el antigeno E7. Posteriormente se administraron los adenovirus en los ratones y se
monitore0 el desarrollo del tumor en funcion del tiempo. Ademas, se realizaron estudios para
medir la respuesta inmune celular, asi como ensayos de inmunofluorescencia para determinar
la localizacion celular de las proteinas recombinantes.

Contribuciones y Conclusiones. Con nuestros resultados se demuestra que el uso de la nueva
version doble mutante de E7 del HPV-16 fusionada a Calreticulina genera un mejor efecto
antitumoral que la version silvestre de la misma. Lo anterior tiene un gran impacto ya que
estas mutaciones eliminan la capacidad transformante que posee el antigeno E7 y esto es
primordial para poder generar una vacuna con potencial uso terapéutico en humanos sin el
riesgo oncogénico. Asi mismo, se demostro que la fusion de E7 a sefiales de envio y retencién
en reticulo endoplasmico le confieren el mismo efecto antitumoral que al fusionar el antigeno
a la proteina Calreticulina. Esto es importante si queremos simplificar el sistema mediante la
inmunizacion con vacunas que contengan menos elementos exdgenos. Con nuestros resultados
podemos concluir que las versiones mutantes de E7 del HPV-16 fusionadas a Calreticulina
potencian notablemente el efecto antitumoral del antigeno E7 silvestre y que la localizacion de
antigenos al reticulo endoplasmico resulta en un potente efecto antitumoral similar al de la
fusion de este antigeno a Calreticulina.

Dr. Roberto Montes de Oca Luna
Director de Tesis
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ABSTRACT

Cervical cancer represents one of the biggest public health problems and is the second
most common cause of death by cancer in woman worldwide. More than 99% of cervical
cancers contain Human Papillomavirus (HPV), particularly the high-risk HPV type 16 (HPV-
16) so the control of this virus is very important. The aim of this study was to determine
whether an adenovirus that expresses the fusion of a mutant variant of the protein
E7 of HPV-16 lacking its transforming ability fused to Calreticulin (Ad-CRT/E7dm) has a
greater antitumor activity than the adenovirus that expresses Calreticulin fused to wild type E7
(Ad-CRT/E7). To meet our goal an adenovirus was built and characterized and a murine
tumor model was established by inoculation of cells TC-1 expressing the E7
antigen. Subsequently the following treatments were applied to the mice, Ad-CRT/E7, Ad-
CRT/E7dm, Ad-CRT/E7, Ad-E7 and Ad-LacZ and tumor development was
measured. Moreover immunofluorescence studies were performed to determine the cellular

localization of the recombinant protein.

With our results we demonstrate that the new mutant versions of E7 HPV-16 fused to
Calreticulin generates an improved antitumor effect than using the wild type version. This has
great impact since these mutations eliminate the E7 transforming ability in order to generate a
vaccine with potential therapeutic use humans. Furthermore, we demonstrated that the signal
peptide and the KDEL sequence fused to the antigen are able to localize it to the ER with a
consequent enhancement of immune response and antitumor effect. These results will have

significant clinical applications.

X1



INTRODUCCION

El cancer cérvico-uterino constituye un grave problema de salud en la mujer.
Anualmente mas de 231,000 mujeres mueren a causa de esta enfermedad y mas del 80% de
estas muertes ocurre en paises en vias de desarrollo (Perkin et al, 2002). Aunque es un
cancer prevenible mediante de la realizacion de la prueba de Papanicolaou de manera
regular para detectar lesiones pre-cancerosas, su uso en estos paises es muy bajo por
diferentes causas, principalmente sociales y culturales. Como consecuencia, las lesiones se
siguen desarrollando silenciosamente hasta avanzar a estados malignos induciendo la

formacion de Cancer Cérvico-uterino (CaCu) (Bharadwaj et al, 2009).

Debido a que este tipo de céncer estd intimamente relacionado con la presencia del
Virus del Papiloma Humano (HPV) (zur Hausen, 2009), en los ultimos afios se han
aprobado dos vacunas profilacticas para evitar la infeccidon por los tipos mas comunes de
este virus, sin embargo, este tipo de vacunas cuenta con varias restricciones y desventajas.
Una de ellas es que se recomienda su aplicacion en mujeres que no han sido infectadas con
el HPV o que se encuentren en estadios iniciales de infeccion cuando se estan expresando
las proteinas tempranas del virus. Por esta razon una gran cantidad de mujeres quedan
descartadas de su proteccion, ademads, de ser costosas y por ende aun no han sido bien
distribuidas en los paises donde se reporta la mayor incidencia de esta enfermedad (Kawana

et al, 2009).




Por todo lo anterior se hace imperiosa la necesidad de desarrollar vacunas que
funcionen de manera terapéutica ayudando a erradicar los tumores ya establecidos vy,
principalmente, los que se encuentran en estadios avanzados.

En nuestro grupo de trabajo ya se han obtenido resultados muy prometedores
utilizando como vacuna a un adenovirus que expresa la proteina Calreticulina (CRT)
fusionada al antigeno E7 nativo del HPV-16 en un modelo murino de CaCu. Esta vacuna
demostré un gran efecto antitumoral con lo cual se mejorod significativamente la sobrevida
de estos ratones. Sin embargo, si queremos probar el efecto de esta vacuna en estudios

clinicos con pacientes es necesario mejorarla a manera de hacerla mas segura y eficaz.

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto antitumoral de dos
versiones mutantes, no transformantes, del antigeno E7, cada una fusionada al potenciador
de la respuesta inmune, Calreticulina, con el fin de probarlas en ratones de la cepa C57BL/6

y compararlas con el adenovirus que expresa la CRT/E7 nativa.

Ademas para simplificar esta estrategia y con el fin de determinar si la mayor parte
de las propiedades antitumorales conferidas a la Calreticulina dependen de su habilidad
para ser retenida en el reticulo endopldsmico (RE) creamos una version de E7 que lleva
unicamente las sefiales requeridas para dirigirse al reticulo endoplasmico (SP:
MLLPVPLLLGLLLGLAAAL), asi como la sefial de retencion en RE (KDEL) y probamos

su actividad antitumoral.




ANTECEDENTES

Cancer Cérvico-uterino

El Céncer Cérvico-uterino es una alteracion celular que se origina en el epitelio del
cuello del utero y que se manifiesta inicialmente a través de lesiones precursoras, de
evolucion lenta y progresiva, que se suceden en etapas de displasia leve, moderada y
severa. Posteriormente, tales lesiones evolucionan a cancer in Situ, en grado variable,
cuando éste se localiza en la superficie epitelial y finalmente a cancer invasor cuando

traspasa la membrana basal (Richart et al, 1990).

A pesar de las diversas estrategias desarrolladas para su prevencion y tratamiento, el
CaCu sigue siendo un problema de salud mundial al ser el segundo mas frecuentemente
diagnosticado en la mujer alrededor del mundo, ademas de ser la segunda causa de muerte
por céncer en la mujer mundialmente. En México durante el afio del 2002, este
padecimiento fue causante de 2,958 muertes, afectando principalmente a la region sur del

pais (Salud Publica de México, 2002).

A partir de la década de los afios ochenta se ha identificado al Virus del Papiloma
Humano (HPV) como una causa necesaria pero no suficiente para desarrollar la
enfermedad. Walboomers y colaboradores reportaron que el CaCu invasor se asocia con la
presencia de HPV en 99.7% de los casos. Sin embargo, no todas las mujeres infectadas por
este virus desarrollardn cancer, para esto es necesaria la presencia de otros factores que

actiuen conjuntamente con el HPV (Garcia et al, 2007). Entre los factores adicionales que




influyen en el riesgo de aparicion de la enfermedad se encuentran el inicio de las relaciones
sexuales antes de los 18 afos, tener multiples parejas sexuales, la multiparidad, el
tabaquismo, el uso de anticonceptivos orales, la inmunosupresion, la infeccién por otras
enfermedades de transmision sexual y la desnutricion. Sin embargo, la funcidon especifica

de estos factores en la aparicion del CaCu es poco clara atin (Almonte et al, 2008).

En la mayoria de las personas que tienen el HPV las defensas del cuerpo son
suficientes para eliminar el virus, sin embargo, para algunas personas, ciertos tipos de virus
pueden convertirse en verrugas genitales o dar lugar a tumores benignos en el cuello uterino
(Koutsky et al, 1997). Las mujeres que no eliminan ciertos tipos de virus pueden presentar
cambios anormales en el revestimiento del cuello uterino. Si estas células anormales no son
detectadas o tratadas, pueden avanzar hacia displasia y cancer. Frecuentemente, el
desarrollo del CaCu puede requerir varios afos, aunque en algunas ocasiones puede ocurrir
en menor tiempo, por esta razon la deteccion temprana es muy importante (Wheeler et al,

2008).

Virus del Papiloma Humano

El Virus del Papiloma Humano es un grupo virico que infecta una gran cantidad de
organismos, desde aves hasta mamiferos, incluido el hombre. Es considerado como una de
las causas mas comunes de enfermedades de transmision sexual tanto en hombres como en
mujeres alrededor del mundo. Estos virus infectan de manera especifica a las células de la

capa basal del epitelio escamoso estratificado queratinizado o no queratinizado y se




replican en el nucleo de manera dependiente de la diferenciacion celular. Los
Papilomavirus tipo cutaneos tienen como blanco la piel de las manos y los pies, mientras
que los Papilomavirus tipo mucosas infectan la cavidad interna de la boca, garganta, tracto
respiratorio y epitelio anogenital. El HPV causa principalmente lesiones tumorales
benignas que se logran controlar después de cierto tiempo, no obstante, en algunas
ocasiones estas lesiones progresan y se convierten en tumores malignos (Zheng et al, 2006;

Burd, 2003).

En base a su asociacion con el potencial de desarrollo de cancer cérvico-uterino, los
Papilomavirus Humanos también se agrupan en HPV de bajo y alto riesgo. Dentro de los de
bajo riesgo se encuentran los tipos 6 y 11, mientras que dentro de los de alto riesgo estan
incluidos los tipos 16, 18, 31 y 56 entre otros (Zheng et al, 2006; Burd, 2003). A pesar de
que cerca de 15 tipos del HPV han sido encontrados en mas del 95 % de biopsias de CaCu
analizadas, solo el tipo 16 es el responsable del desarrollo del CaCu en el 58.9 % de los
casos (Muifioz, 2003), ademas de ser el tipo con mayor distribucion geografica (Yamada et

al, 1997).

Los Papilomavirus son virus no envueltos con una capside icosaédrica formada por
72 capsomeros y un tamafo del virion de 55 nm (Tchernev, 2009). La estructura de la
capsula externa del HPV estd determinada por las proteinas de la capside, que estan

codificadas por la region tardia del genoma del HPV.




Figura 1. Virus del Papiloma Humano. En esta figura se muestra (A) una micrografia de

las particulas virales del HPV-16 y (B) un modelo generado por computadora.

ESTRUCTURA DEL GENOMA DELVPH
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Figura 2. Estructura del genoma del HPV. El genoma del HPV-16 esta organizado en
tres regiones: no codificante (LCR), temprana (E) y tardia (L).




L1, la proteina estructural principal de la capside, es triangular. Cinco proteinas L1 de

la capside se unen formando un pentdmero y 72 pentdmeros forman la cubierta esférica

de proteinas L1 de la capside del HPV (Baker et al, 1991).

La proteina estructural menor, L2, parece desempeinar una funcion de soporte entre los
72 pentameros de L1. En cada capside del viridon se encuentran entre 7 y 20 copias de

la proteina L2 (Sapp et al, 1995).

El genoma del HPV contiene unos 8.000 pares de bases (Danos et al, 1982) y esta

dividido en tres regiones funcionales: no codificante, temprana y tardia (Prendiville et al,

2004).

Regidn temprana: contiene las secuencias del marco abierto de lectura codificante de
las proteinas E1, E2, E4, ES, E6 y E7. Se expresan primero en el ciclo vital del virus,
solo en las células basales, parabasales e intermedias del epitelio cervical, participando
en la replicacion viral (E1, 2, 4 y 5) y favoreciendo la division de la célula huésped, lo
que puede provocar la oncogénesis (E6 y 7).

Region tardia: esta region codifica las proteinas estructurales L1 y L2, que se
expresan mas adelante en el ciclo vital del virus, s6lo en las células superficiales del
epitelio cervical.

Region no codificante: también se denomina region larga de control (LCR) o region
reguladora ascendente (URR) y consta de 400 a 1000 pares de bases. Esta region
contiene las secuencias promotoras, intensificadoras (enhancer) y silenciadoras que

regulan la replicacion del DNA viral.




En los ultimos afios la descripciéon del genoma, los mecanismos de replicacion,
transcripcion y la regulacion post-transcripcional de los Papilomavirus ha avanzado
enormemente teniendo como modelo principalmente al HPV-16. Un punto importante
acerca de los estudios que se producen sobre el HPV-16 es la busqueda de posibles blancos
terapéuticos que hagan posible la generacion de técnicas que mejoren el tratamiento de las
infecciones y de los posibles tumores generados por estos virus. Todo esto basado en el uso
de antigenos especificos de tumor (TSAs) que permiten la discriminaciéon de células
infectadas de las no infectadas, pudiendo de esta manera, generar terapias menos agresivas
y mas efectivas para combatir los procesos oncogénicos provocados por los tipos de HPV

de alto riesgo (De Marco et al, 2003; Peng et al, 2004).

