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Desarrollo de un nuevo sistema de transferencia génica
basado en un gammaretrovirus humano

RESUMEN

Los vectores retrovirales son ampliamente usados como herramientas de transduccion en
procedimiento estdndar de investigacion en Biologia Molecular y mas recientemente como
vehiculos de genes terapéuticos en terapia genica. La estructura genética de los retrovirus
permite la separacion de las regiones cis-reguladoras flanqueando un transgen y de los genes
estructurales en plasmido de expresion en trans de manera que Se puedan generar Virus
recombinantes que por ser deficientes de replicacion unicamente cumplen con un solo ciclo de
replicacion. EI XMRV es un gammaretrovirus descrito en el 2006 y se ha asociado a cancer de
préstata y al sindrome de la fatiga crénica, aunque reportes recientes ponen en duda su papel
patoldgico. Estructuralmente, el XMRYV tiene la misma configuracion genética (LTR5-gag-pol-
env-LTR3) que los retrovirus murinos empleados en ensayos de terapia génica. Inicialmente se
determind si las regiones cis eran funcionales, para lo cual se construyeron plasmidos de
expresion en los cuales el promotor U3 y el potenciador U5 se encontraban dirigiendo la
expresion de luciferasa. El resultado de la transfeccion y determinacion de actividad de luciferasa
en lineas celulares demostré que el promotor U3 puede alcanzar el mismo potencial que el
promotor SV40, dependiendo de la linea celular. Se construyeron plasmidos vectores derivados
del XMRYV vy plasmidos de empaquetamiento (gag-pol y env) a partir de DNA gendmico de la
linea celular 22Rv1 y de la clona VP-62 XMRV. Se demostré la presencia de actividad de RT
por ELISA, de la proteina p30 (CA) del gen gag mediante Western blot, la expresion del gen env
mediante QPCR vy la presencia de la subunidad SU mediante citometria de flujo y Western blot
de la proteina gp70. En el ensayo de transduccion con los vectores XM se observé que la region
minima de empaquetamiento, es decir, la que no contiene una region de gag, era suficiente para
dirigir los genomas de los vectores XM para ser empaquetados en la linea celular. Con el
objetivo de mejorar la eficiencia de transduccion se gener6 el vector XM-CMV-Luc-PPT, el cual
demostrd mejorar los niveles de expresion del transgen (Luc) y por lo tanto, de incrementar la
eficiencia de transduccion en una linea celular derivada de cancer de prostata. Con lo anterior,
este trabajo propone al vector XM como una nueva herramienta en procedimientos de
transduccion estable y con futuras aplicaciones en protocolos de terapia génica.

Dr. Augusto Rojas Martinez

Director de Tesis
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CAPITULO I:

INTRODUCCION

1.1. Biologia de los Retrovirus

Ningun grupo de virus ha recibido tanta atencién de los cientificos en los ultimos
afnos como los retrovirus. Ademas de su importancia como patogenos de
animales y humanos, han sido utiles para el descubrimiento de fendmenos
biolégicos centrales, como la transcripcion reversa, la integracion de material
genético en los cromosomas, la trasmision horizontal de informacion hereditaria
y sus consecuencias para la evolucion de las especies, los oncogenes y sus
mecanismos transformantes y su papel en la biologia viral, entre otros
fendbmenos. Ademas, debido a la versatilidad biologica de estos virus, se han
empleado ampliamente como vectores eficientes para transferencia de genes en
biologia molecular, como la transgénesis animal y la terapia génica. Todo lo
anterior ha sido posible gracias al conocimiento profundo del genoma retroviral,
de la estructura de este tipo de virus, de la filogenia y clases de retrovirus, de su
ciclo de replicacion viral y de las interacciones con sus huéspedes (Dudley,
2011); los cuales muestran un repertorio de actividades particulares y amplias

que incluyen:



La existencia de un gran numero de cepas de virus con muy variados efectos
patogénicos.

Un amplio espectro de interacciones entre el virus y el huésped, que van
desde infecciones benignas con virus endoégenos heredados por linea
germinal, hasta infecciones graves y letales, como es el caso del HIV (Virus
de la Inmunodeficiencia Humana) y de los retrovirus oncogénicos.

La habilidad de modificar el genoma nuclear del huésped por mecanismos
que implican la insercion, la alteracidon de la expresion génica en las regiones
circundantes a la transposicion y la ganancia de material genético del
huésped que puede transferirse de manera horizontal a las células vecinas y
propiciar la transformacion maligna.

La capacidad de insertarse en la linea germinal del huésped y transmitirse de
manera vertical en la descendencia, lo que representa un mecanismo
importante en la evolucion de los vertebrados.

La habilidad de causar ciertos tipos de dafio genético, tales como activacion
o inactivacion de genes especificos cerca del sitio de integracion de los
provirus.

La habilidad de cambiar su genoma rapidamente por mutaciones o
recombinaciones en respuesta a las presiones ambientales.

La capacidad de transducir genes ajenos insertados en el laboratorio y portar
y expresar estos genes de manera predecible en una amplia variedad de

células y organismos.



La familia Retroviridae comprende un familia muy grande de virus,
principalmente de vertebrados, aunque ha habido unos pocos reportados en
otros animales (Pearson y Rohrmann, 2006). Su superficie presenta una
proteina de estructura sencilla, un trimero de dos subunidades, productos del
gen env (Delamarre et al., 1996; Lindemann y Goepfert, 2003). La nucleocapside
interna, o core, casi esférica o de estructura conica, esta construida de tres o
cuatro productos del gen gag (Freed, 1998; Zabransky et al., 2005; Zabransky et
al., 2009). En el core también se encuentran varias proteinas que tienen papeles
cataliticos importantes durante la replicacion. Estos incluyen una proteasa y dos
productos del gen pol: la transcriptasa reversa cuyas actividades cataliticas
ayudan a convertir la informacion genética de un RNA de cadena sencilla a una
doble cadena de DNA y una integrasa, necesaria para realizar la union covalente

del DNA viral y el DNA celular y formar el provirus (Hill et al., 2005).

1.1.1. Organizacion del Genoma Retroviral

El genoma retroviral consiste de dos moléculas de RNA de cadena positiva
sencilla (usualmente idénticas) que varian desde 7 a 10 kb, modificado de
manera que recuerdan las modificaciones de los RNA mensajeros (RNAm),
incluyendo la inclusidn de caperuza en el extremo 5" y la poliadenilacion en el
extremo 3°. El orden de los genes codificantes permanece invariable: gag-pol-

env. Otros grupos de retrovirus también se pueden encontrar genes involucrados



en la regulacion de la expresion. El ciclo de replicacion consta de dos fases. La
primera incluye: (a) entrada del core del viridn al citoplasma, (b) sintesis de DNA
de doble hebra empleando el genoma de RNA de cadena sencilla como
templado, (c) transferencia de la estructura al nucleo, e (d) integracién del DNA
en el genoma huésped. Estos pasos estdan mediados por proteinas encontradas
en el viribn sin ser requerida la expresion de genes virales. La segunda fase
incluye (a) sintesis y (b) procesamiento de genomas virales, RNAm y proteinas
usando los mecanismos de la célula huésped, como lo es el caso de la RNA
polimerasa (Pereira et al., 2000), y otras veces empleando la presencia de
productos virales especificos, como Tat y Rev en el HIV, (He et al., 2010;
Blissenbach et al., 2010). El ensamblaje del virion procede por la encapsidacion
del genoma por las proteinas de fusién gag y gag-pol, su procesamiento para
generar los productos finales, la asociacion de la nucleocapside con la

membrana celular y la liberacién del viridn por gemacion.

En la figura 1 se muestran las caracteristicas fisicas comunes a todos los
genomas retrovirales. Estas invariablemente incluyen: modificaciones del RNA
impuestas por la maquinaria celular responsable de su sintesis y procesamiento
y arreglos no covalentes impuestos en el genoma durante el ensamblaje del

virion.
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Figura 1. Estructura basica de un genoma retroviral. LTR (Long Terminal Repeats), son
el centro de control para la expresion génica ya que aqui se encuentran todas las
sefnales requeridas para la expresion génica: potenciador, promotor, inicio de la
transcripcion, terminador de la transcripcién, sitio de insercion del provirus y sefal de
poliadenilacion. La sefial de encapsidacion (W) contiene estructuras secundarias
compuestas de dos a cuatro bucles llamados SL1 a SL4 (SL, Stem-loop), ademas del
sitio de unién de iniciador (PBS, primer binding site) y sitio de corte y empalme donador
(SD, splicing donator). Los ORFs estructurales para la poliproteina gag-pro-pol y env se

encuentran flanqueados por las regiones LTR.