Transformacién Celular

En trabajos que intentan explicar el modelo de infeccion por los HPV de alto riesgo
se ha reportado que durante la actividad sexual, el microtrauma del epitelio genital, en
particular en la zona de transformacion del epitelio cervical, permite la exposicion de las
células basales en activa proliferacion, a los diferentes tipos de HPV. Tanto en esta capa de
células como en las parabasales, los HPV expresan las proteinas tempranas E1, E2 y ES
confinadas al nucleo y en escasa cantidad. Esto potencialmente limita la respuesta inmune
efectiva, en comparacion con otras condiciones en las cuales el virus se replica activamente

(Giroglou et al, 2001).




Las proteinas tempranas El, E2 y E5 promueven la proliferacion, retardan la
diferenciacion celular y producen el engrosamiento atipico del epitelio, ocasionando un
incremento en la cantidad de células de la capa basal lo cual resulta en el retraso de la
diferenciacion terminal induciendo la formacion de una capa de hiperplasia (verruga) dando
lugar a un crecimiento anormal de la célula. Las células infectadas siguen expandiéndose
verticalmente, diferencidndose a células escamosas en donde las proteinas E4, L1 y L2 son
expresadas en abundante cantidad produciendo la progenie viral (sitio anatomicamente
superficial donde las células del sistema inmune tienen acceso limitado) (Chow y Broker,
1994). Las lesiones por HPV aparecen entre 3 semanas y 8 meses después de la infeccion
inicial, aunque la mayoria de ellas son asintomaticas y usualmente se necesitan afios o

décadas para la transformacion maligna (Wheeler, 2008).

Cuando el HPV estd asociado con lesiones de piel benignas, el genoma viral se
replica como un episoma extracromosomal independientemente del DNA de la célula
hospedera. Por el contrario en la mayoria de las lesiones malignas el DNA viral se integra
en el cromosoma de la célula hospedera (Diirst et al, 1985). Cuando la integracion ocurre,
el genoma del virus sufre un rompimiento en las regiones de los genes E1/E2 ocasionando
la pérdida de la funcion de estas proteinas. Esto libera la represion de los genes E6/E7
resultando en proliferacion celular (Shah y Howley, 1990). A pesar de que se ha
demostrado que E6 y E7 bloquean la actividad supresora de tumor de p53 y pRB
respectivamente, la sola infeccion con el HPV no es suficiente para inducir céncer, lo cual
indica que se requieren de otros factores genéticos y locales para el progreso de la

malignidad. Esto se ilustra por la rara ocurrencia de cdncer comparada con la infeccion por




el HPV vy el largo periodo de tiempo necesario para la progresion de neoplasia cervical

intraepitelial a cancer (Burd, 2003).

Gen E7 del HPV-16

El gen E7 codifica la proteina oncogénica mas importante del HPV. El potencial de
inmortalizaciéon y transformaciéon de E7 se ha demostrado en cultivo de tejidos y en
modelos animales (Miinger et al, 2002). El descubrimiento de la inactivacion del gen
supresor de tumor pRb por E7 provee una explicacion basica de como los HPV de alto
riesgo inducen sus efectos oncogénicos en células cervicales (Howley et al, 1991). Sin
embargo, las propiedades de union de E7 de los tipos de bajo y alto riesgo oncogénico
difieren en muchas propiedades bioquimicas y funcionales ya que la proteina E7 de los

tipos de bajo riesgo se une ineficientemente a pRb (Howley et al, 1996).

La proteina E7 del HPV-16 es una fosfoproteina nuclear acidica sin actividad
enzimatica (Pahel et al, 1993). Esta compuesta de 98 aminoacidos (aa) con un peso
molecular tedrico de 11 kDa, sin embargo presenta un patrén electroforético con una
movilidad relativa de 19 kDa (Barbosa et al, 1989). E7 se une al Zn®" a través de dos
motivos conservados Cys-X-X-Cys (Figura 3) presentes en su extremo carboxilo formando
un dedo de Zinc (Firzlaff et al, 1991). E7 se une a pRB ¢ induce su hiperfosforilacion
(Figura 4) y evita su union al factor de transcripcion E2F, el cual a su vez activa la

expresion de genes para la proliferacion celular (Storey et al, 1988). El gen E7 por si solo
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es capaz de transformar lineas celulares de ratones in vitro y cooperar con el oncogén ras

activado para transformar células epiteliales de rifién de rata (Zerfass et al, 1995).

Respuesta Inmune contra el HPV

El organismo posee diferentes mecanismos para eliminar la infeccion del virus, uno
de ellos es la respuesta inmune humoral mediante la neutralizacion viral mediada por
anticuerpos especificos contra el virus. Esta respuesta evita la propagacion de una infeccion
aguda y protege en contra de una re-infeccion. Las inmunoglobulinas IgG e IgA presentes
en la mucosa pueden jugar una parte importante en la defensa del hospedero mediante el
bloqueo de la union del virus a las células epiteliales de la mucosa. Los anticuerpos
circulantes o el sistema de complemento aglutinan y opsonizan particulas virales por medio
del fragmento proteolitico cristalino de la IgG (“Fc”) o proteina del complemento (“C3b”)
facilitando la fagocitosis mediada por receptores. Sin embargo una vez que la infeccion ha
ocurrido los anticuerpos son incapaces de eliminar el virus, particularmente si el virus es
capaz de entrar en un estado latente en el cual su DNA se integra al cromosoma del

hospedero (Stanley et al, 1994).

Dentro de la respuesta inmune celular tenemos dos componentes principales que son
los linfocitos T citotoxicos (CTL) también conocidos como CD8" y las células T
ayudadoras de tipo 1 (Thl) también conocidos como CD4". Las células Thl activadas

producen citocinas incluyendo interferén-y (INF-y) e interleucina-2 (IL-2).
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Figura 3. Estructura del antigeno E7. Esta proteina posee tres dominios conservados
llamados CRI1, CR2 y CR3. En los dominios CR2 y CR3 se encuentran los sitios
responsables de su capacidad transformante.
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Figura 4. Mecanismo de transformacion de E7. La proteina E7 es capaz de unirse a la
proteina pRb liberando al factor de transcripcion E2F, el cual a su vez activa genes que son
necesarios para la division celular.
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El INF-y actia directamente en la eliminacion del virus por la induccién de un
estado antiviral en las células, mientras que la IL-2 actia indirectamente asistiendo la
activacion de los CTL precursores hacia una poblacion efectora. Ambas INF-y e IL-2
activan las células “natural killer” (NK), las cuales son importantes en los primeros dias de
la infeccion hasta el desarrollo de una respuesta especifica por parte de los CTL. En la
mayoria de las infecciones virales la respuesta de CTL se desarrolla en 3 a 4 dias. Como los
CTL destruyen las células infectadas ellos también eliminan las fuentes potenciales para
una nueva infeccion (Zinkernagel et al, 1996). Las células blanco para la lisis mediada por
CTL serian los queratinocitos presentes en las capas intermedias del epitelio escamoso
donde la transcripcion y replicacion viral se lleva a cabo y las proteinas tempranas (E1, E2,
E4, E5, E6 y E7) son abundantemente expresadas. Las proteinas tardias L1 y L2 no son
buenos blancos para los CTL ya que se expresan en las capas superficiales donde las
células ya estan liberadas. Sin embargo, se pueden dirigir anticuerpos neutralizantes hacia
estas proteinas para prevenir una infeccion de novo (Keating et al, 1995). Por lo tanto, la
defensa ideal contra estas infecciones podria ser una combinacion de anticuerpos
neutralizantes, la lisis celular de células infectadas mediante la respuesta de CTL y la
prevencion de una subsecuente re-infeccion por la liberacion de viriones (Schiller y Roden,

1995).

Mecanismos de Evasion del Sistema Inmune

La infeccion persistente de HPV sumada a cofactores moleculares parcialmente

conocidos mas una respuesta inmune local fallida en la paciente, son probablemente los
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elementos mas importantes que participan para la carcinogénesis cervical y la progresion
tumoral. Se han identificado algunos mecanismos por los cuales estos virus evaden las

respuestas inmunes innata y celular (Tindle et al, 2002).

Las células tumorales del CaCu son deficientes en la presentacion de los antigenos
propios y extrafios por via endogena, tanto por la desregulaciéon en la expresion de
moléculas de clase I del MHC (o HLA en el humano) como de las proteinas del sistema de
transportacion del antigeno del citoplasma a la luz del reticulo endoplasmico (Tap1-Tap2)

(Scott et al, 2001; Keating et al, 1995).

Por otro lado, se ha observado en diversos estudios que en lineas celulares de cancer
cérvicouterino los niveles de los transcritos de los genes virales es muy alto, mientras que
las proteinas virales son dificilmente detectables, esto posiblemente es el resultado de una
presion evolutiva por escapar del sistema inmune del hospedero, favoreciendo a aquellos
virus que integran mutaciones en su genoma que resulten en codones poco utilizados por
las células del hospedero, permitiendo asi que los niveles de expresion de las proteinas
virales se mantengan a niveles bajos para poder persistir como comensales en las células
infectadas (Cid-Arregui et al, 2003; Kim et al, 2005; Lin et al, 2006; Wang et al, 2007).
Otra ventaja que posee este virus es que no produce lisis celular por lo cual los antigenos
virales no estan disponibles para ser tomados y presentados por las células presentadoras de
antigenos y por lo tanto se limita la induccion de linfocitos T citotdxicos especificos

(Frazer, 1998).
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Desarrollo de vacunas contra el HPV

Ya que la prevalencia actual de muertes por cancer cérvico-uterino a nivel mundial es
alta, se han venido desarrollando diferentes métodos fisicos y quimicos de tratamiento.
Entre estos podemos mencionar a la cirugia, la radioterapia, la quimioterapia y la
crioterapia con sus respectivas variantes o adaptaciones (Sellors y Sankaranarayanan, 2003;
Hernandez et al, 2005). En la mayoria de los casos estos tratamientos provocan una serie de
peligrosas reacciones secundarias que dafian al paciente y, aunado a esto, en un buen

porcentaje de los casos no se logra resolver el problema y las pacientes recaen.

Debido a las deficiencias de las terapias existentes para combatir el CaCu en la
actualidad se ha optado por recurrir a una nueva generacion de tratamientos basados en el
uso de la llamada Terapia Génica (Jinoch et al, 2003). Dentro de estas terapias se encuentra
el uso de fragmentos de DNA desnudo, proteinas y péptidos como antigenos y el uso de
moléculas estimuladoras del sistema inmune, como por ejemplo, las citocinas. Otros
trabajos se han enfocado en la buisqueda de vectores para la administracion efectiva de
dichas moléculas en el interior de los tejidos infectados; ya que al administrar péptidos o
proteinas como antigenos, estos son rapidamente degradados e inducen tolerancia. Dentro
de estos vectores alternativos podemos nombrar a liposomas, bacterias, particulas similares
a virus, retrovirus, y adenovirus (Bermudez-Morales et al, 2005; Rozaléna et al, 2003);
estos ultimos se han convertido hoy en dia en una de las principales elecciones a la hora de

llevar a cabo pruebas clinicas (Alba et al, 2005).
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Uso de Vectores Adenovirales

Los adenovirus son miembros de la familia Adenoviridae y estan constituidos por
una capside externa, un ntcleo proteico central que cubre al DNA lineal y varias proteinas
accesorias. La capside de aproximadamente 75 nm de didmetro, tiene una conformacion
icosaédrica y esta constituida por 252 subunidades o capsémeros (Martinez-Flores et al,
2006; Russell et al, 2000). Los vectores adenovirales son construcciones artificiales en las
que se realizan modificaciones en el genoma viral, mediante el reemplazo de algunos
segmentos con DNA de una fuente externa, pudiendo introducir de esta manera dicho
material genético en el interior de las células blanco con una alta eficiencia de entrega
(Tatsis y Ertl, 2004). Los adenovirus como vectores de transferencia de genes, tienen una
serie de ventajas, por ejemplo, tienen la capacidad de poder incorporar grandes fragmentos
de DNA en su genoma, poseen una alta eficiencia de transfeccion, pueden ser manipulados
genéticamente para evitar su patogenicidad, pueden infectar células que se estén o no
dividiendo, son inmunogénicos por si mismos, permanecen de manera episomal dentro del
nucleo, permiten hacerles modificaciones sencillas en su céapside para replantear su
tropismo tisular y rutinariamente son obtenidos altos titulos virales (mas de 10"

particulas/ml.) (Alba et al, 2005; Kreppel y Kochanek, 2004).

Estado actual de las vacunas contra el cancer cérvico-uterino

Como ya hemos sefalado, la preocupacion por lograr generar tratamientos lo mas

efectivos posibles en contra del principal agente causal del CaCu, el HPV, ha llevado a la
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investigacion exhaustiva de diferentes mecanismos que nos puedan brindar dicho objetivo.
Actualmente se han aprobado por la FDA dos vacunas profilacticas que aparentemente
muestran niveles bastante altos de proteccion en contra de infecciones provocadas por
ciertos tipos de HPV. En referencia a esto, podemos mencionar en primera instancia a
Gardasil™, una vacuna cuadrivalente producida por la empresa Merck & Co., que protege
contra cuatro tipos de HPV: 6, 11, 16 y 18 (dirigida contra la proteina de expresion tardia
L1) y se administra en una serie de tres inyecciones en tejido muscular por un periodo de 6
meses (Siddiqui et al, 2006). Otra vacuna prometedora es, Cervarix™, producida por
GlaxoSmithKline (GSK) Esta vacuna bivalente tiene igualmente como blanco a la proteina
de la capside L1 de dos tipos de HPV: 16 y 18. Los resultados iniciales demuestran que esta
vacuna protege también contra la infeccidon persistente de estos dos tipos de HPV y se

administra de igual forma en tres dosis por un periodo de 6 meses (Szarewski, 2010).

Estas vacunas que actualmente son de las principales estrategias para combatir el
CaCu, protegen primariamente al inducir la produccion de anticuerpos contra la infeccion y
el desarrollo de cambios en las células cervicales que se ven en las pruebas de Papanicolaou
y que pueden resultar en cancer (Steinbrook et al, 2006), sin embargo la proteina L1
utilizada en estas vacunas se expresa principalmente en los estadios tempranos de la
infeccion por HPV cuando los virus se encuentran produciendo mas particulas virales y su
expresion disminuye conforme el genoma viral se va integrando al genoma de las células
hospedero (Zheng et al, 2006), por lo cual su uso queda confinado como vacuna

profilactica.
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Dentro de las principales desventajas de este tipo de vacuna incluyen su alto costo de
produccion ya que el sector que estd mas vulnerable a este padecimiento es el de bajo nivel
socioeconomico. Ademas los beneficios de estas vacunas se centran en aquellas mujeres
que aun no han sido expuestas al virus, con lo cual queda excluida una gran parte de la
poblacion en la que este tipo de infecciones puede seguir progresando hasta alcanzar la
malignidad. Algunos profesionales de la salud creen que la aplicacion de esta vacuna podria
propiciar algunas otras desventajas como llevar a las mujeres jovenes a tener conductas
sexuales de riesgo, al saberse protegidas por la vacuna o prescindir de los chequeos anuales
mediante el Papanicolaou, siendo que estas vacunas solo las protegen de la infeccion de

algunos tipos de HPV oncogénicos (Bharadwaj et al, 2009).

Uso de E7 como antigeno del HPV en la elaboracion de vacunas

Los tumores inducidos por virus expresan antigenos bien definidos de origen viral
los cuales son mas faciles de reconocer por el sistema inmune que los tumores de origen no
viral. En las décadas pasadas se identificaron las proteinas E6, E7, E2, L1 como antigenos
especificos de tumor (TSAs) del CaCu siendo las oncoproteinas E6 y E7 usadas para

inducir inmunidad (Shillitoe, 2006).

He y colaboradores probaron adenovirus y virus vaccinia expresando ambos la
oncoproteina E7, encontrando que el adenovirus confirié una mejor proteccion profilactica
y terapéutica antitumoral en comparacion con el virus vaccinia. En este mismo estudio se

evalud la inmunogenicidad del antigeno E6, expresado por los vectores antes mencionados,
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encontrando que E6 es menos eficiente que E7 para conferir proteccion contra el desarrollo
de tumores y ademas concluyen que E6 carece de epitopes suficientemente antigénicos para

despertar una respuesta inmune celular en contra del tumor (He et al, 2000).

Otra estrategia que se ha reportado para aumentar la presentacion del antigeno E7 ha
sido la creacion de vacunas de DNA en la cuales se fusion6 E7 diferentes proteinas como la
proteina de membrana asociada al lisosoma 1 (LAMP-1), la proteina de choque térmico
HSP70 o la Calreticulina (CRT). Las tres construcciones generaron una respuesta
significativa de CD8+ especifica para E7, siendo la fusion CRT/E7 la que generd mas
CD8+ en comparacion con las otras construcciones (Kim et al, 2004). Como la vacuna de
DNA expresando la CRT/E7 mostrd buenos resultados, este mismo grupo de investigadores
evalu6 la CRT/E7 pero expresada por un sistema de virus vaccinia. La vacunacion
intraperitoneal con Vac-CRT/E7 increment6 dramaticamente la secrecion de INF-y, células
CD8+ especificas para E7 y un potente efecto antitumoral en comparacién con Vac-E7 o

Vac-CRT (Hsich et al, 2004).

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que el uso de un adenovirus que expresa la
fusion de la CRT a la proteina E7 posee un potente efecto antitumoral (Gomez et al, 2007)
y mas importante atn, debido a que en la mayoria de los pacientes de paises en vias de
desarrollo el desarrollo de CaCu generalmente se detecta en estados avanzados
(Sankaranarayanan et al, 2004) se probd el efecto terapéutico de estos virus tanto en
estadios tempranos como tardios de los tumores inducidos a los ratones observandose

resultados impresionantes.
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La linea celular utilizada para estos experimentos es la TC-1 las cuales son células
epiteliales de pulmén de ratones de la cepa C57BL/6 transfrmadas con los genes E6 y E7

del HPV-16 y con ¢l oncogen ras (Lin et al, 1996).

En los ratones que fueron sometidos al esquema de inmunizacidn con el adenovirus
poco tiempo después de la induccion de tumor con células TC-1 ningln ratén desarrollo
tumor al menos por 60 dias, y no se observo crecimiento de tumor en este grupo cuando se
retaron por segunda vez con células tumorales TC-1, no asi en los controles Ad-E7 y Ad-
LacZ. En otro experimento los ratones recibieron las inmunizaciones con este adenovirus
una vez que el tumor inducido en ellos habia alcanzado un tamafio de 2mm observandose
una dréstica regresion tumoral. Ademads, no se observd crecimiento de tumor por un
periodo de 60 dias ni después de una segunda inoculacién con células tumorales al dia 70
con lo cual se concluy6 que es este adenovirus es capaz de conferir una memoria
inmunologica a largo plazo. Por lo tanto el adenovirus expresando la fusion de CRT/E7
tiene un gran potencial para ser usado en el tratamiento de CaCu avanzado (Gomez et al,

2007).

Mutaciones en el antigeno E7

Aungque el efecto profilactico y terapéutico observado en las vacunas que manejan la

version nativa de E7 es bastante significativo hay que recordar, que la proteina E7 del

HPV-16, por si sola es capaz de transformar diferentes lineas celulares establecidas
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(Vousden et al, 1988; Kanda et al, 1988), y por cuestiones de seguridad, su uso en futuros

estudios en humanos, esta limitado.

Shi y colaboradores desarrollaron una version de E7 mutante, consistiendo en la
sustitucion de dos residuos de cisteinas, localizadas en la posicion nimero 58 y 91, por
glicinas. Esto provoca la pérdida de el motivo estructural de union a Zinc, ubicado en la
region CR3, lo cual resulta en una proteina muy inestable que la lleva a ser degradada
rapidamente aumentando con esto la cantidad de fragmentos o epitopes de esta proteina
disponibles para ser presentados via MHCI. En cuanto a la capacidad inmunoestimulatoria
de esta version mutante, se observé que mejord notablemente la respuesta inmune celular
especifica contra células tumorales que expresan la proteina E7, mediada por linfocitos T
citotoxicos especificos, ademas que incremento los niveles de presentacion de antigenos de

E7 via MHCI (Shi et al, 1999).

Aunque se ha demostrado que mutaciones en estos residuos de cisteina disminuyen
drasticamente la capacidad transformante de la proteina, ésta conserva su capacidad de
union a la proteina supresora de tumor pRb debido a que el sitio de uniéon a pRb se
encuentra en el motivo XLCXE (aa 21-26) de la segunda regioén conservada (CR2). Una
vez que E7 se une a pRb por el dominio CR2 se logra la disrupcion del complejo pRb/E2F

mediante la porcion del dedo de zinc por el dominio CR3 (Liu et al, 2006).

En distintos estudios se ha probado la capacidad transformante de diversas versiones
de E7. Cambios en los aminoacidos C24 y E26 reducen sustancialmente la afinidad por

pRb y la sustitucion de la cisteina en el aminoécido 24 por una glicina o la delecion de los
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aminoacidos 21 al 24 eliminan tanto su capacidad transformante como su capacidad de

union a pRb (Miinger et al, 1993).

Calreticulina como potenciador de la respuesta inmune

Una de las estrategias desarrolladas para despertar una respuesta antitumoral
especifica contra células tumorales que expresen el antigeno E7, ha sido la fusién de este
antigeno a proteinas de potencial antigénico conocido las cuales pudieran favorecer la
induccion de una respuesta celular especifica contra E7. Entre estas, se encontr6 que la
fusion de la E7 a la proteina de shock térmico llamada Calreticulina (CRT) es la que mejor
permite desarrollar una respuesta inmune especifica contra tumores que expresan E7 en

comparacion a otras 4 vacunas (Kim et al, 2004).

La Calreticulina es una proteina abundante de 46 kDa, que se localiza en el interior
del reticulo endoplasmico (RE), relacionada a las proteinas de choque térmico. Se ha visto
que esta proteina dirige la presentacion de antigenos, mediante su asociacién con los
péptidos entregados dentro del RE a través de las proteinas transportadoras de antigeno
(TAP1 y TAP2) (Spee et al, 1997) asi como por la asociacion con la B2 microglobulina del

MHCI (Sadasivan et al, 1996).

En trabajos anteriores se ha demostrado el efecto adyuvante de la CRT. Uno de
ellos mostro6 que la administraciéon de complejos péptido-Calreticulina, promueve una
respuesta citotoxica especifica contra el péptido (Hsieh, 2004) mientras que en otro mas, se

indujo un efecto antitumoral especifico a través de la administracion de péptidos
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purificados de extractos de tumor unidos a Calreticulina (Sadasivan et al, 1996). La
Calreticulina en vacunas basadas en DNA, conserva su potencial como molécula
adyuvante, esto se demostrd al inmunizar ratones con la fusion de la secuencia codificante
de la Calreticulina a la proteina E7 del HPV-16. Estos ratones exhibieron un fuerte
incremento en las células precursoras de linfocitos T citotoxicos especificos de E7, asi
como un importante efecto antitumoral contra tumores que expresaban E7 en comparacion

a aquellos inmunizados unicamente con E7 tipo silvestre (Cheng et al, 2005).

Aunque no se tiene bien definido como la Calreticulina favorece la potenciacion de
la respuesta inmune celular especifica, existen varios posibles mecanismos. Uno de estos
esta relacionado a la ubicacion de la Calreticulina dentro del RE, donde se lleva a cabo el
ensamblaje de epitopes, de proteinas que fueron previamente degradadas en el citoplasma
por los proteosomas, en las moléculas del MHCI. Se ha reportado que s6lo un péptido se
une a una molécula de MHCI por cada 10* proteinas degradadas por el proteosoma
(Yewdell et al, 2001). Ademas el antigeno E7 se localiza en el ntcleo, por lo que los
niveles de antigeno en citoplasma disponibles para su presentacion son minimos. Nuestro
grupo de trabajo ha reportado que al encontrarse fusionada a la Calreticulina, la proteina E7
puede ser llevada hacia el interior del RE, lo que la acerca al sitio de procesamiento y

ensamblaje en el MHCI (Gomez et al, 2007).

Nuevas versiones mutantes del antigeno E7.

Tomando en cuenta todo lo anterior, en esta tesis se trabajo en el desarrollo de dos

versiones mutantes de E7 (Figura 5A) sin capacidad transformante. Una de ellas (E7m) es
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la reportada por Shi, 1999, la cual tiene mutadas las dos cisteinas de los aminoacidos 58 y
91 por glicinas. Esta version mutante se probara fusionada a Calreticulina (CRT/E7m), ya
que no sabemos si esta version mutante sin capacidad transformante sera procesada de la
misma manera que la silvestre y si sera capaz de montar una mejor respuesta antitumoral al

estar fusionada a Calreticulina.

Con el fin de crear una vacuna aun mas segura se realiz6 otra version de E7 llamada
doble mutante (E7dm), que contiene las mismas mutaciones antes mencionadas mas una
delecion en los aminoacidos 24 a 26 que corresponden al sitio de union a la proteina pRb
(Figura 5B), con lo cual se disminuye el riesgo de una posible regresion del fenotipo
transformante. Esta version doble mutante también fue fusionada a Calreticulina
(CRT/E7dm), y esta fusion génica fue optimizada para el uso de codones preferenciales

tanto para humanos como para ratones.

Ademas de estas dos versiones mutantes, se decidio estudiar el efecto antitumoral
del antigeno E7 fusionado tUnicamente al péptido sefial de la Calreticulina (SP:
MLLPVPLLLGLLLGLAAAL) y a su sefal de retencion en el reticulo endoplasmico,
KDEL (SP/E7/KDEL) (Figura 6), esto para determinar si el efecto antitumoral conferido
por la Calreticulina estd dado por su capacidad de llevar y retener a los antigenos en el

reticulo endoplésmico.
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Figura 5. Construcciones CRT/E7dm y CRT/E7m. A) Esquema donde se representan a
las dos versiones mutantes fusionadas a Calreticulina. B) Esquema del gen E7 en donde se
marcan las mutaciones correspondientes a la version doble mutante del antigeno E7. Se
observa en barras verdes la localizacion de los epitopes mas inmunogénicos para humanos
(aa. 11-20) y para ratones (aa. 49-57).
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Figura 6. Construccion SP/E7/KDEL. En esta figura se compara la construccion CRT/E7
(A), con la construccion SP/E7/KDEL (B); se representa en color rojo al antigeno E7, en
color azul el péptido sefial de la Calreticulina presente en ambas construcciones, asi como
la senal de retencion en RE, KDEL, representada en color verde oscuro.
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HIPOTESIS

1. La version mutante del antigeno E7 posee un mejor efecto antitumoral que el antigeno

E7 silvestre del HPV-16.

2. Las senales de envio y retencion a reticulo endoplasmico fusionadas al antigeno E7 son

suficientes para suplir el efecto antitumoral conferido por la Calreticulina.