1.1.1.1. Genes Estructurales

Los genes gag, pro, pol y env ocupan el cuerpo estructural del genoma retroviral.
Para muchos retrovirus, estos genes son los unicos. El gen gag codifica la
proteina estructural interna del virus (Gag, proviene del nombre original “group-
specific antigen”) y es procesada proteoliticamente en las proteinas maduras MA
(matriz), CA (capside) y NC (nucleocapside) (Scarlata y Carter, 2003; Mateu,
2009). El gen pol codifica las enzimas transcriptasa reversa (RT), la cual
contiene las funciones de DNA polimerasa y RNasa H, e integrasa (IN), la cual

media la replicacion del genoma (Coté y Roth, 2008; Schultz y Champoux, 2008).
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El gen pro codifica la proteasa viral (PR), la cual actua al final del ensamblaje de
la particula viral para procesar proteoliticamente las proteinas codificadas por
gag, pro y pol, y algunas veces env (Fluigel y Pfrepper, 2003). El gen env codifica
la glicoproteina de superficie (SU) y la proteina transmembrana (TM) del virion,
las cuales forman un complejo que interactua especificamente con el receptor
celular. Esta interaccion lleva a la fusion de la membrana viral la membrana

celular (Colman y Lawrence, 2003; Lucas et al., 2010).

1.1.1.2. Regiones de Accién en Cis

Los genomas retrovirales estan dispuestos de tal manera que todas (o casi
todas) las secuencias no codificantes que contienen sefiales importantes de
reconocimiento para la sintesis de DNA, RNA y procesamiento se encuentran
localizadas en las regiones terminales. La organizacion general de la secuencia
de un genoma de un retrovirus tipico se muestra en la figura 1. Desde el extremo
5', las caracteristicas no-codificantes comunes en todos los retrovirus son como

sigue:

a) R. Todos los genomas retrovirales son redundantes en sus extremos
terminales, contienen secuencias idénticas en los extremos %', adyacentes al
grupo m7GS'ppp5'Gmp e inmediatamente precediendo el tracto poli(A). Estas

secuencias juegan un papel importante durante la transcripcidon reversa. En el



extremo 3' del genoma, entre U3 y la secuencia de poli(A), esta la otra copia de

la regidn R, la cual algunas veces contiene la sefial para la adicion de poli(A).

b) US. Esta region esta definida por sus secuencias flanqueantes R vy sitio de
union a iniciador (PBS). U5 es la primera region copiada a DNA durante la
transcripcion reversa y llega a formar parte del extremo 3' de la LTR. Algunas
secuencias U5 son esenciales para el inicio de la transcripcion reversa. El
extremo 3' contiene sitios att necesarios para la integracion y hay evidencia

importante del papel de esta region para el empaquetamiento del RNA viral.

c) PBS. Los 18 nucledtidos que forman el PBS son perfectamente
complementarios a los nucleotidos del extremo 3' del iniciador RNAt. La longitud

de la region PBS esta definida por la posicion de un residuo m'A en el RNA.

d) Tracto de polipurina. Todos los genomas de retrovirus contienen una
secuencia caracteristica de al menos nueve residuos de A y G, inmediatamente
precediendo al inicio de U3. Esta secuencia contiene el sitio de inicio para la
sintesis de la cadena del DNA viral. Aparentemente esta secuencia provee un
sitio de rompimiento para una actividad endonucleolitica asociada a la

transcriptasa reversa.

e) U3. La region U3 esta definida como una region entre el inicio de la sintesis

de la cadena positiva de DNA vy el inicio de R. Forma la porcién 5' de la LTR vy,



en la forma de DNA, contiene un numero de sefales de accién en cis necesarias
para la replicacién viral. La secuencia en el extremo 3' de U3 es una sefial
reconocida por la maquinaria de integracién y es una copia invertida de la sefal
de apareamiento en U5. Debido a que U3 termina en el extremo 5' del provirus,
ésta también contiene sefales que son reconocidas por la maquinaria de
transcripcion celular y que son responsables del control transcripcional. Cercano
a su extremo 3' se encuentran otras sefiales transcripcionalmente importantes,
las secuencias consenso candnicas, que marcan muchos promotores

eucarioticos.

1.1.2. Ciclo de vida retroviral

El conocimiento del ciclo viral fue crucial para desarrollar vectores retrovirales
(Figura 2). Luego de la infeccion en la célula, el RNA gendmico es transcrito de
manera reversa en un DNA de doble cadena por la transcriptasa del virion. La
transcripcion reversa involucra dos saltos de la enzima transcriptasa reversa, del
extremo 5' al extremo 3' del templado viral, causando una duplicacién de
secuencias localizadas en los extremos del RNA viral. Asi, el DNA viral es
significativamente mas largo que el genoma viral en los extremos 5'y 3'. Las
repeticiones en tandem resultantes en el DNA viral son denominadas
repeticiones terminales largas (LTRs). La transcripcion reversa toma lugar en el

citoplasma y el DNA viral es translocado al nucleo.
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Figura 2. Ciclo de vida de un retrovirus. El ciclo de vida de un retrovirus se encuentra
arbitrariamente dividido en dos fases, temprana y tardia. Las interacciones entre los
factores virales y del huésped ocurren a cada paso del ciclo de vida retroviral, aunque
muchas otras siguen siendo poco entendidas. Se indican los pasos inhibidos por tres
factores de restriccion TRIM5alpha, APOBEC3G y Fv1 (RTC, complejo de transcripcion

reversa; PIC, complejo de pre-integracion).

Los retrovirus simples y complejos entran al nucleo de la célula huésped por dos
diferentes mecanismos. La entrada al nucleo de los retrovirus simples solo
puede ocurrir cuando la membrana nuclear es desensamblada, y por lo tanto es
dependiente de la mitosis. En contraste, los lentivirus pueden accesar al nucleo

de las células quiescentes a través del poro nuclear. Lo anterior tiene



implicaciones practicas para el espectro de blancos celulares que pueden ser
transducidos por vectores virales derivados de retrovirus simples y complejos.
Después de entrar al nucleo, el DNA viral se integra en el genoma huésped
formando un provirus. La formacion de un provirus es una estrategia unica. El
DNA de etapa intermedia mimetiza a un gen celular y emplea la maquinaria de la
célula huésped para la expresion génica. Por lo tanto, el provirus requiere
elementos activos en cis que controlen la maquinaria transcripcional del huésped.

Muchos de estos elementos estan situados en las regiones LTRs provirales.

Las LTRs regulan el inicio de la transcripcion por la RNA polimerasa Il. Ademas,
las secuencias inmediatas al extremo 5' de la region U3 contienen los sitios
llamados att que son necesarios para la integracion. Esta secuencia motif es
también encontrada en la LTR 3": El extremo 3' de la region U5 contiene una
copia invertida del sitio att. Ademas, la LTR 3' contiene elementos cis activos
involucrados en el procesamiento post-transcripcional del extremo 3' del RNA

viral (poliadenilacion).

1.2. Vectores Retrovirales

Los vectores retrovirales se han usado frecuentemente para la transduccién de
genes heterologos de reemplazo en ensayos clinicos de terapia génica para

enfermedades monogénicas o para anadir genes citotdxicos en ensayos

10



antineoplasicos (Temin, 1990). El vector retroviral libre de virus contaminantes
es empleado para infectar células de médula 6sea del paciente. Luego de la
seleccion de células infectadas eficientemente, éstas pueden ser transplantadas
de regreso al paciente (Anderson, 1984; Anderson, 1985). Todas las terapias
unicamente consideran células somaticas y no células de linea germinal. Sin
embargo, el disefio genético de linea germinal con vectores retrovirales ha sido
probado en pollos, ratones, ovejas, monos, etc. (Porada et al., 1998; Lee et al.,
2005; Porada et al., 2005; Kalina et al., 2007; Li et al., 2008). El prototipo de
vector retroviral para terapia génica es el Virus de la Leucemia Murina de

Moloney (MLV).

El MLV es un retrovirus simple que porta s6lo un pequefio juego de informacion
genética, mientras que los retrovirus complejos como los lentivurs (HIV)
adicionalmente contienen genes accesorios y reguladores. Inicialmente, los
vectores de terapia génica fueron desarrollados de retrovirus simples (Hansen y
Pedersen, 2002). Las lecciones aprendidas de los vectores retrovirales simples
proporcionaron una base invaluable para el desarrollo de vectores derivados de
retrovirus complejos. Cada uno de estos vectores tiene ventajas especificas y
grandes limitantes. A continuacion se enlistan algunas caracteristicas que

cumpliria un vector ideal:

1. Produccion facil y eficiente: las preparaciones de altos titulos de particulas

virales deben ser reproducibles y facilmente realizables.
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Con respecto a la seguridad: el vector no debe ser toxico, ni inducir efectos
indeseables a las células blanco; incluyendo reacciones inmunoldgicas
contra el vector viral o su transgen.

Expresion regulada y sostenida del transgen: el gen dirigido por el vector viral
tiene que ser expresado de manera adecuada.

Vectores virales dirigidos: Es deseable lograr la transduccion exclusiva o
preferencial de tipos celulares especificos.

Infeccion de células en division o quiescentes: debido a que la mayoria de las
células en un adulto humano se encuentran en un estado postmitético, sin
division celular; es necesario que los vectores virales sean capaces de
transducir estas células.