IMPACTO

Debido al alto nimero de muertes por cancer es necesaria la creacion de nuevas
terapias que ayuden a la erradicacion de esta enfermedad. Recientemente se ha reportado
resultados muy prometedores al probar vacunas antitumorales que emplean la fusion del
antigeno E7 al potenciador de la respuesta inmune Calreticulina, sin embargo este antigeno
posee capacidad transformante por si mismo, por lo cual su uso en humanos no es
recomendable ya que conlleva el riesgo de transformar tejido sano. Por lo anterior en esta
tesis se trabajo con versiones mutantes sin capacidad transformante, las cuales fueron
fusionadas a Calreticulina para probar su efecto antitumoral. Por otro lado, es importante
conocer el mecanismo por el cual la Calreticulina potencia el efecto antitumoral de los
antigenos fusionados a ella, por esto analizamos el efecto antitumoral de una version de E7
fusionada Unicamente al péptido sefal y la sefial de retencion en reticulo KDEL. Estos

resultados pueden tener un buen impacto en la investigacion clinica.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto antitumoral de la inmunizacion con adenovirus que codifiquen
para versiones mutantes de E7 del HPV-16 fusionadas a Calreticulina en un modelo murino

por medio de terapia génica adenoviral.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Construir los adenovirus que codifiquen para las versiones de E7 mutantes del
HPV-16 fusionadas a Calreticulina.

e Determinar la localizacion celular de las proteinas mutantes fusionadas a
Calreticulina.

e Analizar el efecto antitumoral de los adenovirus que codifiquen para las versiones
mutantes de E7 del HPV-16 fusionadas a Calreticulina.

e Analizar el efecto antitumoral de una version del antigeno E7 fusionada a las

sefales de envio y retencion al reticulo endoplasmico de la Calreticulina.
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DISENO EXPERIMENTAL

o

N\

\ Produccion de los adenovirus

l

\ Caracterizacion de los Adenovirus

Analizar el efecto antitumoral de los adenoviru
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MATERIALES Y METODOS

Construccidn de las diferentes versiones del antigeno E7.

Construccion CRT/E7Tm

Para realizar la fusion de la Calreticulina a la version de E7 con las mutaciones en los
aminoacidos 58 y 91 se partio del plasmido BC219 donado por el Dr. Shi que codifica para
la E7 mutante a la cual se le realizd una amplificacién con los siguientes primers: E7F-
ECORI: 5° CGGAATTCCTGCATGGAGATACACCTAC y E7EVKIRw: 5 CGGGT

ACCGATATCTTATGGTTTCTGAGAACA.

La reaccion se realizé de acuerdo a las especificaciones técnicas de la enzima Pfx
(Invitrogen Corp., USA) con el siguiente ciclo de amplificacion: 94°C por 4min, seguidos
de 30 ciclos a 94°C por 30 seg, 55°C por 30 seg y 68°C por 1.5 min. El producto de PCR se
analiz6 en un gel de agarosa al 1.2%, se purifico del gel con el kit de purificacion Gel Clean
Up System (Promega Corp. USA), se digiri6 con las enzimas ECORI y Kpnl (New England
Biolabs, Inc.), y se purificé de nuevo. Por otro lado se digiri6 el plasmido PCDNA3.1-
CRT-E7 con las mismas enzimas y se purificé el vector sin el gen de E7. Este vector se ligd
con el producto de PCR digerido y las clonas resultantes se secuenciaron. Una vez
confirmado que no existieran mutaciones se llevo a cabo una nueva amplificacion, esta vez
para clonar la fusion CRT/E7m al vector transbordador pShuttle (Quantum

Biotechnologies, Montreal, QC, Canada). Los primers utilizados fueron los siguientes:
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CalXhoFw: 5’CCGGCTCG AGATGCTGCTCCCTGTGCCGCT y E7EVKIRw: 5’

CGGGTACCGATATCTTATGGTTTCTGAGAACA.

Al confirmar la amplificacion en un gel de agarosa, el producto de PCR se purifico
y se digirié con la enzima ECORV (Promega Corp, USA) por una hora, se inactivo la
enzima a 65°C por 15 min, y posteriormente se digirio con la enzima Xhol de la misma
compaiiia por 1.5 horas. El mismo proceso se realizé para linearizar el vector transbordador
pShuttle (Quantum Biotechnologies, Montreal, QC, Canada). Luego de la digestion, se
corrieron en un gel de agarosa, tanto el producto de PCR digerido como el vector abierto, y
se purificaron los fragmentos con el kit de purificacion Gel Clean Up System (Promega
Corp, USA). Estos se ligaron con 1U de ligasa (Fermentas Inc., USA) en una relacién
equimolar 5:1 toda la noche a 4°C para luego transformar la cepa DH5« de E.coli y
seleccionar las clonas resistentes a kanamicina. A las 24 horas se levantaron algunas
colonias y se crecieron en medio LB (United States Biological Inc. USA) con kanamicina
(Sigma-Aldrich St. Louis, Mo. USA). A éstas se les realiz6 un miniprep y se corrieron en
un gel de agarosa al 0.8% para observar su patron de corrimiento. Las clonas positivas se
secuenciaron para confirmar que no existiera alguna mutacion introducida al momento de

realizar la amplificacion.

Construccion CRT/E7dm

Para la version doble mutante se mandd sintetizar en la compafia GeneArt un gen

de E7 con la combinacién de las mutaciones en los aminodcidos 58 y 91 y con el sitio de
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union a pRB deletado (aa 24-26), el gen se sintetizd ya fusionado a Calreticulina con un
sitio Mlul (Promega, Corp., USA) entre ambos genes y toda la construccion fue optimizada
para una mejor expresion en humanos y ratones. Este gen fue clonado por la compaiiia en el
vector pGA4. Se digirieron 300 ng con las enzimas BglIl y Notl (Fermentas Inc., USA),
con el buffer O+ de la misma marca y se corrieron en un gel de agarosa al 0.8% para
verificar que se liberara el gen de interés. Para realizar la clonacion del gen CRT/E7dm en
pShuttle se digirieron 2 pg del plasmido pGA4 con las enzimas BglII y Notl, lo mismo se
realizé en el plasmido pShuttle para abrirlo en estos mismos sitios. Luego de la digestion,
se corrieron en un gel de agarosa, se purificaron los fragmentos y se ligaron con 1U de
ligasa de Fermentas para luego transformar la cepa DH5« de E.coli y seleccionar las clonas
resistentes a kanamicina. A las 24 horas se levantaron algunas colonias y se crecieron en
medio LB con kanamicina. A estas se les realiz6 un miniprep y se corrieron en un gel de
agarosa al 0.8% para observar su patron de corrimiento. Posteriormente se digirieron las
posibles clonas con BglIl y Notl para observar que liberaran el inserto del tamafo
adecuado. Adicionalmente se caracterizaron con otras enzimas de restriccion para

confirmar que dieran los patrones esperados.

Construccion SP/E7/KDEL

Para la construccion de este gen se amplificé con la enzima Pfx (Invitrogen Corp.,
USA) el gen E7 a partir del plasmido PCDNA3.1 CRT/E7 y se adicion¢ el péptido sefial de
la Calreticulina y la sefial de retencion en reticulo KDEL por medio de dos primers que se

muestran a continuacion: SIGE7FW: 5’GGTACCATGCTGCTCCCTGTGCCGCTGC
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TGCTCGGCCTGCTCGGCCTGGCCGCCGCCCTGCATGGAGATACACCTACATTGC
ATGAATATATGTTAG y E7TKDELRW: 5° AAGCTTCTACAGCTCGTCCTTTGGT

TTCTGAG AACAGATGGGGCACAC.

El programa utilizado para la amplificacién fue un primer paso de a 94°C por 4 min
seguido de 35 ciclos a 94°C por 15 seg, 58°C por 30 seg y 68°C 30 seg, por ultimo se llevod
a 68°C por 5 min; después de la reaccion de amplificacion se procedidé a adenilar el
producto de PCR con la enzima Taq polimerasa. El producto de PCR se corrié en un gel de
agarosa al 1.2%, se purifico y se clon6 en el vector Topo 2.1; se transform6 con esto la cepa
DH5a y las clonas resistentes a ampicilina fueron caracterizadas con enzimas de restriccion
y secuenciadas. Posteriormente se digirid tanto el vector Topo 2.1 (Invitrogen Corp., USA)
con el gen de interés, insertado en el sentido correcto, asi como el vector pShuttle con las
enzimas BglIl y HindIll para clonar el gen SP/E7/KDEL en éste. Las clonas se
seleccionaron por su resistencia a kanamicina y se caracterizaron mediante digestion con

enzimas de restriccion asi como por PCR.

Obtencidn del genoma adenoviral

Para la obtencion del genoma adenoviral se intentd realizar la recombinacion
homologa del genoma adenoviral con el pldsmido pShuttle linearizado con la enzima Pmel
(New England Biolabs, Inc. USA) por medio de una co-transformacion en células electro-
competentes de E.coli cepa BJ5183 las cuales permiten la recombinacion pero poseen una

eficiencia muy baja de transformacion. Al no obtener transformantes con este protocolo se
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prob6é con un método alternativo, en el cual se prepararon células BJ5183 calcio
competentes y se transformaron por choque térmico con 30 ng del vector adenoviral
AdEasy (Quantum Biotechnologies, Montreal, QC, Canada) el cual posee el gen de
resistencia a ampicilina; luego de seleccionar las clonas que contenian este plasmido se
crecieron en gran cantidad para hacerlas calcio competentes y se transformaron 50 ul de
células por choque térmico con 15 ng del vector linearizado pShuttle que contenia cada uno
de nuestros genes de interés; durante la recombinacion se pierde el gen de resistencia a
ampicilina del AdEasy (Quantum Biotechnologies, Montreal, QC, Canada) y se
seleccionaron las clonas que poseian el gen de resistencia a kanamicina el cual se integra a
partir del plasmido pShuttle. Estas clonas se caracterizaron con diferentes enzimas de
restriccion y se corrieron en geles de agarosa para comparar los patrones de restriccion

entre las clonas positivas y el plasmido AdEasy como control negativo.

Obtencidn de particulas virales y produccion a pequefia escala

Una vez obtenido el genoma adenoviral se realizd una transfeccion en la linea
celular HEK293, la cual expresa de manera constitutiva el gen E1A que se encuentra
deletado en el genoma adenoviral y es necesario para la produccién de las particulas
virales. El experimento se llevo a cabo en una caja de 24 pozos donde se sembraron 8x10°
células en medio DMEM con Suero Bovino Fetal (Gibco, USA) al 10% y fueron incubadas
a 37°C en un ambiente de CO, al 5% por 24 horas. La transfeccion se llevd a cabo por
medio del reactivo Lipofectamina 2000 (Invitrogen Corp., USA) de acuerdo con las

recomendaciones del fabricante. Se observaron las células diariamente en busca de que
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apareciera un efecto citopatico (CPE) el cual consiste en células redondeadas con nticleos
prominentes, estos cambios en la morfologia de las células nos indica que las células estan
produciendo particulas virales y al lisarse se liberaran al medio de cultivo e infectaran a
mas células vecinas. Como control de la transfeccion se utilizd6 el Ad-GFP. Una vez
observado un CPE completo se procedi6 a levantar las células y preparar un extracto crudo
para infectar mas células y para producir una mayor cantidad de virus para los siguientes
experimentos. Para realizar los extractos crudos se pasaron las células y el medio de cultivo
a tubos Falcon de 50 ml, se centrifugaron a 1000 x g por 5 min y se retir6 el medio para
dejar solamente 5 ml, posteriormente se procedid a congelar y descongelar las células a -
80°C tres veces para lisar las células y liberar los viriones que se encuentran dentro de
estas. Por ultimo se centrifugaron a 2000 x g por 10 min y se pasé el sobrenadante a un

tubo nuevo, este se conservo a —80°C hasta su uso.

Determinar la multiplicidad de infeccion de los adenovirus producidos

El ensayo para determinar la multiplicidad de infeccion (MOI) sirve para conocer el
nimero aproximado de particulas virales presentes en los extractos crudos que se
obtuvieron de la amplificacion viral a pequefia escala. Este se realizdo en una placa de 6
pozos con 1x10° células HEK293 por pozo, en cada pozo se agregaron 0, 5, 10, 20, 50 y
100 ul del extracto crudo a probar, monitoreandose el cultivo dos veces al dia por tres dias
hasta observar la menor cantidad de virus que fue necesaria para obtener un efecto
citopatico completo a las 72 h. También se probaron las lineas celulares HeLa y SiHa con

el fin de saber la cantidad de adenovirus necesaria para infectar a la mayoria de las células
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—————————————————————————————————————————————— |
sin ser toxico para estas, ya que cada linea celular en especifico necesita una distinta
cantidad de virus para ser infectada debido a la cantidad de receptores en la superficie

celular que puedan ser reconocidos por los virus.

Tincién con X-Gal

Para probar la funcionalidad del adenovirus control Ad-LacZ (lacZ codifica para la
enzima [-D-galactosidasa) se infectaron células HEK293 con una alicuota de este
adenovirus purificado y se realizé una produccion a pequeiia escala. A las 48 h se adiciond

X-Gal a los pozos para detectar la actividad enzimatica.

Deteccidn de las proteinas recombinantes

Para realizar este ensayo se sembraron 2X10° células SiHa y se infectaron con un
MOI de 40 con los adenovirus Ad-GFP, Ad-CRT/E7m y Ad-CRT/E7dm, asi también se
dejé un pozo con células sin infectar como control negativo de la linea celular. A las 48
horas se realizaron los extractos de proteinas totales mediante el reactivo Proteo Jet
Mammalian Cell Lysis Reagent (Fermentas Inc., USA) de acuerdo con las indicaciones del
fabricante y se realizo una cuantificacion de proteinas por medio del kit de Bradford (Bio-
Rad Laboratories Inc., Hercules, CA) utilizando a la Gamma Globulina Bovina de la misma
marca para preparar los estandares y la curva de calibracion. Este ensayo se realizé en una

microplaca y las lecturas se realizaron por triplicado.
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Una vez determinada la concentracion de los extractos se cargaron 40 pg en un gel
de Acrilamida-SDS al 12% y se corrieron a 80 volts en buffer Tris-Glicina-SDS (Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, CA). El gel se transfiri6 a una membrana de PVDF (Millipore
Corp. Billerica, MA, EUA) en una camara de transferencia semi-humeda por 20 minutos a
120 miliAmperes (mA). Esta membrana se bloqued en buffer TBST (Tris-HCI 20 mM,
NaCl 137 mM, pH 7.6, Tween 20 0.05%) con leche descremada al 10% en agitacion por
una hora y luego de un lavado en TBST se incubd con los anticuerpos primarios, anti-E7
monoclonal de Santa Cruz (dilucion 1:500), el cual va dirigido contra un epitope no mutado
de E7 del HPV-16; y anti-B-actina (Sigma-Aldrich St. Louis, Mo. USA) (dilucién
1:10,000) como control de carga. Se incubaron por 3 horas en agitacion suave a 16°C.
Posteriormente se realizaron 3 lavados de 10 min con TBST y se incubaron con el
anticuerpo secundario anti-mouse conjugado a HRP (Pierce Co., USA) (dilucion 1:3000)
por una hora. Luego de esto se lavd la membrana con TBST y se revel6 utilizando el

sustrato SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce Co., USA).

Para la deteccion de la proteina recombinante SP/E7/KDEL se trabajé con un coctel
inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich St. Louis, Mo. USA) y el inhibidor de proteosoma
de la misma compafiia, Calpain Inhibitor I, a una concentracion de 30pg/ml. Se estandarizo
el tiempo Optimo para la maxima acumulacién de proteina con el Ad-LacZ donde se
probaron tiempos de 30min, 1 hora, 3 horas, asi como controles sin el inhibidor y a tiempo
cero. El experimento se realizo en una placa de seis pozos con 3X10° células infectadas a

un MOI de 1 con 24 horas de infeccion.
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Para realizar el ensayo de western blot se sembraron 2X10° de células HEK293 y
se infectaron a una MOI de 5 con el Ad-SP/E7/KDEL vy los adenovirus Ad-CRT/E7dm y el
Ad-LacZ como control positivo y negativo respectivamente. A las 24 horas post-infeccion
se agregd el inhibidor de proteosoma por una hora y se realizaron los extractos de proteinas
totales mediante el reactivo Proteo Jet Mammalian Cell Lysis Reagent (Fermentas Inc.,
USA) de acuerdo con las indicaciones del fabricante manteniendo las muestras siempre en
hielo. Se cargaron 40 pg en geles de Acrilamida-SDS al 12% y 15% y se corrieron a 80
volts en buffer Tris-Glicina-SDS. El gel se transfirio a una membrana de PVDF en una
camara de transferencia semi-himeda por 30 minutos a 200 mA. Esta membrana se
bloqued en TBST con leche descremada al 7% en agitacion por una hora y luego de un
lavado en TBST se incubd con el anticuerpo primario, anti-E7 monoclonal de Santa Cruz
(dilucion 1:500) por toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se realizaron 3 lavados de 10 min
con TBST y se incubaron con anti-mouse conjugado a HRP como anticuerpo secundario
(dilucion 1:3000) por una hora. Luego de esto se lavo la membrana 3 veces con TBST y se

revel6 utilizando el sustrato Super Signal West Pico (Pierce Co., USA).

Deteccion de la localizacion celular de las proteinas recombinantes

Para este experimento se sembraron 1X10* células SiHa por pozo en una cimara de
cultivo en portaobjetos marca Nunc de 8 divisiones en medio DMEM (Gibco, USA) con
FBS al 10% y antibioticos 1X (Sigma-Aldrich St. Louis, Mo. USA) y se dejaron incubando
24 horas a 37°C en atmdsfera de CO; al 5%, se agregaron los adenovirus correspondientes

aun MOI de 20 y a las 24 horas post-infeccion se retird el medio, se lavaron las células en
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PBS y se fijaron/permeabilizaron las células con metanol:acetona 1:1 por 10 minutos a -
20°C, se retird el fijador y se lavaron una vez con PBS. El bloqueo se realizdé con BSA al
1% en PBS por 30 minutos a temperatura ambiente, se retird el BSA y se incubaron con los
anticuerpos primarios anti-E7 (NM2) y anti-Calnexina (H-70) (Santa Cruz Biotechnology,.
Santa Cruz, CA) a una dilucion 1:200 por 2 horas en solucion de bloqueo y luego de tres
lavados con PBS se agregaron los anticuerpos secundarios anti-mouse Alexa Fluor 594 y
anti-rabbit Alexa Fluor 488 (Invitrogen Corp., USA) a una dilucion 1:500 por 1 hora en
solucion de bloqueo. Por ultimo se agregd medio de montaje (Vector Burlingame, USA) H-

1200 con DAPI.

Produccion a gran escala 'y purificacion de las particulas virales

Para la produccion a gran escala se cultivaron 4 cajas T-75 con células HEK293 a
una confluencia del 90% para cada adenovirus. Una vez alcanzada la confluencia se
infectaron con los adenovirus correspondientes a un MOI de 10 para alcanzar un efecto
citopatico completo aproximadamente a las 72 horas, luego se cosecharon las células para
realizar los extractos crudos mediante rondas de congelacion y descongelacion para liberar
los virus al medio de cultivo y proceder a la purificacion de estos. La purificacion de las
particulas virales se realizd por medio del kit ViraBind Adenovirus Miniprep Kit (Cell
Biolabs Inc, San Diego CA, USA) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Una vez
purificados los adenovirus se hicieron alicuotas de 150 ul y se almacenaron a -80°C para su

posterior uso.
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Aislamiento de células de bazo

Para determinar si los adenovirus recombinantes son capaces de despertar una
respuesta inmune celular se llevaron a cabo ensayos de produccion de IFN-y con células de
bazo de ratones inmunizados. Para esto se utilizaron ratones hembra de 6-8 semanas de la
cepa C57BL/6 de la compaiia Harlan, México, divididas en grupos de 3 ratones por cada
tratamiento. Se inyectaron via i.p. con 5X10'" particulas virales (P.V.) en un volumen final
de 100 ul en PBS estéril sin Calcio o Magnesio. Una  semana  post-infeccion  se
obtuvieron los bazos, se maceraron en un Cell Streiner (BD Pharmigen) con el émbolo de
una jeringa, se realizaron lavados con medio de cultivo RPMI (Gibco, USA) y se
resuspendieron las células en solucion de potasio-cloruro de amonio para eliminar los
eritrocitos, transcurridos tres minutos a temperatura ambiente se afiadieron 20 ml de medio
para detener la lisis. Las células se centrifugaron y resuspendieron en 10 ml de medio
RPMI y se incubaron a 37°C en una atmdsfera de CO, al 5% por 40 min Posterior a la

incubacién se determino la viabilidad de las células por exclusion con azul tripano.

Cuantificacion de los niveles de liberacion de IFN gamma de los linfocitos en cultivo

Las células de bazo obtenidas fueron sembradas en cajas de cultivo de 24 pozos con
5X10° células por pozo, se les adiciond el péptido RAHYNIVTF (GenScript Corp, USA)
de la proteina E7, el cual ya estd demostrado que induce una respuesta inmune celular;
también se les adicionaron 10 U de IL-2 (R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA) y a las

72 horas de cultivo se midieron los niveles de interferén gamma en los sobrenadantes
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mediante un kit de Elisa (R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Los niveles de IFN-y se analizaron en un lector de ELISA

a 450nm.

Analisis de la capacidad litica de los linfocitos contra células que expresen E7

Para esto se sembraron 5X10° linfocitos por pozo en cajas de 24 pozos y se les
adiciono6 el péptido (RAHYNIVTF) de la proteina E7, también se les adicion6 IL-2 y se
mantuvieron en cultivo por 7 dias; posteriormente se pusieron a co-cultivar por 4 horas con
células TC-1 en relaciones 1:1, 1:3, 1:9 en placas de 96 pozos y se observo la capacidad
litica de los linfocitos indirectamente mediante la medicion de la liberacion de Lactato
Deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes de los pocillos por medio de un kit comercial
(Promega Corp. USA) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La lisis especifica se
calcul6 de acuerdo a la siguiente formula:

% de citotoxicidad= (Experimental-medio de cultivo)/ (maxima liberacion LDH-medio de

cultivo).

Ensayos de proteccién antitumoral

Para el experimento de proteccidon antitumoral se utilizaron ratones de 6-8 semanas
de edad, hembras, divididas en grupos de 6 ratones por cada tratamiento. Se retaron con
5X10* células TC-1 por ratén mediante una inyeccion subcutanea en el costado derecho.

Tres dias después se inyectaron via i.p. con 5X10'°P.V. en un volumen final de 100 ul en
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PBS estéril sin Calcio o Magnesio y se repitio esta inmunizacion en el dia 21 y 25
después de la induccion del tumor. Los adenovirus utilizados fueron el Ad-LacZ, el Ad-
CRT/E7, Ad-CRT/E7m y el Ad-CRT/E7dm. El crecimiento tumoral se estuvo
monitoreando cada tercer dia y el volumen de los tumores se graficé con base a la formula

volumen tumoral= ((didmetro menor)® (diametro mayor))/2.

Para probar el efecto antitumoral de la construccion SP/E7/KDEL se inmunizaron 6
ratones de la cepa C57BL/6 con 5X10'°P.V. en un volumen final de 100 pl en PBS estéril
sin Calcio o Magnesio via i.p. con los Ad-LacZ, Ad-E7, Ad-CRT/E7 y el Ad-
SP/E7/KDEL. Una semana después se retaron con 5X10* células TC-1 por raton mediante
una inyeccion subcutdnea en el costado derecho. El crecimiento tumoral se estuvo

monitoreando cada tercer dia y se graficé el volumen tumoral.

Andlisis Estadistico

El andlisis estadistico de las muestras se realizd con el programa SPSS v. 16 y se

utiliz6 la prueba de ANOVA para comparar las diferencias entre tratamientos. Los valores

de P < 0.05 fueron considerados como significativos.
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RESULTADOS

Construccién de los adenovirus que codifican para las versiones de E7 mutantes del

HPV-16 fusionadas a Calreticulina.

Construccion CRT/E7m. Para realizar la fusion de la Calreticulina a la version de
E7 mutante (CRT/E7m) se parti6 del plasmido BC219 que posee el gen de la E7 mutante,
de aqui se amplifico y se clono en el plasmido PCDNA3.1-CRT-E7. Posteriormente se
amplifico la fusion CRT/E7m para clonarlo al vector transbordador pShuttle. En la Figura 7
se puede observar la secuencia génica de la fusion CRT/E7m en la cual se representa en
color azul celeste la secuencia de la Calreticulina, en color morado la secuencia de E7 y en
color rojo los sitios de restriccion que los flanquean. En la Figura 8 se encuentra un
esquema del plasmido pShuttle con el gen de la CRT/E7m integrado y la localizacion de los
sitios de restriccion Xhol, ECORV, Apal Notl, BamHI, Pstl y EcoRI, utilizados para la

caracterizacion de las clonas positivas.

Construccion CRT/E7dm. Esta construccion (CRT/E7dm) se mandé sintetizar en
la compania GeneArt. De aqui se clond en el vector pShuttle y como se observa en la
Figura 10 al digerir las clonas positivas con las enzimas BglIl y Notl se observa que
efectivamente liberan el inserto del tamafio adecuado (1.5 Kb) y una banda de 7 kB
correspondiente al vector pShuttle. Adicionalmente se caracterizaron con otras enzimas de

restriccion para confirmar que dieran los patrones esperados.
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CTCGAGATGCTGCTCCCTGTGCCGCTGCTGCTCGGCCTGCTCGGCCTGGCCGCCGCCGAGCCCAT
CGTCTACTTCAAGGAGCAGTTTCTGGACGGAGATGGGTGGACCGAGCGCTGGATCGAATCCAAA
CACAAGTCCGATTTTGGCAAATTCGTCCTCAGTTCGGGCAAGTTCTACGGCGATCAGGAGAAAG
ATAAAGGGCTGCAGACCAGCCAGGACGCCCGCTTCTACGCCCTGTCGGCCCGATTCGAGCCGTT
CAGCAACAAGGGCCAGCCACTGGTGGTGCAGTTCACCGTGAAACACGAGCAGAACATTGACTG
CGGGGGCGGCTACGTGAAGCTGTTTCCGGCCGGCCTGGACCAGAAGGACATGCACGGGGACTCT
GAGTACAACATCATGTTTGGTCCTGACATCTGTGGCCCCGGCACCAAGAAGGTTCACGTCATCTT
CAACTACAAGGGCAAGAACGTGCTGATCAACAAGGACATCCGTTGCAAGGACGACGAGTTCAC
ACACCTGTACACGCTGATCGTGCGGCCGGACAACACGTATGAGGTGAAGATTGACAACAGCCAG
GTGGAGTCGGGCTCCCTGGAGGATGACTGGGACTTCCTACCCCCCAAGAAGATAAAGGACCCAG
ATGCCTCGAAGCCTGAAGACTGGGACGAGCGGGCCAAGATCGACGACCCCACGGACTCCAAGC
CCGAGGACTGGGACAAGCCCGAGCACATCCCCGACCCGGACGCGAAGAAGCCCGAAGACTGGG
ACGAAGAAATGGACGGAGAGTGGGAGCCGCCGGTGATTCAGAACCCCGAGTACAAGGGTGAGT
GGAAGCCGCGGCAGATCGACAACCCCGATTACAAAGGCACCTGGATCCACCCCGAAATCGACA
ACCCCGAGTACTCGCCCGACGCTAACATCTATGCCTACGACAGCTTTGCCGTGCTGGGCTTGGAC
CTCTGGCAGGTCAAGTCGGGCACCATCTTCGACAACTTCCTCATCACCAACGATGAGGCGTACG
CAGAGGAGTTTGGCAACGAGACGTGGGGCGTCACCAAGACGGCCGAGAAGCAGATGAAAGACA
AGCAGGACGAGGAGCAGCGGCTGAAGGAGGAGGAGGAGGAGAAGAAGCGGAAGGAGGAGGA
GGAGGCCGAGGAGGACGAGGAGGACAAGGACGACAAGGAGGACGAGGATGAGGACGAGGAG
GACAAGGACGAGGAGGAGGAGGAGGCGGCCGCCGGCCAGGCCAAGGACGAGCTGGAATTCCT
GCATGGAGATACACCTACATTGCATGAATATATGTTAGATTTGCAACCAGAGACAACTGATCTC
TACTGTTATGAGCAATTAAATGACAGCTCAGAGGAGGAGGATGAAATAGATGGTCCAGCTGGAC
AAGCAGAACCGGACAGAGCCCATTACAATATTGTAACCTTTGGTTGCAAGTGTGACTCTACGCT
TCGGTTGTGCGTACAAAGCACACACGTAGACATTTGTACTTTGGAAGACCTGTTAATGGGCACA
CTAGGAATTGTGGGCCCCATCTGTTCTCAGAAACCATAAGATATC