Integracion sitio-especifica: integracidon en el genoma huésped en sitios
especificos que podrian ser capaces de reparar defectos genéticos, tales

como mutaciones o deleciones mediante insercidon en secuencias correctas.

Para generar vectores retrovirales, todas las secuencias codificantes de

proteinas son removidas del virus y reemplazadas por el transgen de interés.

Las secuencias activas cis esenciales, tales como secuencias de senhal de

empaquetamiento (W) requeridas para la encapsidacion, tienen que ser incluidas

en la construccion del vector. Las secuencias necesarias para la transcripcion

reversa del RNA del vector e integracion del DNA proviral, las LTRs, el sitio de

unidn al iniciador de RNA de transferencia y el tracto central de polipurinas

(PPT), deben estar presentes en el vector construido. Muchas modificaciones
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han sido introducidas en los sistemas basicos de vectores retrovirales. Por
ejemplo, la inclusién del extremo 5' del dominio gag lleva a un incremento de 50-
200 veces en los titulos de vectores, debido a un incremento en la eficiencia de
la encapsidacion del vector de RNA. Los vectores basados en MLV que portan
esta sefial de empaquetamiento extendida (nucleotidos 215 — 1039 de gag) son

llamados vectores W+ o gag+ (Pfeifer y Verma, 2001).

1.2.1. Diseiio de vectores retrovirales

El primer paso en el disefio de un vector viral es identificar las secuencias que
se requieren para ensamblar las particulas virales, el empaquetamiento del
genoma viral en la particula y el direccionamiento del transgen a las células
blanco. En seguida, es necesario que los genes dispensables sean deletados
del genoma retroviral para reducir la patogenicidad e inmunogenicidad. El
genoma residual viral y el gen de interés (también denominado transgen) se

integran en la construccion del vector (Figura 3).

13



BS

roy
LTR & = 2LTR

-_ Transgene cassette -

gagpol
poly(a)

env

poly(a)

Figura 3. Sistemas de transduccion retroviral. Los sistemas de vectores retrovirales de
replicacién deficiente estdn hechos separando las funciones genéticas cis (en negro) y
trans (en verde) del virus en construcciones plasmidicas, las cuales contienen las
secuencias cis y “helper” o plasmidos de empaquetamiento que codifican las proteinas
virales (i.e. contienen las secuencias trans). Sélo el vector transcrito se incorpora en los
viriones debido a que uUnicamente este RNA contiene la sefial de empaquetamiento

retroviral (V) (Pfeifer y Verma, 2001).

1.2.2. Pseudotipado de vectores retrovirales

El tropismo de los retrovirus esta determinado por la glicoproteina de la
envoltura viral, la cual se une al receptor en las células blanco. EI MLV

ecotropico puede infectar sélo células murinas que expresan el receptor para
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Env (un transportador de aminoacidos catiénicos independiente de sodio) (Yoshii
et al., 2008). Afortunadamente, el numero de huéspedes de los vectores puede
ser facilmente expandido reemplazando el gen env de MLV con secuencias de la
envoltura de otros retrovirus, por ejemplo, virus anfotropicos que son capaces de

infectar especies murinas y no murinas (Pouw et al., 2007).

El pseudotipado de vectores retrovirales no esta restringido a las glicoproteinas
de la envoltura de otros retrovirus. La proteina G del virus de la estomatitis
vesicular (VSV-G), un miembro de la familia de los rhabdovirus, puede sustituir
las proteinas virales Env (Cronin et al., 2005; Kaikkonen et al., 2006; Ohishi et

al., 2007).

1.3. Retrovirus y cancer

Los virus estan etiologicamente asociados a cerca de un 20% de las neoplasias
a nivel global. De este porcentaje, los retrovirus representan entre un 8-10% del
total. El riesgo de desarrollar cancer se incrementa enormemente después de la
infeccion crénica por HIV, como consecuencia de la inmunodeficiencia (Blattner,
1999). El sarcoma de Kaposi (KS, Kaposi’'s sarcoma) y el linfoma no Hodgkin de
alto grado (NHL, non-Hodgkin’s lymphoma) estan muy asociados a SIDA. La
inmunodeficiencia permite la infeccién con el herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8,

human herpesvirus 8), cuyos genes ciclina viral D y bcl-2 promueven la
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desregulacion del ciclo celular (Dubina y Goldenberg, 2009; Engels, 2007;

Krause, 2005).

En 1980, Robert Gallo identificé un nuevo retrovirus en cultivos de células de
linfoma de células T humanas que denomind virus linfotrépico de células T
humanas (HTLV-1), el agente etiolégico de la leucemia de células T en adultos
(ATL, adult T-cell leukemia) (Poiesz et al. 1980). El mecanismo molecular por el
cual el HTLV-1 no es conocido, pero se sabe que involucra a la funcién de la
proteina viral Tax, mas que a la mutagénesis insercional, mecanismo mas
comun de carcinogénesis en animales (Yoshida, 2001). La proteina Tax regula
la expresion de genes virales y celulares que interfieren con proteinas
involucradas con la progresion del ciclo celular y la reparacion del DNA (Pise-

Masison et al., 2005).

1.3.1. Virus Xenotrépico parecido a los Virus de la Leucemia

Murina, XMRV

El Virus Xenotrépico parecido a los Virus de la Leucemia Murina (XMRV)
recientemente descrito es un gammarretrovirus que ha sido asociado al
sindrome de la fatiga crénica (CFS) (Lombardi et al., 2009) y al cancer de
préstata (CaP) (Urisman et al., 2006). El retrovirus fue detectado en tejidos de

CaP con microarreglos de DNA viral (Virachip) en familias que eran homocigotas
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para la pérdida de funcion del alelo R462Q de RNasa L (gen hereditario de
cancer de prostata-1). La RNasa L rompe una cadena sencilla de RNA en sitios
de oligonucledétidos UpUp y UpAp en el RNA ribosomal y de varios virus (Castelli
et al.,, 1998; Silverman, 2003). Las proteinas del XMRV fueron encontradas en
23% de una poblacion de New York, pero el DNA se encontr6 en solo 6% de 334
de muestras de pacientes con CaP (Schlaberg et al., 2009). Los tumores de alto
grado son los que mayormente han mostrado evidencia del XMRV.
Significantemente, el XMRV se detectd en solo una de 105 muestras de CaP, y
en una de 70 muestras de prdostata normal en un estudio realizado en Alemania
(Fischer et al., 2008). Un segundo grupo aleman no detecté XMRV por reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), Western blot o pruebas serologicas en 589
muestras de pacientes con CaP. De aqui surge la posibilidad de que los casos
de CaP infectados con XMRYV estén restringidos a los Estados Unidos (Hohn et
al., 2009). Un estudio reciente demuestra un incremento en la frecuencia de
secuencias de XMRV en muestras de tracto respiratorio de pacientes
inmunocomprometidos (10% de 161 muestras), en comparaciéon con muestras
de pacientes inmunocompetentes (2% a 3% de 168 muestras) (Fischer et al.,

2010).

Aloia y cols. emplearon proteinas purificadas por HPLC para generar un
antisuero especifico que fue empleando en inmunotinciones, en este estudio se
analizaron casi 800 muestras de CaP por PCR en tiempo real e

inmunohistoquimica sin encontrar ninguna evidencia del XMRV, lo que
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incrementd la controversia sobre el uso de antisueros no especificos para la
deteccién de proteinas del XMRV (Aloia et al., 2010). La principal controversia
sobre el papel patogénico del XMRYV fue la que suscito el estudio realizado por
Lombardi y cols., donde encontraron que 67% de pacientes con CFS eran
portadores del XMRV (Lombardi et al.,, 2009), mientras que Hohn y cols.
analizaron 39 pacientes con CFS y 114 con esclerosis multiple mediante prueba
de ELISA validado para la deteccion de proteinas de env y gag sin encontrar
ninguna evidencia del XMRV (Hohn et al., 2010). En un estudio realizado en
China en 65 pacientes con CFS no se logré la deteccion de secuencias del
XMRYV por un ensayo de PCR en tiempo real multiplex altamente sensible y
especifica (Hong et al., 2010). Al igual que en estos estudios, otros grupos han
reportado la nula o muy escasa presencia del XMRV y MLV en pacientes con
CaP o CFS a pesar de usar ensayos de PCR altamente sensibles. Estudios
posteriores encontraron correlaciones entre el 100% de muestras de DNA
humano que fueron positivas XMRV o MLV con la presencia de DNA de ratén, lo
que ha llamado la atencion sobre contaminaciones en el laboratorio por material

genético murino (Oakes et al., 2010; Robinson et al., 2010; Switzer et al., 2010).