Figura 7. Secuencia del gen CRT/E7m. Se puede observar el gen de la Calreticulina en
color azul, el gen E7 mutante en morado y en color rojo los sitios de restriccion siguientes:
Xhol, EcoRI y ECORV, segtn su orden en el gen.
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Figura 8. Construccion de la clona pShuttle: CRT/E7m. A) Esquema del plasmido
pShuttle-CRT/E7m. B) Caracterizacion de una clona positiva donde se observan el carril 1
el plasmido superenrrollado, en el carril 2 la linearizacion con ECORV, en el carril 3 vemos
la liberacion de la banda de 1.5 Kb producto de la digestion con Xhol y ECORV, en el carril
4 vemos el producto de la digestion con la enzima Apal y en los carriles 5,6,7 y 8 vemos el
resultado de las digestiones con Notl, BamHI, Pstl y ECoRI, respectivamente.
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AGATCT ATGCTGCTGCCCGTGCCCCTGCTGCTGGGCCTGCTGGGACTGGCCGCTGCCG
AGCCCGTGGTGTACTTCAAAGAACAGTTCCTGGACGGCGACGGCTGGACCGAGAGATGGATCGA
GAGCAAGCACAAGAGCGACTTCGGCAAGTTCGTGCTGTCCAGCGGCAAGTTCTACGGCGACCAG
GAAAAGGACAAGGGCCTGCAGACCAGCCAGGACGCCAGGTTCTACGCCCTGAGCGCCAGATTC
GAGCCCTTCAGCAACAAGGGCCAGCCTCTGGTGGTGCAGTTCACCGTGAAGCACGAGCAGAACA
TCGACTGTGGCGGCGGATACGTGAAGCTGTTCCCTGCCGGCCTGGACCAGAAGGATATGCACGG
CGACAGCGAGTACAACATCATGTTCGGCCCCGACATCTGCGGCCCTGGCACCAAGAAAGTGCAC
GTCATCTTCAACTACAAGGGCAAGAACGTGCTGATCAACAAGGACATCAGGTGCAAGGACGAC
GAGTTCACCCACCTGTACACCCTGATCGTGAGGCCCGACAACACCTACGAGGTGAAGATCGACA
ACAGCCAGGTGGAGAGCGGCAGCCTGGAAGATGACTGGGACTTCCTGCCCCCCAAGAAGATCA
AGGACCCCGACGCATCTAAACCCGAAGATTGGGATGAGAGGGCCAAGATCGACGACCCCACCG
ACTCCAAACCAGAAGATTGGGATAAGCCTGAGCACATCCCCGACCCTGACGCCAAGAAGCCAG
AGGATTGGGACGAAGAGATGGACGGCGAGTGGGAGCCCCCTGTGATCCAGAACCCCGAGTACA
AGGGCGAGTGGAAGCCTAGGCAGATCGATAACCCTGATTACAAGGGCACCTGGATCCACCCCG
AGATCGACAATCCCGAGTACAGCCCAGACGCCAACATCTACGCCTACGACAGCTTCGCCGTGCT
GGGCCTGGACCTGTGGCAGGTCAAGTCCGGCACCATCTTCGACAACTTTCTGATCACCAACGAC
GAGGCCTACGCCGAAGAGTTCGGCAACGAGACCTGGGGCGTGACCAAGACCGCCGAGAAGCAG
ATGAAGGACAAGCAGGACGAGGAGCAGAGGCTGAAAGAAGAGGAAGAGGAAAAGAAGCGCAA
AGAGGAAGAAGAGGCTGAAGAGGACGAAGAAGATAAGGACGACAAAGAGGATGAGGACGAGG
ACGAAGAGGACAAAGACGAGGAAGAAGAAGAAGCCGCCGCTGGCCAGGCCAAGGACGAGCTG
ACGCGTATGCACGGCGATACCCCCACCCTGCACGAGTACATGCTGGACCTGCAGCCCGAGACCA
CCGACCTGTACCAGCTGAACGACAGCAGCGAGGAGGAGGACGAGATCGACGGCCCTGCCGGCC
AGGCCGAGCCCGACAGGGCCCACTACAACATCGTGACCTTCGGCTGCAAGTGCGACAGCACCCT
GAGGCTGTGCGTGCAGAGCACCCACGTGGACATCAGGACCCTGGAGGACCTGCTGATGGGCACC
CTGGGCATCGTGGGCCCCATCTGCAGCCAGAAGCCCTGAGCGGCCGC

Figura 9. Secuencia del gen CRT/E7dm. Se observa en color rojo las secuencias de los
sitios de restriccion introducidos para realizar las clonaciones y en color naranja la
secuencia Kozak introducida; en color celeste se observa la secuencia de la Calreticulina y
en morado la secuencia de la E7 doble mutante.

Pacl

—aenal de
empaquetamiento

Promotar CMY

Kan

pshuttle CMY:
CRT/Erdm
(o Kb)

MCS CRT/E7dm

Figura 10. Plasmido pShuttle: CRT/E7dm. A) Esquematizacion del plasmido acarreador
pShuttle donde se clond el gen CRT/E7dm en los sitios BgIIl y Notl. B) Clonas de la
ligacion que liberaron el inserto del tamafio esperado al ser digeridas con BglIl y Notl
(carriles 2-5); primer carril, marcador de peso molecular.
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Para la obtencion del genoma adenoviral se transformaron células BJ5183 con el
vector adenoviral (AdEasy) el cual posee el gen de resistencia a ampicilina; luego de
seleccionar las clonas que contenian este plasmido se crecieron en gran cantidad para
hacerlas calcio competentes y se transformaron por choque térmico con el vector pShuttle
linearizado, el cual posee el gen de resistencia a kanamicina (Figura 11A); durante la
recombinacion se pierde el gen de resistencia a ampicilina del AdEasy y se seleccionaron

por resistencia a kanamicina.

En la Figura 11B se muestran las clonas positivas, las cudles se reconocen mediante
la liberacion de un fragmento de 3 o 4.5 Kb al ser digeridas con la enzima Pacl,
dependiendo si la recombinacion se realizd en el ORI o en el brazo izquierdo de
recombinacion, lo cual en cualquiera de los casos, nos muestra que la recombinacion se
realiz6 de manera exitosa. En la Figura 12 se muestra un ejemplo para la caracterizacion
con las enzimas Clal, BamHI y Mlul para una de las clonas del adenovirus CRT/E7dm. En
los carriles 1, 3 y 5 se encuentra el genoma adenoviral sin recombinar AdEasy digerido con
las enzimas Clal, BamHI, y Mlul, respectivamente, y en los carriles 2, 4 y 6 se encuentra
una de las clonas con el genoma del adenovirus recombinado que introdujeron nuestro gen
de interés, cambiando el patron de restriccion al digerirla con las enzimas antes

mencionadas. Lo mismo se realizé para el adenovirus CRT/E7m.

Para la obtencion de las particulas virales la transfeccion de los adenovirus se
realiz6 en la linea celular HEK293, la cual expresa de manera constitutiva el gen E1A que

se encuentra deletado en el genoma adenoviral y es necesario para la produccion de las
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empaquetamiento

Promotor CMY
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Figura 11. Recombinacién homdloga para la obtencién

del genoma adenoviral. A) En este esquema se representan los sitios de recombinacion
homologa entre el plasmido acarreador pShuttle y el genoma adenoviral AdEasy. B) Gel de
Agarosa donde se observa la digestion con la enzima Pacl de los pldsmidos AdEasy, en
carril (-), Ad-GFP, en carril (+) y en los carriles 1 a 4 las clonas del Ad-CRT/E7dm.

B
Clal Linear Linear
10 kb
BamHI 21710 Kb 16296 Kb 8 kb
11731 Kb 11743 Kb 5kb
6733 Kb 4o
3 kb
2.5 kb
MIul 20360 Kb 14035 Kb 2kb
5845 Kb 7845 Kb 1.5kb
4305 Kb 5656 Kb kb
1797 Kb 4305 Kb
1134 Kb 1797 Kb
1134 Kb

Figura 12. Caracterizacion Adenovirus CRT/E7dm. A)En esta tabla se muestra el patron
de bandas correspondiente a la caracterizacion con las enzimas Clal, BamHI y Mlul y el

patrén de bandas esperado con cada una, tanto para el Ad-CRT/E7dm (carriles 2, 4 y 6)
como para el AdEasy (carriles 1, 3 y 5).
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particulas virales. Una vez transfectadas se observaron las células diariamente en busca de
que apareciera un efecto citopatico el cual consiste en células redondeadas con nucleos
prominentes como se muestra en la Figura 13; estos cambios en la morfologia de las células
nos indica que las células estdn produciendo particulas virales y que al lisarse se liberaran
al medio de cultivo e infectaran a mas células vecinas. Como control de la transfeccion se
utilizé el Ad-GFP y la expresion del gen de la proteina verde fluorescente se muestra en la
Figura 13C. Una vez observado un CPE completo se procedié a levantar las células y
preparar un extracto crudo para infectar mas células y para producir una mayor cantidad de

virus para los siguientes experimentos.

El nimero aproximado de particulas virales presentes en los extractos crudos que se
obtuvieron de la amplificacion viral a pequefia escala se determind incubando células
HEK?293 con diferentes cantidades de extracto crudo a probar. Los cultivos se monitorearon
hasta observar la menor cantidad de virus que fue necesaria para obtener un efecto
citopatico completo a las 72 h, que, como se observa en la Figura 14, fue con 20 ul lo cual

corresponde a un MOI de 10. El experimento se repitio para todos los extractos crudos.

Para los experimentos de los siguientes objetivos se utilizd el Ad-LacZ (lacZ
codifica para la enzima -D-galactosidasa) como control negativo, por lo cual se procedi6 a
analizar su funcionalidad; para esto se infectaron células HEK293 con una alicuota de este
adenovirus purificado y se realizé una produccion a pequeiia escala. A las 48 h se adiciond
X-Gal a los pozos para detectar la actividad enzimatica. En la Figura 15 se observa el
resultado de este experimento comprobandose con esto la funcionalidad del adenovirus

control LacZ.
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Figura 13. Efecto Citopatico. Fotomicrografia donde se muestra un cultivo de células
HEK?293 antes de ser infectada con el Ad-GFP (A) y 72 horas después de la infeccion (B)
mostrando los cambios caracteristicos del efecto citopatico. C) Micrografia de
Fluorescencia mostrando una buena eficiencia de transfeccion (100X).

Figural4. Ensayo de MOI para HEK293. En esta Figura se muestra el efecto citopatico
observado a las 72 horas de infeccion con el Ad-GFP con distintas cantidades de extractos

crudos en la linea celular HEK293 (40X).
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Los adenovirus producidos son capaces de dirigir la expresion de las proteinas

recombinantes CRT/E7Tmy CRT/E7dm

Para realizar este ensayo se sembraron células SiHa y se infectaron con el Ad-
CRT/E7m y el Ad-CRT/E7dm y el Ad-GFP como control negativo, asi también se dejo un
pozo con células sin infectar como otro control negativo de la linea celular. A las 72 horas
se realizaron los extractos de proteinas totales y se realizé una cuantificacion de proteinas
por el método de Bradford y utilizando la proteina Gamma Globulina Bovina para preparar

los estandares y la curva de calibracion (Figura 16 A).

Una vez determinada la concentracion de los extractos se cargaron 40ug en un gel
de Acrilamida-SDS al 12% y una vez transferidas las proteinas a la membrana de PVDF,
¢ésta se incubo con el anticuerpo primario anti-E7 y anti-B-actina como control de carga,

posteriormente se incubd con el anticuerpo secundario anti-mouse conjugado a HRP.

En la Figura 16B se muestra la deteccion de la expresion tanto de la proteina de
fusion CRT/E7m como la CRT/E7dm, ambas con el mismo peso molecular que es de
aprox. 75 kDa, ya que la Calreticulina por si sola corre alrededor de 60 kDa y la proteina
E7 a 15 kDa. Con esto concluimos que los adenovirus construidos son capaces de dirigir la

expresion de los transgenes que clonamos en sus genomas.
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Figura 15. Tincién de X-Gal para el Ad LacZ. Para este experimento se infectaron
cé¢lulas HEK293 con el Ad-LacZ para comprobar su funcionalidad a MOIs de 0, 20, 40 y

100 (40X).
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Figura 16. Deteccion de las proteinas recombinantes. A) y B) Curva de los estandares
de proteinas para hacer el ensayo de Bradford en microplaca C) Western Blot de extractos
proteicos de células HEK293 infectados con el Ad-GFP, Ad-CRT/E7m y Ad-CRT/E7dm
para la deteccion de las proteinas recombinantes con anticuerpos especificos contra E7 y
deteccion de la B actina como control de carga.
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Los antigenos E7 mutante y doble mutante fusionados a Calreticulina son expresados
en Reticulo Endoplasmico

En previos estudios se habia reportado que al fusionar al antigeno E7 a la proteina
Calreticulina, este antigeno se dirigia al reticulo endopldsmico, que es el sitio donde la
Calreticulina normalmente reside, a diferencia del antigeno E7 silvestre que reside en
nucleo y citoplasma por lo que en este experimento buscamos ver cual es la localizacion
celular de las proteinas mutantes fusionadas a Calreticulina. Para esto se estandarizo la
técnica de inmunofluorescencia tanto con el anticuerpo anti- Calnexina, producido en
conejo, como con el anticuerpo anti-f actina, producido en ratén, posteriormente se
incubaron con dos anticuerpos secundarios con un fluor6foro distinto para cada anticuerpo
primario (anti IgG de conejo conjugado a Alexa fluor 488-verde, y anti IgG de raton
conjugado a Alexa fluor 595-rojo). Esto con el fin de analizar que la sefial de Calnexina

fuera especifica de reticulo endopldsmico y no de citoplasma (Figura 17).

Una vez establecido el sistema se analizaron los adenovirus de interés, esta vez se
utilizé el mismo anticuerpo anti-Calnexina pero ahora en combinacidon con un anticuerpo
anti-E7 producido en raton, observando la sefial emitida en color rojo. En la Figura 18 se
puede observar que tanto en las células infectadas con el adenovirus CRT/E7, como con el
CRT/E7m y CRT/E7dm la sefial de E7 se co-localiz6 con la sefial en verde de la Calnexina,
indicdndonos que en todas las fusiones el antigeno E7 esta siendo expresado en reticulo

endoplésmico.
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Figura 17. Localizacion celular del marcador Calnexina. En esta figura se observa la
sefial en reticulo endoplasmico de la proteina Calnexina en color verde (A), y en color rojo,
la proteina B-actina delimitando el contorno celular (B).

CRT/E7 CRT/E7m CRT/E7dm

Figura 18. Localizacién de las proteinas E7 mutantes fusionadas a Calreticulina. En el
panel superior se encuentra el nombre del adenovirus con el que se infectd cada columna de
células; en la primera fila en color rojo se observa la expresion del antigeno E7 en color
rojo, y en la segunda fila se observa la expresion del marcador de reticulo endoplésmico,
Calnexina, en color verde (100X).

52



Una vez detectada la expresion y localizacion de las proteinas recombinantes el
siguiente paso fue la produccion a gran escala de los adenovirus para tener suficiente
cantidad y realizar los ensayos de proteccion antitumoral. La purificacion de las particulas
virales se realizd por medio de un kit comercial basado en la captacion de los virus por
medio de las proteinas de su céapside en filtros especiales, por lo cual no es necesaria la
ultra-centrifugacion en gradientes con cloruro de cesio. Una vez purificados los adenovirus
se calculd su concentracion basandonos en su absorbancia a 260 nm. En la Tabla 1 se
muestra la concentracion de los diferentes adenovirus las cuales caen en un rango de entre

1-2.5 X10"? Particulas Virales (P.V.)/ml.

El antigeno E7 doble mutante fusionado a Calreticulina confiere un mejor efecto

antitumoral que el antigeno E7 mutante o las versiones silvestres

Para comparar el efecto antitumoral de las versiones mutantes de E7 fusionadas a
Calreticulina se realizd un experimento en el cual se inyectaron células TC-1 en ratones
C57BL/6 para posteriormente ser inmunizados con los diferentes adenovirus. Como se
puede observar en la Figura 19 los ratones que recibieron el tratamiento con el Ad-CRT/E7
tuvieron un crecimiento tumoral menor que los ratones inmunizados con el Ad-LacZ pero
no fue significativo. Por otro lado, tanto con el Ad-CRT/E7m como con el Ad-CRT/E7dm,
redujeron significativamente el crecimiento tumoral en comparacion con el control Ad-
LacZ. Con estos resultados podemos concluir que las versiones mutantes fusionadas a
Calreticulina poseen una doble ventaja frente a la version silvestre ya que no posee

capacidad transformante y ademas mejoran el efecto antitumoral en el modelo murino.
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Tabla 1. Concentracion de los Adenovirus Purifcados. En esta tabla se encuentra el
resultado de la cuantificacion de las particulas virales de cada muestra.

Adenovirus Concentracion
(PV/ml)
LacZ 1.21x1012
E7 1.65x1012
CRT/E7 1.98x1012
CRT/E7m 2.51x1012
CRT/E7dm 2.1x1012

Crecimiento Tumoral
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Figura 19. Ensayo terapéutico. En esta figura se muestra el crecimiento tumoral con
respecto al tiempo en los ratones C57BL/6 inmunizados con los distintos tratamientos.
*P<0.05 con respecto al grupo inmunizado con el Ad-LacZ.

54



Analisis del efecto antitumoral de una versién del antigeno E7 fusionada a las sefiales

de envio y retencion al reticulo endoplasmico de la Calreticulina

Construccién SP/E7/KDEL. Para la construccion del gen SP/E7/KDEL se
amplifico con la enzima Pfx (Invitrogen Corp., USA) el gen E7 a partir del plasmido
PCDNA3.1 CRT/E7 y se le adiciond el péptido senal de la Calreticulina y la sefial de
retencion en reticulo KDEL (Figura 20) por medio de dos primers. El producto de PCR se
corri6 en un gel de agarosa al 1.2%, se purificod y se clon6 en el vector Topo 2.1; las clonas
resistentes a ampicilina fueron caracterizadas con enzimas de restriccion y secuenciadas.
Posteriormente se digiri6 tanto el vector Topo 2.1 con el gen de interés insertado en el
sentido correcto, asi como el vector pShuttle con las enzimas BglIl y HindIII para clonar el
gen SP/E7/KDEL en este. Las clonas se seleccionaron por su resistencia a kanamicina y se
caracterizaron mediante digestion con enzimas de restriccion asi como por PCR. En la
Figura 21 se observa el resultado de la caracterizacion con la enzima HindIIl, en donde
vemos que el patron es el esperado, el cudl esta sefialado en la tabla de esta misma figura.
Una vez caracterizado se produjeron las particulas virales por el mismo procedimiento

antes descrito para los adenovirus CRT/E7m y CRT/E7dm.

Los adenovirus producidos son capaces de dirigir la expresion de la proteina

recombinante SP/E7/KDEL

Para la deteccion de la proteina que codifica el transgen SP/E7/KDEL se estuvieron

probando diferentes condiciones, ya que no lograbamos detectar la proteina recombinante
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GGTACCATGCTGCTCCCTGTGCCGCTGCTGCTCGGCCTGCTCGGCCTGGCCGCCGLCLCTG
CATGGAGATACACCTACATTGCATGAATATATGTTAGATTTGCAACCAGAGACAACTGATC
TCTACTGTTATGAGCAATTAAATGACAGCTCAGAGGAGGAGGATGAAATAGATGGTCCAG
CTGGACAAGCAGAACCGGACAGAGCCCATTACAATATTGTAACCTTTTGTTGCAAGTGTGA
CTCTACGCTTCGGTTGTGCGTACAAAGCACACACGTAGACATTCGTACTTTGGAAGACCTG
TTAATGGGCACACTAGGAATTGTGTGCCCCATCTGTTCTCAGAAACCAAAGGACGAGCTGT
AGAAGCTT

Figura 20. Secuencia de la Fusion SP/E7/KDEL. Se observa en color rojo las secuencias
de los sitios de restriccion BgIII y HindIII introducidos para realizar las clonaciones y en
color celeste se observa la secuencia del péptido sefial y en morado la secuencia KDEL.
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Figura 21. Caracterizacion del Ad-SP/E7/KDEL. En esta figura se muestra la
caracterizacion del adenovirus con la enzima HindIIl, en la tabla se muestran las bandas
que resultan y en la foto del gel de agarosa se muestra el patron de corrimiento (A)
comparandolo con el control AdEasy (B).

0 horas 30 min 1 hora 3 horas

Figura 22. Efecto del inhibidor de proteosoma Calapin I. En esta figura se observa el
resultado de la tincioén realizada con el Ad-LacZ para observar el efecto del inhibidor
Calpain I a distintos tiempos de incubacion (20X).
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mediante la técnica de rutina ya que de acuerdo con la literatura, la proteina E7 silvestre es
muy inestable (Fiedler et al, 2004). Finalmente se opt6 por trabajar con un coctel inhibidor
de proteasas y el inhibidor de proteosoma Calpain Inhibitor I a una concentracion de
30ug/ml. Para utilizarlo se estandarizé el tiempo optimo de la maxima acumulacién de
proteina con el Ad-LacZ. Como se muestra en la Figura 22, después de una hora fue
cuando se alcanzo6 el pico méximo de acumulacion de proteina. Este experimento se realiz6

por duplicado observandose resultados similares.

Una vez determinado el tiempo de acumulacion maxima, se realizd el experimento
para la deteccion de la proteina recombinante SP/E7/KDEL y como se observa en la Figura
23 se detect6 la expresion de la proteina del control positivo Ad-CRT/E7 a 70 kDa aprox. y

el adenovirus Ad-SP/E7/KDEL expreso la proteina a 15 kDa aprox.

El antigeno SP/E7/KDEL es expresado en Reticulo Endoplasmico

Para comprobar que el antigeno E7 estaba siendo dirigido y retenido en el reticulo
endoplasmico se llevo a cabo un ensayo de inmunofluorescencia en donde células HEK293
fueron infectadas con los adenovirus Ad-LacZ, Ad-E7, Ad-CRT/E7 y Ad-SP/E7/KDEL.
Como se observa en la Figura 24, en el tratamiento con el Ad-LacZ no hay expresion de
E7, solo se observa la expresion de la proteina Calnexina en color verde, en cambio con el
Ad-E7 se observa que la senal de E7, en color rojo, no se sobrelapa con la sefial de la

Calnexina, en color verde, ya que la localizacion de la proteina silvestre es principalmente
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Figura 23. Deteccion de la expresion de la proteina recombinante SP/E7/KDEL. En
esta figura se la expresion de la proteina E7 en células infectadas con el adenovirus
PS/E7KDEL, asi como el control positivo CRT/E7.
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Figura 24. El antigeno SP/E7/KDEL es expresado en reticulo endoplasmico. En la
primera columna en color verde se observa la expresion del marcador de reticulo
endoplasmico, Calnexina; en la segunda columna se observa la expresion del antigeno E7
en color rojo, en la tercera fila se observa el sobrelapamiento de las imégenes de las sefiales
de E7 y Calnexina y en la tltima fila se observa la sefial en azul del material genético
evidenciado mediante el reactivo DAPI (100X).




nuclear. Con el Ad-CRT/E7 la senal de E7 se co-localiza con la sefial de RE en verde y este
mismo patrén lo sigue el Ad-SP/E7/KDEL con lo que se comprueba que las sefiales que

posee son funcionales y el antigeno esté siendo enviado y retenido en RE.

La inmunizacion con el Ad-SP/E7/KDEL induce la expresion de IFN-y

Como ya se ha reportado anteriormente, el Interferon(IFN)—y es una citosina
importante para la respuesta inmune celular, asi como para la actividad citotdxica. Por esto
se evaluo si la inmunizacion con el vector adenoviral Ad-SP/E7/KDEL podria inducir la
expresion de IFN-y. Como se observa en la Figura 25 los linfocitos de ratones inmunizados
tanto con el Ad-CRT/E7 como con el Ad-SP/E7/KDEL generaron niveles significativos de
IFN-y cuando fueron estimulados con el péptido de E7: RAHYNIVTF. Ademas esta
respuesta fue especifica para E7 ya que los linfocitos de ratones inmunizados con el
adenovirus control Ad-LacZ, o con el vehiculo PBS, no generaron niveles significativos de
IFN-y. Este resultado indica que la inmunizacién con la fusion del antigeno E7 a las sefiales
de envio y retencion en RE aumenta la respuesta de células T asi como la producciéon de

citocinas.