El XMRV es xenotropico debido su alta similitud con virus existentes en la linea
germinal de raton, pero sus proteinas de la envoltura (env) no tienen un receptor
en ceélulas murinas (Battini et al., 1999). Aunque no se puede reproducir en
ratones, el virus puede unirse a receptores en otras especies (del griego xenos),

incluyendo humanos (Levy, 1999). Remanentes similares de infecciones
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pasadas ahora forman elementos transposones que corresponden a mas del 8%
del genoma humano. El precursor del MLV y sus virus relacionados
probablemente infectaron al ratén hace 1 millén de anos. No se sabe cuando el
XMRV comenzé a infectar humanos, pero pudo haber ocurrido en las ultimas
generaciones, dado el 99% de identidad entre los seis genomas que han sido
secuenciados a la fecha a partir de leucocitos activados de pacientes con CaP y
CFS avanzado (Urisman et al., 2006; Lombardi et al, 2009). Estos difieren en
sbélo 30 de 8000 nucledtidos y muchas de las modificaciones ocurren en las
regiones no-traducidas del virus o como polimorfismos silentes en la tercera
posicion de codones que no cambian las secuencias de las proteinas. Las
infecciones xenotrépicas pudieron haber ocurrido durante un periodo en el cual
los ratones fueron una parte importante de la dieta humana. No se sabe si el
XMRV ha entrado en la linea germinal humana o si es transmitida en la
poblacion. Los humanos son susceptibles debido a que el XMRV puede unirse al
receptor-1 de retrovirus xenotropicos y politropicos (XPR-1) (Battini et al., 1999;
Stieler et al., 2010). Esta proteina puede ser un transportador de fosfato o
sensor que puede actuar en coordinacién con el antigeno prostatico especifico
(Hong et al.,, 2009). La union al XPR-1 y a sus correceptores potenciales
conduce a la endocitosis del virus. La invaginacion del fagosoma elimina la
envoltura de membrana plasmatica del virus para descubrir la capside. Esta esta
compuesta de proteinas de la matriz y contiene las cadenas del genoma de
RNA, la enzima integrasa y la transcriptasa reversa. La capside se mueve al

nucleo, donde el RNA es reversamente transcrito y colocado en sitios de

19



insercion dentro del DNA huésped. EI XMRV tiende a insertarse en el genoma
humano en sitios de inicio de la transcripcion, islas CpG, sitios hipersensibles a
DNasa y regiones densas de genes (Kim et al.,, 2008; Rusmevichientong y
Chow; 2010). En el CaP, el virus se integra en puntos de rompimiento de cancer,
sitios fragiles comunes, genes de microRNAs y algunos genes relacionados con
el CaP. Estas regiones muestran desdoblamiento de la cromatina con
secuencias regulatorias de transcripcidn estructuralmente abiertas. Por el
contrario, la cromatina condensada rica en nucleosomas no ofrece sitios de
integracion adecuados. El provirus de XMRYV incorporado es entonces transcrito
para servir como RNAm para la formacién de nuevas proteinas y RNA gendémico
para generar viriones infecciosos. EI genoma retroviral puede producir dos
RNAm debido al corte y empalme. Uno codifica para las tres regiones rio arriba,
la regidn codificante contigua gag-pro-pol y es empalmado a las 5 regiones no-
traducidas, mientras que la otra tiene tres regiones empalmadas a las regiones
que codifican la envoltura y la secuencia 5 no traducida contigua. Ambas
proteinas son cortadas por la proteasa viral para formar la matriz, la integrasa,
transcriptasa reversa y la regiébn stem transmembrana y glicoproteina de la
envoltura de union a XPR-1. El virus es ensamblado en la membrana. La
capside que contiene el RNA emerge y se libera de la superficie celular

(Baraniuk, 2010).
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1.3.2. El XMRV como vector de transduccion

El XMRYV es un retrovirus con estructura similar a otros gammaretrovirus de los
cuales se han derivado vectores retrovirales. En el laboratorio de Terapia Génica
del Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular de la Facultad de
Medicina de la UANL, hemos logrado aislar secuencias pertenecientes a la
forma proviral del XMRV a partir de la linea celular 22Rv1, en la cual no se ha
reportado la presencia de este virus. Dada la estructura y organizacion gendémica
que presenta el XMRV, resulta ser una buena opcion para la generacion de un
vector retroviral, ya que también se han derivado vectores de virus con
estructura similar, con la ventaja de que este vector podria tener un mejor
tropismo hacia nuestra especie y probablemente seria mas eficiente en lesiones
tumorales con actividad deficiente de la proteina RNasa L. Este nuevo vector
representa una opcién mas en los actuales sistemas de transferencia retroviral

para ensayos de transduccion génica.
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CAPITULO II:

JUSTIFICACION

Dado el creciente desarrollo de nuevas herramientas en el area de la biologia
molecular y la constante busqueda de opciones terapéuticas contra el cancer
que permitan dirigir de manera mas fina un efecto antineoplasico, resulta
imperante realizar investigacion de nuevos vectores de transferencia génica que

puedan ser empleados en la terapia génica antineoplasica.
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CAPITULO IlI:

OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Generar y validar un nuevo vector retroviral derivado del genoma de XMRYV, el
cual podria ser propuesto como una nueva herramienta de transferencia de
genes en ensayos de biologia molecular y usado en futuras aplicaciones de

terapia génica.

3.2. Objetivos especificos

1. Construir un vector retroviral de transduccion derivado del XMRV.

2. Establecer una linea celular de empaquetamiento con secuencias
estructurales del XMRV.

3. Demostrar la funcionalidad del vector retroviral producido por la linea de
empaquetamiento.

4. Determinar la eficiencia de transduccidén in vitro del vector derivado de

XMRV.
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CAPITULO IV:

MATERIALES Y METODOS

4.1. Material Biolégico

4.1.1. Lineas Celulares

Se emplearon las células competentes de la cepa DH5a de E. coli (Invitrogen,
Carlsbad, CA) para los protocolos de clonaciéon y subclonacion de plasmidos.
Para la generacion de vectores retrovirales y ensayos de expresion in vitro se
emplearon las siguientes lineas celulares: HepG2 (ATCC HB-8065, carcinoma
hepatocelular), HEK-293 (ATCC CRL-1573, rifion embrionario humano), SiHa
(ATCC HTB-35, carcinoma de células escamosas de cérvix grado 1), PC-3
(ATCC CRL-1435, adenocarcinoma de prostata grado V), 293T (ATCC CRL-
11268, rindbn embrionario humano), LNCaP (ATCC CRL-1740, carcinoma de
préstata), 22Rv1 (ATCC CRL-2505, carcinoma de prostata), HeLa (ATCC CCL-

2™ adenocarcinoma epitelial de cérvix).
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4.1.2. Plasmidos

Para la construccion del plasmido de expresion de proteinas gag-pol del XMRV
se empleo el vector pcDNA3.1Hygro(+) (Invitrogen, Carlsbad, CA), mientras que
para la expresién de proteinas env se empled el plasmido pcDNA3.1Zeo(-)
(Invitrogen, Carlsbad, CA), (Figura 4). En la generacion de un esqueleto
genomico de vector retroviral se empled el plasmido pBlueScript II KS (+)
(Stratagene, La Jolla, CA) (Figura 4). Durante los procesos de clonacion se
emplearon los siguientes vectores: pCR2.1 topo, pGemT-Easy, pCR4Blunt-Zero,

pGL3-Basic (Promega, Madison, WI).
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Figura 4. Mapas de los plasmidos empleados para la generacion de vectores

retrovirales y de empaquetamiento.

4.2. Materiales y Reactivos

A. Enzimas de restriccion y ligasa. New England BioLabs® (Ipswich, Reino
Unido):

BamHI, Hindlll, Avrll, Xhol, Spel, Vent, Taq, estuche de ligasa T4.
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B. EPICENTRE® Biotechnologies (Madison, WI):

Polimerasa MasterAmp™ Taq DNA.

C. Promega (Madison, WI):
Estuche de clonacion pGEM T-Easy, pGL3-Basic, pGL3-SV40, pRL-SV40,
Sistema de purificacion en columna PureYield™, Sistema de ensayo de

luciferasa Dual-Glo®.

D. Invitrogen™ y Gibco® (Carlsbad, CA):

Estuche de clonacién pCR2.1-Topo y pCR4Blunt-Zero, lipofectamina™ 2000,
medio Iscove avanzado de Dulbecco modificado de Eagle (Iscove’s Medio
Advanced Dulbecco's Modified Eagle), suero bovino fetal certificado en Estados

Unidos, tripsina 0.25 %, zeocina, higromicina.

F. Sigma-Aldrich (St. Louis, MO):

Acetato de potasio, acido bérico, acido fosférico, bromuro de etidio, cloroformo,
cloruro de calcio, dodecil sulfato de sodio, EDTA, fenol, fosfato dibasico de sodio,
fosfato monobasico de sodio, glucosa, HEPES, hidroxido de sodio, tris, tris-HCI.
Acido bérico, agar bacteriolégico, agarosa, cloruro de sodio, extracto de levadura,

triptona de caseina, tris, tris-HCI, bromuro de etidio,

G. Merck (Whitehouse Station, NJ):

Alcohol etilico, acido acético glacial, metanol, isopropanol.
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H. Corning y Costar (Costar City, NY):

Tubos para microcentrifuga 1.5 mL, tubos para microcentrifuga 2 mL, puntas
para pipeta 20 ulL, puntas para pipeta 200 pL, puntas para pipeta 1000 uL,
criotubos 2 mL, botella para cultivo celular de 25 cmz, botella para cultivo celular
de 75 cm?, cajas Petri 100 mm, pipeta serolégica 5 mL, pipeta seroldgica 10 mL,

pipeta serologica 25 mL.
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4.3. Estrategia General
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Figura 5. Estrategia general. (A) Se generaron plasmidos de empaquetamiento y
genomas de vectores retrovirales derivados del XMRV, (B) los cuales fueron
transfectados en células para la produccion de vectores retrovirales recombinantes. (C)

La produccion fue determinada mediante citometria de flujo y actividad de luciferasa.
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4.4. Determinacion de la Actividad Promotora de U3

Un punto clave para la generacidn de un vector retroviral es determinar si los
elementos cis reguladores son transcripcionalmente activos. Para obtener estas
regiones se aisl6 DNA gendmico a partir de la linea celular 22Rv1 y se
emplearon los siguientes oligonucledtidos para aislar la region correspondiente a
U5 de la LTR de XMRV: 1-LTR 5-GCG CCA GTC ATC CGA TAG ACT GA-3,
366-LTR 5-GCC GGG AAT ACG AAC TCG TCA GT-3. El fragmento
amplificado fue clonado empleando el estuche de clonaciéon Topo Cloning TA.
También se aisl6 mediante PCR el fragmento correspondiente a U3 de la LTR
de XMRV: 7620-LTR3 5-GCC CTG GTT CTG ACC CAA CAG TAT -3, 8173-
LTR3 5-AAA GGC TTT ATT GGG AAC ACG GGT -3’. Ambas clonas fueron

caracterizadas por restriccion con EcoRIl y PCR.

Las clonas obtenidas fueron nombradas pCR2.1-LTR3 y pCR2.1-LTR5 y fueron
digeridas con las enzimas Sacl (o Hindlll) y Xhol para liberar fragmentos de 632
nt y 450 nt, respectivamente. Ambos fragmentos fueron separados en
electroforesis de agarosa, purificados con el estuche Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System y subclonados en los sitios Sacl y Xhol, para pGL3-U3, y Xhol
y Hindlll, para pGL3-U5, del plasmido pGL3-Basic (Figura 6). Los plasmidos de

expresion generados, pGL3-U5 y pGL3-U3, fueron propagados en células DH5a
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y se realizd extraccion de DNA plasmidico empleando el estuche PureYield

Plasmid Midiprep System.

Sacl (5436

5 Hin dil (469) U3
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AmpR |  Luc Ampl4 | |
| 5264 bp f 7

Figura 6. Plasmidos de expresién para la evaluacion de la actividad promotora de los
elementos U3 y U5 de las LTRs del XMRV.

Se transfectaron 100 ng de los plasmidos pGL3-U5, pGL3-U3, pGL3-SV40,
pGL3-Basic y pRL-SV40 por triplicado en las lineas celulares HepG2, HEK293,
SiHa, 22Rv1 y PC3, empleando lipofectamina como agente de transfeccion.
Luego de 48 h, se determind la actividad de luciferasa con el estuche Dual-Glo®

Luciferase Assay System.

4.5. Generacion de un vector retroviral derivado del XMRV

Se realizé PCR a partir de 300 ng de DNA gendmico de células 22Rv1 con los

siguientes oligonucleodtidos: LTR5-1f 5-CAA TTG GCG CCA GTC ATC CGA

31



TAG AC-3’' y LTR5-1294r 5-GTC GAC TGT AAG TGA CGG CCA GTA CTG
AAG CTG G-3’; LTR3-7726f 5-CCT AGG TGA AAG ACC CCA CCA TAA GG-
3 y LTR3-8178r 5-GCT AGC AGC AAA AGG CTT TAT TGG G-3'. Los
productos amplificados LTRS5-gag (1314 nt) y LTR3 (465 nt) fueron clonados
para generar los plasmidos pCR2.1 LTR5-gag y pCR2.1 LTR3. Para generar una
LTR completa, el plasmido pCR2.1 LTR3 fue digerido con las enzimas EcoRI y
Xmal para producir un fragmento de 437 nt. El fragmento purificado fue
subclonado en el plasmido pCR2.1 LTR5-gag en los sitios Mfel (compatible con
EcoRIl) y Xmal (Figura 7). El plasmido resultante, pCR2.1 U3RUS5-gag, fue

caracterizado por digestion con EcoRI.

EcoRI (5639) Xmal (438)
\ U3

EcoRI (1726

Figura 7. Plasmido con LTR &', sefial de empaquetamiento y un segmento de gag del
XMRV.

A partir de este plasmido se generaron una serie de fragmentos

correspondientes a la LTR5 mas la sefal de encapsidacién con tres diferentes
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versiones de gag. Mediante SOE-PCR (Splicing by Overlapping Extension PCR)
se generd una version de LTR5-gag en la cual el ATG de gag estaba mutado
como se muestra en la figura 8. Los oligonucleétidos fueron disefiados de
manera que permitieran la caracterizaciéon mediante digestion con Xhol y para
introducir una mutacién en el inicio de la traduccion (ATG) de gag. Los
oligonucledtidos fueron los siguientes: U3-F 5-CGC CCT CAA TTG GAA TGA
AAG ACC CCA CC-3', GagMut-R 5-GTC TGT CCC ACG ATC CCG AGA ACC
GTA AAG-3', GagMut-F 5-GTT ACG GGT CTC GGG ATC GTG GGA CAG AC-

3’, Gag500-R 5'-CGC CTC GTC GAC ATT GTT CTC CCT GGC AGA GG-3'.

5651 bp

— — — —
1 CECCCTOARTTOCAATHARAGACCCDACT

1 CGGCCGCCAG TGTGCTGGAL TTCGCCCTTT CALT IATALGG CTTAGCACGC TAGCTACAGT AACGCCATTT
GCCGGCGGTC ACACGACCTT AAGCGGGARL GTTAL TATTCC GAATCGTGCG ATCGATGTCA TTGCGGTALRL

1001 TCTTTAAGTG TTCTCGAGAT C TGGGACAG ACCGTAACTA CCCCTCTGAG TCTAACCTTG CAGCACTGGG GAGATGTCCL GCGCATTGCA TCCAACCAGT
AGARATTCAC AAGAGCTCTA GUACCCTGTC TGGCATTGAT GGGGAGACTC AGATTGGAAC GTCGTGACCC CTCTACAGGT CGUGTAACGT AGGTTGGTCA

1 GARATOCCARGAGCCCTAGCACCCTATCTG

€ — — —

— — — —
1 GITACGGTTCTUGGEATCETOOGACAGAT | L. f.cccuwonn wow e sas nesanses VR TSTR rea aans b aeabasanisan

1001  TCTETARGTGETTCTCCAGATIC . TCGEACAGAC CGTAACTA CCCCTCTGAG TCTAACCTTG CAGCACTGGG GAGATGTCCA GCGCATTGCA TCCAACCAGT
AGLEATTCRCHNAGAGCTCTANG ICCCTGTCNTGGCATTGAT GGGGAGACTC AGATTGGAAC GTCGTGACCC CTCTACAGGT CGCGTARCGT AGGTTGGTCA

1501 TCCCCCGCCG TACGGAGCAC AACCTTCC GCCACCACC TCCGAGGTTT CCCCCCCTTC TCCCATGGTG
AGGGGGCGGC ATGCCTCGTE TTGGALGG. CGETGGTGE AGGCTCCALL GGGGGGGLAG AGGGTACCAC

1 GOACACOETCCCTCTIGTTACAGCTGUTCCGE
e — —

Figura 8. Estrategia SOE-PCR para mutar el ATG—>GTG de la regién gag en el
plasmido pCR2.1 U3RUS.
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El nuevo fragmento generado (U3RU5-GagMut) fue clonado para generar el
plasmido pCR2.1 U3RUS5-GagMut. Las clonas fueron -caracterizadas por
restriccion con EcoRI y Xhol. Para generar el genoma retroviral, el fragmento
EcoRI y Xhol del plasmido pCR2.1 U3RU5-GagMut (1026 nt) fue subclonado en
el plasmido pBlueScript Il KS + en los sitios EcoRI y Xhol para generar el

plasmido pBS-U3RUS5 (Figura 9).

EcoRI (3950

pBS-U3RU5

3954 bp Xhol (1022’

Figura 9. Plasmido pBS-U3RUS5 para la generacion de un esqueleto retroviral.

El genoma del esqueleto del vector fue completado subclonando el fragmento

Sacl y Notl del plasmido pCR2.1 U3RUS5-gag (1631 nt) en el plasmido pBS
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U3RUS en los sitios Sacl y Notl. El plasmido generado, pXM-gag, corresponde al

primer prototipo de un esqueleto retroviral derivado del XMRV (Figura 10).