La inmunizacién con el Ad SP/E7TKDEL induce una actividad citotdxica en contra de

células tumorales que expresan el antigeno E7 del HPV-16

Con el fin de evaluar de manera mas completa la respuesta inmune celular

realizamos un ensayo para determinar si los linfocitos de ratones inmunizados con los
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Figura 25. Niveles de IFN gamma en cultivo de linfocitos inmunizados. En esta figura
se observa la liberacion de IFN-y por linfocitos de ratones inmunizados con los distintos
tratamientos. Los niveles de liberacion de IFN—y por el Ad-CRT/E7 y el Ad-SP/E7/KDEL
no tuvieron diferencia estadisticamente significativa entre ellas, pero si en comparacidon con
los controles PBS y el Ad-LacZ. *P<0.05.
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Figura 26. Ensayo de citotoxicidad. En esta figura se observan los resultados de la
actividad litica de las células de bazo co-cultivadas con células tumorales TC-1 en distintas
proporciones célula blanco: célula efectora 1:1, 1:3, 1:6 y 1:9. Los datos son representativos
de dos experimentos realizados.
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diferentes adenovirus pueden inducir una citotoxicidad sobre células TC-1 que expresan el
antigeno E7 del HPV. Para esto se aislaron linfocitos de ratones previamente inmunizados
con los adenovirus y se estimularon in vitro con el péptido RAHYNIVTF en presencia de
IL-2 por seis dias para la expansion de células efectoras. Luego de esto se incubaron por 4
horas en presencia de células TC-1 y se midi6 la liberacion al medio de cultivo de LDH por
medio de un kit comercial. Como se puede observar en la Figura 27 tanto los linfocitos
inmunizados con el Ad-CRT/E7 como el Ad-SP/E7/KDEL tuvieron una buena respuesta
citotoxica, la cual fue especifica contra E7 ya que el control Ad-LacZ no generé una

citotoxicidad contra las células TC-1.

La adicion de las secuencias Péptido Sefial y KDEL al antigeno E7 aumentan su

capacidad antitumoral

Puesto que el objetivo principal de la creacion de esta vacuna es evaluar el efecto
antitumoral en el modelo murino, se procedio a inmunizar a grupos de ratones via i.p. con
los diferentes adenovirus, una semana después se retaron con las células TC-1 y se
monitored el crecimiento tumoral. Como se observa en la Figura 27 la inmunizacién con el
Ad-SP/E7/KDEL gener6 un potente efecto antitumoral, lo cual se evidencio por la ausencia
del crecimiento tumoral en el 100% de los ratones, en tanto que todos los ratones que
recibieron la inmunizacién con el Ad-CRT/E7 desarrollaron un pequefio tumor que después
de 4 semanas eliminaron. En contraste los ratones inmunizados con el Ad-E7 y el Ad-LacZ
desarrollaron tumor. Con esto concluimos que el envio y retencion del antigeno E7 en el

RE genera una potente respuesta antitumoral.
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Estos resultados sugieren que la inmunizacion con el antigeno SP/E7/KDEL es una
excelente estrategia para generar una buena respuesta inmune antitumoral, ademas sugiere
que gran parte de este efecto esta siendo conferido por el envio del antigeno al RE y no por

el efecto de la proteina Calreticulina per se.
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Figura 27. Efecto antitumoral del adenovirus SP/E7/KDEL. Grupos de seis ratones
recibieron una inmunizaciéon con los distintos adenovirus y una semana después fueron
retados con las células tumorales TC-1. En la grafica se representa el promedio del
crecimiento tumoral de cada grupo de ratones. La inmunizacién con el Ad-SP/E7/KDEL
protegio contra el establecimiento del tumor en el 100% de los ratones. * P < 0.05 con
respecto a los grupos Ad-LacZ y Ad-E7.
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DISCUSION

En la actualidad gran parte de la investigacion esta enfocada al estudio del cancer y
en especial al desarrollo de nuevas terapias que ayuden a la erradicacion de esta
enfermedad. En este trabajo se desarrollaron una serie de vacunas basadas en la tecnologia
llamada Terapia Génica donde por medio de la inmunizacidén con un vector, en este caso un
adenovirus, se introduce material genético que dirige la expresion de antigenos
inmunogénicos que estimulen al sistema inmune para despertar una respuesta inmune

especifica contra células tumorales que expresen estos antigenos.

Debido a que el céncer cérvico uterino esta intimamente relacionado con la
infeccion con HPV-16, las células cancerigenas expresan proteinas exclusivas del virus, lo
que las diferencia de las células normales y convierte a estas proteinas en un blanco para
dirigir una respuesta inmune antitumoral. De estas proteinas el antigeno E7 es una de las
que se expresan en mayor cantidad en estadios avanzados de la enfermedad por lo que gran
parte de la investigacion para el desarrollo de vacunas antitumorales estdn basadas en el uso
de éste, sin embargo posee capacidad transformante por si mismo al ser capaz de unirse a la
proteina supresora de tumores pRb a través de sus dominios conservados CR2 y CR3, por
lo que su uso en humanos no es recomendable por el riesgo que conlleva de transformar

tejido normal.

Por lo anterior en este trabajo nos avocamos a la tarea de desarrollar nuevas
versiones del antigeno E7 sin capacidad transformante que tengan una buena capacidad

antitumoral. Para esto partimos de un antecedente reportado por nuestro grupo de trabajo
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(Gomez et al, 2007) en el cual se demostré que la inmunizaciéon con un adenovirus que
expresa al antigeno E7 silvestre fusionado al potenciador de la respuesta inmune
Calreticulina generaba una potente respuesta inmune antitumoral especifica contra células

TC-1 que expresan E7, lo anterior probado en un modelo murino.

Para mejorar esta vacuna una de las estrategias que probamos fue el uso de
versiones de E7 sin capacidad transformante. Una de las versiones mutantes que
analizamos es la reportada por Shi et al. 1999, la cual tiene mutaciones en las cisteinas 58 y
91. Estas mutaciones eliminan su oncogenicidad y rapidamente es degradada generando
una mayor cantidad de epitopes para ser presentados en el contexto del MHCI. Con ello se
mejord la respuesta inmune antitumoral al ser probada en un modelo murino. En esta tesis
se quiso estudiar el efecto de la inmunizacién con la fusion de esta version mutante a
Calreticulina ya que no sabiamos si al estar fusionada la Calreticulina volveria al antigeno
mas o menos estable y si esto repercutiria en su capacidad para despertar una respuesta
inmune antitumoral. Ademas creamos una nueva version doble mutante (E7dm) la cual
ademds de las mutaciones en los aminoacidos 58 y 91 posee una delecion en los

aminoacidos 24 al 26, responsables de la union a la proteina supresora de tumor pRb.

Debido a que estas versiones mutantes se probaron mediante terapia génica
adenoviral, por ello el primer paso fue la construccion de los adenovirus que contuvieran
los transgenes para la expresion de las proteinas de fusion CRT/E7m y CRT/E7dm. Una
vez que se construyeron los adenovirus lo siguiente fue probar que efectivamente los

adenovirus fueran capaces de dirigir la expresion de los transgenes. Para esto se infectaron
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células con los adenovirus y se cargaron los extractos proteicos en geles de acrilamida para
detectar las proteinas recombinantes mediante un Western blot. En la Figura 16 se puede
observa el resultado del Western blot mostrandose dos bandas correspondientes a las
proteinas de fusion CRT/E7m y CRT/E7dm. Estas tienen un peso de aproximadamente 75
kDa, lo cual corresponde con el tamafio de las proteinas Calreticulina y E7 por separado, el

cual es de 60 y 15 kDa respectivamente.

El siguiente objetivo especifico fue investigar si el antigeno estaba siendo enviado
al RE ya que la estrategia de fusionar los antigenos a la Calreticulina es dirigirlos hacia la
via MHCI y en el RE es donde se ensamblan los epitopes en estas moléculas, precisamente
con ayuda de chaperonas como la Calreticulina. Como se observa en la Figura 18 tanto al
infectar células con el Ad-CRT/E7m como con el Ad-CRT/E7dm la expresion del antigeno
E7 fue en RE, esto se pudo constatar al co-localizarse la expresion con el marcador de RE,
Calnexina, también se uso el Ad-CRT/E7 como control positivo, ya que anteriormente ya
se habia reportado (Gomez et al., 2007; Cheng et al., 2001) que al fusionar el antigeno E7 a

Calreticulina el antigeno era expresado en RE.

Una vez que demostramos que los adenovirus producidos eran capaces de dirigir la
expresion de las proteinas recombinantes y que estas eran expresadas en el RE, el siguiente
paso fue analizar su capacidad antitumoral en un modelo in vivo. Como podemos observar
en la Figura 19 los ratones inmunizados con el Ad-CRT/E7m y el Ad-CRT/E7dm
mostraron diferencia significativa con el grupo control Ad-LacZ después de los 22 dias del

reto con las células tumorales. En contraste el Ad-CRT/E7 no mostré diferencia
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significativa en comparacion con los controles, esto posiblemente por el esquema de
inmunizacion, ya que el esquema en el que se habia reportado el efecto del Ad-CRT/E7 era
distinto (Gomez et al, 2007). Por lo anterior seria interesante seguir investigando el efecto
antitumoral de los adenovirus con inmunizaciones mas tempranas o con un reto con un
nimero menor de células tumorales. Lo anterior para dar mas tiempo de montar una buena
respuesta antitumoral antes de que el tumor adquiera un tamafio mayor y que sea mas dificil

de erradicar.

Durante el desarrollo de esta tesis nos planteamos un nuevo objetivo con el fin de
determinar si la mayor parte de las propiedades antitumorales conferidas a la Calreticulina
dependen de su habilidad para enviar y retener antigenos en el reticulo endopladsmico (RE).
Para esto creamos un adenovirus que expresa una nueva version de E7 la cual lleva las
sefales requeridas para dirigirse al reticulo endoplasmico (SP: MLLPVPL
LLGLLLGLAAAL) y la sefal de retencion en RE (KDEL). De igual manera que con las
construcciones anteriores se probo la expresion mediante Western blot, confirmandose que
era expresado, esta vez con un peso molecular de 15 kDa aprox. También se determino su
localizacién demostrandose que estaba siendo expresado en RE, a diferencia de la E7

silvestre cuya expresion fue nuclear (Figura 24).

Posteriormente analizamos la respuesta inmune celular cuantificando los niveles de
IFN-y que expresaban los linfocitos de ratones inmunizados con estos adenovirus. Como

observamos en la Figura 25 hubo una buena produccion de IFN-y comparable con el del
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grupo inmunizado con el Ad-CRT/E7. Ademas demostramos que estos linfocitos tienen

una citotoxicidad especifica contra células que expresan el antigeno E7 (Figura 25).

Con los resultados anteriores podemos concluir que el efecto antitumoral atribuido a
la Calreticulina es conferido, principalmente, por sus sefiales SP y KDEL, las cuales
permiten que los antigenos entren y sean mantenidos en el RE. Aun cuando el mecanismo
mediante el cual la generacion de epitopes en el RE aun no es bien entendido, una
posibilidad es que la secuencia KDEL puede provocar que los antigenos permanezcan mas
tiempo este sitio, incrementando sus posibilidades de degradaciéon y, como consecuencia, la

generacion de péptidos y su unidon a moléculas MHCI.

En la literatura se encuentra reportado el efecto antitumoral del envio de epitopes
inmunogénicos al RE por medio de una sefal SP (Sherritt et al, 2001), sin embargo, el uso
de un solo péptido queda restringido para personas con esa molécula en especifico de HLA
por lo cual seria mejor la inmunizacion con el antigeno completo (Toes et al, 1996).
También se ha reportado que la fusion de este péptido con la sefial KDEL genera un buen
efecto antitumoral comparandolo con el péptido sin esta sefal (Yin et al, 2009), pero de
nuevo su uso queda conferido a un tipo de HLA en particular. Por todo lo anterior la
construccion que aqui desarrollamos posee la ventaja de tratarse del antigeno completo y de
esta manera cada célula podra generar los epitopes inmunodominantes para su tipo de
molécula de histocompatibilidad en particular. Basados en los reportes mencionados

creemos que también valdria la pena determinar a futuro la contribucion de la sefial SP y
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KDEL por si mismas fusionadas al antigeno completo E7, y compararlas con el efecto de la

fusion SP/E7/KDEL.

Otra ventaja del uso de esta estrategia seria prevenir cualquier efecto adverso que
pudiera causar la sobreexpresion de la Calreticulina, por ejemplo, con su rol en el

almacenamiento de Ca”" intracelular (Michalak et al, 1999).

Se ha reportado que la fusion a Calreticulina también aumenta la respuesta a
antigenos como el [PA(dIV)] de Bacillus anthracis (Park et al, 2008) y el coronavirus del
SARS (Kim et al, 2004). Atin cuando el mecanismo de accion no se conoce, esperamos que
nuestra estrategia también pueda potenciar la respuesta inmune contra este tipo de

antigenos.

Con nuestros resultados se demuestra que el uso de las nuevas versiones mutantes
de E7 del HPV-16 fusionadas a Calreticulina genera un mejor efecto antitumoral que
empleando la version silvestre de la misma. Lo anterior tiene un gran impacto ya que estas
mutaciones eliminan la capacidad transformante que el antigeno E7 posee por si mismo y
esto es primordial para poder generar una vacuna con potencial uso terapéutico en
humanos. Ademas, se demostré que la fusion de E7 a sefiales que lo envien y retengan en
reticulo endoplasmico le confieren el mismo efecto antitumoral que al fusionar el antigeno
a la proteina Calreticulina, esto es importante si queremos simplificar el sistema mediante
la inmunizacién con vacunas que contengan menos elementos exdgenos. Estos resultados

pueden tener un buen impacto en la investigacion clinica.
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CONCLUSIONES

. Los adenovirus recombinantes son capaces de dirigir la expresion de las proteinas

de fusion CRT/E7m y CRT/E7dm.

. Las proteinas recombinantes CRT/E7m y CRT/E7dm son expresadas en el reticulo

endoplasmico.

. Los adenovirus Ad-CRT/E7m y Ad-CRT/E7dm presentan un mejor efecto

antitumoral que el Ad-CRT/E7.

. La adicion de un péptido sefial y una sefial de retencion en reticulo endoplasmico al
antigeno E7 le confiere un efecto antitumoral igual al observado con la fusion de

este antigeno a calreticulina.
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