U3 B 5 U3

'/

y

AmpR pXM gagmut | \GagMut AmPR/
J A

5566 bp S Sall(1591

pPXM gagwt GagWT

” Sall (1758)

5739 bp

~—

3 Notl (1631  Notl (1798’
U3

Figura 10. Esqueletos de genomas retrovirales derivados del XMRV.

El siguiente paso fue colocar un gen reportero dentro del esqueleto retroviral
XMRV. Para esto, la secuencia de GFP del plasmido pHR-CMV GFP fue
obtenida por digestion con las enzimas BamHI y Notl y el fragmento liberado de
741 nt fue subclonado en el plasmido pBlueScript Il KS + en los sitios BamHI y
Notl. El plasmido pBS GFP fue digerido en los sitios Sall y Notl para liberar un
fragmento de 786 nt que contiene la secuencia de GFP y subclonado en el
plasmido de esqueleto retroviral pXM-gag en los sitios Sall y Notl, generando asi

el plasmido pXM-gag GFP (Figura 11).
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Figura 11. Esqueletos de genomas retrovirales derivados del XMRV. En el vector XM-

gag-GFP la expresion es dirigida por el promotor U3.

4.6. Determinacion de la longitud minima de senal de

encapsidacion

Mediante PCR y empleando 100 ng del vector XM-gag-GFP se generaron otros
dos fragmentos diferentes correspondientes a la LTRS y diferentes longitudes en
gag manteniendo la sefal de encapsidacion minima. Se emplearon los
siguientes oligonucleodtidos: XMRVgGag-F 5-CAC TAT AGG GCG AAT TGG

AGC TC-3’, dGag6009-R 5-ATA GGC AAG TCG ACC TGT AAG TGC CTA

GGC GAT ATA TGG GAC CTG ATC C-3" y dGag5761-R 5-AGA GGG TAG

TCG ACC TGT AAG TGC CTA GGA CGA TCC CGA GAA CCG TAA C-3'. Las

secuencias de sitios donadores y aceptores de corte y empalme estan
subrayadas. Los fragmentos producidos por PCR empleando el plasmido pXM-

gag fueron de 1334 nt y 1109 nt, respectivamente, los cuales fueron clonados
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usando el Zero Blunt® PCR Cloning Kit. Los plasmidos generados, pCR4 Blunt
LTR5-gag250 y pCR4 Blunt LTR5-Agag, fueron digeridos empleando los sitios
Sacl y Sall para liberar fragmentos de 1307 nt y 1082 nt, respectivamente. Los
fragmentos fueron utilizados para reemplazar el fragmento de 1585 nt del
plasmido pXM-gag GFP empleando los sitios de restriccion Sacl y Sall. Fue asi
como se generaron los esqueletos retrovirales pXM-250gag GFP y pXM-Agag

GFP (Figura 12).

Sacl (6049 Sacl (5801

AmpR/ &Gag Mut

[ | pXM-dGag250 GFF o
< -

Sall (1074

AmpR/
Sall (1322 |

pXM-dGag GFFP

N
us U5R

GFP

6049 bp

GFP 5801 bp

Figura 12. Esqueletos retrovirales con deleciones en la region gag (mutada).

4.7. Genoma de vectores retrovirales bicistronicos

Para generar un vector retroviral bicistronico, se fusionaron los genes de GFP y
pac (puromicina N-acetil-transferasa) separados por la secuencia F2A del FMDV
(Foot and Mouth Disease Virus), todos siguiendo un mismo marco de lectura.

Los virus de RNA de cadena positiva codifican poliproteinas que son cortadas
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por proteinasas virales y celulares para producir proteinas maduras. Uno de los
mecanismos empleados por estos virus son las secuencias 2A o secuencias que
codifican péptidos similares que median el rompimiento de la poliproteina. La
secuencia F2A se inestabiliza entre la glicina 2A y prolina 2B por medio de un
mecanismo de salto ribosomal sin afectar la traduccidn se la siguiente secuencia
de manera que se libera el primer segmento del polipéptido traducido y el
ribosoma continua procesando el mismo RNA para traducir el siguiente
segmento polipeptidico en el mismo marco de lectura (Chinnasamy et al., 2006).
La fusién de esos tres elementos fue realizada mediante SOE-PCR empleando

los siguientes oligonucledtidos: GFP-F2A-F 5°-G CCA CCG TCG ACC ACC ATG

GTG AGC AAG GGC GAG GAG C-3’, GFP-F2A-R 5°-GGA CTC GAC GTC TCC
CGC AAG CTT AAG AAG GTC AAA ATT CAA CAG CTG TTT CTT GTA CAG
CTC GTC CAT GC -3, Puro-F2A-F 5-TTT GAC CTT CTT AAG CTT GCG GGA
GAC GTC GAG TCC AAC CCT GGG CCC ATG ACC GAG TAC AAG CCC AC-
3" y Puro-F2A-R 5-GGG CGG GCG TCA GGC ACC GGG CTT GC-3'. Se
resalta la secuencia subrayada del elemento Kozak en el fragmento amplificado
para GFP. Para producir el fragmento GFP-F2A se emple6é como templado el
plasmido pBS GFP descrito previamente y se amplificé un fragmento de 784 nt.
Para producir el fragmento F2A-Puro (657 nt) se emple6 como templado el
plasmido pBabe-Puro. El producto de ambos fragmentos fusionados GFP-F2A-
Puro (1405 nt) fue clonado en el vector pPGEM T-Easy para generar el plasmido
pGem GFP-F2A-Puro. Este plasmido fue digerido con las enzimas Sall y Notl,

liberando el fragmento GFP-F2A-Puro (1422 nt) para reemplazar el gen de GFP
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de los plasmidos pXM-gag GFP, pXM-250gag GFP y pXM-Agag GFP y crear los
plasmidos de esqueletos retrovirales pXM-gag GFP-F2A-Puro, pXM-250gag

GFP-F2A-Puro y pXM-Agag GFP-F2A-Puro (Figura 13).

Secuencia F2A

Q L L N F D L L K L A G b v E S N P G P

GIn Leu Leu Asn Phe Asp Leu Leu Lys Leu Ala Gly Asp Val Glu Ser Asn Pro Gly Pro

CAG CTG TTG AAT TTT GAC CTT CTT AAG CTT GCG GGA GAC GTC GAG TCC AAC CCT GGG CCC

GTC GAC AAC TTA AAA CTG GAA GAA TTC GAA CGC CCT CTG CAG CTC AGG TTG GGA CCC GGG
GFP F2A Puro
atg gtg agc aag ggc gag gag cC
QLLNFDLLKLAGDVESNPGP
TTT GAC CTT CTT AAG CTT GCG GGA GAC GTC GAG TCC AAC
CCT GGG CCC atg acc gag tac aag ccc ac

cg tac ctg ctc gac atg ttc att GTC GAC AAC TTA AAA CTG GAA GAA

TTC GAA GGE GET EGTG EAG ETE AGH
CCA CGG ACT gcg ccg gcg gtg ctg ggc

5 3

Sall

5”-gcc acc 9&?%0 acc atg gtg agc aag 5 -TTT GAC CTT CTT AAG CTT GCG GGA GAC
ggc gag gag c-3[ GTC GAG TCC AAC CCT GGG CCC atg acc gag

k -
tac aag ccc ac-3

57-GGA CTC GAC GTC TCC CGC AAG CTT AAG Notl

AAG GTC AAA ATT CAA CAG CTG tt] ctt gta . -
cag ctc gtc cat gc -3 } 57-ggg cgg gcg TCA GGC ACC GGG CTT GC-3

UAA mutated
stop codon

Figura 13. Estrategia para la generaciéon de un bicistron fusionado por la secuencia F2A.
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4.8. Plasmidos de empaquetamiento

Los plasmidos de empaquetamiento corresponden a aquellos en los cuales se
logra la expresion de las proteinas estructurales del retrovirus. Estos plasmidos,
arreglados en dos construcciones diferentes, fueron generados tomando como
DNA templado la clona VP62 de XMRV previamente reportada (GeneBank
NC_007815.1 G1:89889045). Como ya se menciond en la introduccién, ambos
marcos de lectura gag-pol y env son separados para minimizar el riesgo de
generacion de vectores retrovirales que porten secuencias nucleotidicas

estructurales por recombinacion.

Para generar el plasmido de expresion gag-pol, se realizé PCR a partir de 100
ng la clona VP62-XMRV (donada por el Dr. Hung Fan) y los siguientes
oligonucledtidos: GagPol-1 F 5-GCT AGC ATC ATG GGA CAG ACC GTA ACT
AC-3" y GagPol-4 R 5-TAT ACG GGG TTG AGT CCT CTA TG-3"; GagPol-3 5'-
GAC TTG CTG ACT AAA CTA AAA GCC-3" y GagPol-6 5-TTA GGG AAA GTG
TCT GTC ATC GTG CGG CCG C-3'. Se amplificaron fragmentos de 4015 nt y
3483 nt, los cuales fueron clonados en el plasmido pGEM T-Easy. Los plasmidos
pGEM GagPol1-4 y pGEM GagPol3-6 fueron digeridos con las enzimas Sall y
Notl, de manera que el fragmento de 2279 nt del plasmido pGEM GagPol3-6 fue
ligado en el plasmido pGEM GagPol1-4 para generar el plasmido pGEM GagPol.
El plasmido pGEM GagPol fue digerido en los sitios Nhel y Notl para liberar un

fragmento de 5366 nt, el cual fue subclonado usando las mismas enzimas en el
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vector plasmidico de expresion pcDNA3.1Hygro(+), para crear el plasmido de

empaquetamiento pcDNA3.1 GagPol (Figura 14).

El ORF de env fue amplificado por PCR a partir de 100 ng de DNA gendmico de
la linea celular 22Rv1 y empleando los siguientes oligonucledtidos: Env-F y Env-
R, amplificando un fragmento de 2001 nt el cual fue clonado en el plasmido
pCR4 Blunt para crear el plasmido pCR4 Blunt Env. La digestién con las
enzimas Spel y Notl del plasmido pCR4 Blunt Env generd un fragmento de 2070
nt correspondiente al ORF de env. Este fragmento fue subclonado en el
plasmido de expresion pcDNA3.1Zeo(-) en los sitios Xbal (compatible con Spel)

y Notl para generar el plasmido pcDNA3.1 Env (Figura 14).

Nhel (2)

CcMV
bla promoter

\

| Amp (R |
PEDNA3.1 Hygro GagP( 20 p PCONABAZeoEnv ||\ 1 o071
SV40 pAer  10883bp \ 7052 bp
H pUC origkx\ BGH pA
o / = f1 origin
SV40 EP SV40 EP

SV40 pA  zeo (R)
Notl (5368)

Figura 14. Plasmidos de empaquetamiendo para la expresion de los genes

estructurales gag-pol y env.
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4.9. Establecimiento de la linea productora de proteinas de la

envoltura de XMRV

El plasmido de empaquetamiento pcDNA3.1 Env fue purificado empleando el
estuche PureYield™ Plasmid Midiprep System. En una placa de 6 pozos se
sembraron 1x10° células 293T con medio DMEM modificado de Iscove completo
(10% suero bovino fetal, 20 mM L-glutamina, 10 I.U. penicilina 10 pg/mL
estreptomicina, 50 pg/mL gentamicina) (Iscove completo). Luego de 24 h, se
realizo la transfeccion de 300 ng del plasmido pcDNA3.1 Env por el método de
co-precipitacion con fosfato de calcio. Después de 48 h de incubaciéon bajo
condiciones estandar de cultivo celular (37°C, 5% CO,, 95% humedad relativa),
las células fueron despegadas de la superficie de la placa por tripsinizacién
(tratamiento durante 5 min con 0.25% tripsina/2.21 mM EDTA en HBSS vy
condiciones estandar de cultivo celular) y recultivadas en placas de 100 mm bajo
condiciones estandar de cultivo durante 48 h. Después, el medio fue
suplementado con 100 ug/mL de zeocina y cambiado cada 24 h por medio
fresco con lavado previo con PBS. Luego de 15 dias se observaron clonas
celulares resistentes a zeocina, las cuales fueron levantadas con papel filtro
estéril impregnado con 0.25% tripsina/2.21 mM EDTA en HBSS y resuspendidas
en placas de 24 pozos con medio Iscove completo suplementado con zeocina.
Las clonas celulares fueron propagadas y se analizé la expresion de env por
PCR en tiempo real empleando el estuche SYBR Green PCR Master Mix con los

siguientes oligonucledtidos: Env-1 y Env-2. Las clonas generadas fueron
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congeladas en nitrégeno liquido con medio Iscove completo suplementado con
20% de suero bovino fetal, 10% de DMSO y 100 ug/mL de zeocina. Para
determinar si existia la presencia de proteinas de env en la superficie, se empled
el suero de tres pacientes con CaP, previamente diagnosticados de ser
portadores del XMRV, como anticuerpo primario (dilucion 1:100) y raton anti-lgG
humano conjugado con AlexaFluor 644 (1:1000). Ademas se incluyo el suero de
un individuo sano como control. Se realizé la inmunotincién incubando 1x10°
células de cada clona con una dilucién 1:100 de suero de paciente y 1:1000 de
anti-lgG humano conjugado con AlexaFluor 644. Se llevé a cabo la citometria de

flujo para determinar el numero de células positivas.

4.10. Establecimiento de una linea celular para la expresion de

las proteinas gag-pol de XMRV

Se sembraron 1x10° células en placas de seis pozos con medio completo y en
condiciones de cultivo estandar. Después de 24 h, las células fueron
transfectadas mediante precipitacion con fosfato de calcio con 300 ng del
plasmido pcDNA3.1Hygro GagPol y luego de 48 h de incubacion en condiciones
estandar de cultivo celular, el medio fue suplementado con 100 ug/mL de
higromicina. El medio fue cambiado cada 24 h con medio completo
suplementado con 100 ug/mL de higromicina. Las clonas seleccionadas fueron

propagadas y congeladas para su posterior analisis. Se determind la expresion
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de transcriptasa reversa empleando el estuche The RetroSys™ C-type RT

Activity (Innovagen, Suecia).

4.11. Generacion de vectores retrovirales derivados del XMRV

Los plasmidos de los esqueletos retrovirales fueron transfectados (300 ng cada
uno) mediante co-precipitacién con fosfato de calcio en 5x10° células de clonas
establecidas o LNCaP. Se colectaron sobrenadantes luego de 72 h de
incubacioén a condiciones de cultivo estandar. Los sobrenadantes fueron filtrados

con un filtro de 0.22 um y almacenados a -80°C hasta su uso.

4.12. Infecciéon mediada por centrifugacion

Se sembraron 5x10° células en placas de 24 pozos con medio completo
suplementado con 8 ug/mL de polibreno. Luego de 24 h de incubacion a
condiciones estandar de cultivo, se reemplaz6 el medio con los sobrenadantes
provenientes de la generacién de vectores retrovirales por co-transfeccion. Las
placas fueron centrifugadas a 2500 rpm durante 120 min a temperatura de 22°C.
Después se incubd bajo condiciones estandar durante 72 h y luego se determind

la expresion de GFP mediante citometria de flujo.
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4.13. Citometria de flujo

El andlisis de expresion de GFP en células transducidas se realiz6 mediante
citometria de flujo en un FACSCalibur flow cytometer. Brevemente, la monocapa
celular fue lavada con buffer PBS y luego cubierta con PBSE (PBS, 0.5 mM
EDTA). Se incubaron de 5 a 20 min a condiciones de cultivo celular. Las células
fueron transferidas a un tubo e incubadas en hielo de 5 a 20 min para disociar
grumos, se centrifugaron durante 5 min a 1500 rpm a 4°C. Se lavaron con PBS
para remover el EDTA y fueron contabilizadas. Se tomaron 5x10° células y
fueron resuspendidas en PBSA frio (PBS, 0.02% azida de sodio) y colocadas en
tubos Eppedorf 1.5 mL o pozos de placa de 96 pozos de fondo U o V para la
cuantificacion directa de GFP o Inmunotincidn. En caso de cuantificacion directa,
las células fueron lavadas y resuspendidas en PBSF (PBS, 2% formaldehido) y
colocadas a 4°C hasta su uso. En el caso de la inmunotincién, las células fueron
centrifugadas (5 min, 1500 rpm, 4°C) y resuspendidas en 100 uL de buffer de
tinciéon para FACS (PBS o PBSA, 2% suero bovino fetal). Se agrego la cantidad
de anticuerpo conjugado a fluorocromo o anticuerpo primario no conjugado
mezclando con una pipeta. Las células fueron incubadas de 30 a 60 min en hielo
protegidas de la luz. Se lavaron dos veces con PBSA frio. Para usar el
anticuerpo secundario conjugado, las células fueron resuspendidas en buffer de

tincion para FACS y se agrego la cantidad necesaria de anticuerpo secundario.
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Las células fueron lavadas dos veces con PBSA frio y resuspendidas con PBSF

y se mantuvieron protegidas de la luz hasta ser analizadas por citometria de flujo.

4.14. Cuantificacion de transcriptasa reversa

La cuantificacion de transcriptasa reversa se realizdO empleando el The
RetroSys™ C-type RT Activity Kit (Innovagen, Suecia). Este estuche esta
optimizado para la determinacion cuantitativa de actividad de RT dependiente de
Mn2+ de retrovirus tipo C tales como el MLV y el XMRV. Brevemente, la RT en
la muestra sintetiza una cadena de DNA. El trifosfato de bromo-desoxiuridina
(BrdUTP) en la mezcla de reaccién es incorporado en el templado de
oligonucledtido inmovilizado. EI BrdUMP incorporado es cuantificado por el
anticuerpo anti-BrdU conjugado a fosfatasa alcalina. La actividad de fosfatasa
alcalina es colorimétricamente medida y es proporcional a la actividad de RT en

la muestra.

4.15. Western blot para la identificacion de proteinas de gag y

env de XMRV

Para la deteccion de proteinas estructurales del XMRV, se sembraron 3x10’

células LNCaP en placas de 100 mm o T75 un dia antes de realizar la
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transfeccion. Los plasmidos transfectados fueron cuantificados y verificados en
gel para verificar su integridad. Se transfectaron 100 pug de cada vector
empleando lipofectamina 2000 segun indica el proveedor. Las células fueron
incubadas bajo condiciones estandar de cultivo celular. Después de 96 h, se
realizd6 extraccion de proteinas. Las células fueron lavadas con PBS vy
cosechadas con PBS-EDTA 1 mM. El botén de células fue resuspendido con 20
uL de buffer de lisis: triton X-100 1%, Tris-HCI 10 mM, KCI 50 mM, MgCI2 2 mM,
DTT 1uL, PMSF 0.5M 1L, inhibidor de proteasas 40uL, agua miliQ c.b.p. 1 mL.
Se incubaron durante 20 min en hielo y centrifugadas a 14,000 rpm, 20 min a
4°C. El sobrenadante fue transferido a un tubo limpio y mantenido a -80°C hasta
su uso. Los extractos fueron cuantificados con el método de Bradford. Alrededor
de 100 pg de proteina fueron concentrados empleando metanol-clofoformo, para
realizar electroforesis al 10% de acrilamida. La electrotransferencia en
nitrocelulosa fue realizada a 80 mA, a 4°C durante toda la noche. La membrana
de nitrocelulosa fue bloqueada durante 1 h a temperatura ambiente con PBS-
Tween 0.5% - leche descremada 5%. El anticuerpo primario se incub6 en PBS-
Tween 0.5% - leche descremada 1% a una dilucion 1:1000 y el secundario
1:10,000. La deteccidn se realizé con los anticuerpos primarios monoclonal de
rata anti-p30 (subunidad CA de gag) y un anticuerpo de cabra dirigido contra la
gp70 de MLV. Como anticuerpos secundarios: conejo anti-IgG rata (Invitrogen) y
conejo anti-lgG cabra (H+L)-HRP (Invitrogen). La quimioluminiscencia fue
detectada con el Supersignal West Femto (Pierce, Rockford, IL) o

Westernblotting Luminol Reagent (Santacruz Biotech, Santacruz, CA).
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CAPITULO V:

RESULTADOS

Para el aislamiento de las secuencias correspondientes a las regiones LTR se
realizé PCR con los oligonucledtidos sefalados en Métodos. En las figuras 15y
16 se muestran las amplificaciones por PCR de las regiones LTR5 y LTR3,
respectivamente. Los fragmentos obtenidos de 366 pb de LTR5' y 624 pb de
LTR3', fueron clonados en el vector pCR2.1-Topo siguiendo las especificaciones

de la casa comercial.

. Lambda Pstl

1

2. PCRLTRS5 DNAg 22Rv1
3. PCRLTR5Ad

4. PCRLTRS S/T

Figura 15. PCR para amplificar la LTR5 de XMRV.
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600 pb

Marcador PM 100 pb
PCR HelLa

PCR pAd

PCR 22Rv1

PCR ST

Marcador PM 100 pb

1.
2.
3.
4.
5.
6.

Figura 16. PCR para amplificar la LTR3 de XMRV.

A partir de los plasmidos pCR2.1-LTR5 y pCR2.1-LTR3 se generaron los
vectores de expresion pGL3-LTR5 y pGL3-LTR3 (Figura 6). La caracterizacion

de las clonas seleccionadas se muestra en las figuras 17 y 18, respectivamente.
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386 pb

Marcador PM 100 pb
Clona G1 EcoRl
Clona G2 EcoRl
Clona G3 EcoRl
Clona G4 EcoRl
Clona G5 EcoRl
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Figura 17. Caracterizacion pGL-LTRS5 por digestion con EcoRI.
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Figura 18. Caracterizacion pGL3-LTR3 por digestion con EcoRI y Xmal.



Los plasmidos pGL3-LTR5 y pGL3-LTR3 fueron transfectados en un panel de
lineas celulares empleando lipofectamina como agente de transfeccion vy
siguiendo las especificaciones de la casa comercial. Como controles se
incluyeron los plasmidos pGL3-SV40 y pGL3-CMV vy el plasmido pRL-TK para
normalizar. Luego de 72 h de incubacion a condiciones estandar de cultivo
celular, se determin6 la actividad de luciferasa en el luminémetro Veritas vy
siguiendo las especificaciones de la casa comercial. En la Figura 19, se
muestran los resultados en Unidades Relativas de Luciferasa (Relative
Luciferase Units, RLU) alcanzadas en cada linea celular, por triplicado. Los
datos fueron ajustados empleando la cuantificacion de actividad de luciferasa
bajo el promotor SV40 como unidad de referencia y graficados en la figura 20
para el promotor U3 y potenciador U5. No existe una clara tendencia a cierto tipo
celular; mientras que para las lineas de cérvix (SiHa) y de higado (HepG2), la
actividad del promotor U3 localizado en LTR3 fue similar a la actividad del SV40,
en células de rindn (HEK293) y prostata (22Rv1) la potencia transcripcional de
U3 fue 50% menor con respecto a la lograda por el promotor de referencia SV40.
Sin embargo, en otra linea de préstata, PC-3, la actividad del promotor U3 fue un

50% mayor que la actividad de SV40.
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Figura 19. Determinacion de la potencia del promotor U3 de XMRV por medicion de
actividad de luciferasa. U5, pGL3-LTR5; U3, pGL3-LTR3; SV40, pGL3-SV40; CMV,
pGL3-CMV.
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Figura 20. Actividad relativa del promotor U3 de XMRYV.

Dado que las regiones LTR del XMRV mantienen su potencia promotora, se
puede deducir que son funcionales, por lo tanto es posible generar genomas de
vectores retrovirales derivados del XMRV. Se generaron una serie de vectores
basicos de expresion en los cuales las LTR 5’ y 3’ se encontraban flanqueando
el gen reportero GFP (Figura 21). En primer lugar se encuentra la LTR 5" y
enseguida la sefial de encapsidacion, en la cual se encuentran elementos de
corte y empalme donadores (SD) y un PBS. Como elemento para mejorar la

encapsidaciéon se mantuvo una region de 500 pb y 250 pb del gen gag en el cual
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el inicio de la traduccion (ATG) fue mutado para mejorar la bioseguridad. Al final

del vector se mantiene la LTR 3'.
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Figura 21. Esqueletos gendmicos de vectores retrovirales derivados del XMRV.

Ademas de los esqueletos gendmicos de los vectores retrovirales derivados del
XMRYV, también se generaron los plasmidos de empaquetamiento, aislando los
marcos de lectura para los genes gag-pol y env por PCR. En la figura 22 se
muestra los geles de la construccion pGEM-GagPol (izquierda) y pcDNAS3.1

GagPol Hygro (derecha).
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Figura 22. Plasmido de expresion de gag-pol de XMRV.

También se genero el plasmido de expresion para las proteinas del gen env del
XMRV (Figura 23). El gen env se clond en el vector pCR4-TopoBlunt y las
clonas fueron analizadas por PCR (izquierda) y subclonado en el plasmido

pCDNAS3.1-Zeo para generar el plasmido pCDNA3.1 Env Zeo (derecha).
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Figura 23. Plasmido de expresién de env de XMRV.

Todas las secuencias aisladas fueron secuenciadas y analizadas. No se
encontraron mutaciones (deleciones o amplificaciones) que cambien el sentido

del marco de lectura.

Luego de haber transfectado las células 293T y establecido las clonas
resistentes a zeocina para la expresion del gen env, se realizé6 una Q-PCR de
algunas de las clonas seleccionadas para la cuantificacion de la expresién del
gen env. La Q-PCR demostré que la mayoria de las clonas seleccionadas
mostraban un nivel de expresion del gen env un poco por debajo de la expresion

del gen constitutivo GAPDH (Figura 24).
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Figura 24. Cuantificacion relativa mediante PCR en tiempo real de RNAm de env de
XMRV.

El reciente descubrimiento del XMRV conlleva la enorme desventaja de la
carencia de anticuerpos poli o0 monoclonales especificos contra las subunidades
proteicas estructurales del virion. Para poder detectar la presencia de las
proteinas del gen env, se optd por el empleo de suero de pacientes previamente
diagnosticados que portaban el XMRV en tejido prostatico. Dicho antisuero fue
empleado como anticuerpo primario a una dilucion 1:1000 y como anticuerpo
secundario se usé un anticuerpo de raton anti-lgG humano conjugado con
Alexafluor 644 a una dilucion 1:1000. En la figura 25 se muestra la Intensidad
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Media de Fluorescencia (MFI, Media Fluorescence Intensity) de cada una de las
clonas 293T resistentes a zeocina. Como se puede observar, a diferencia de los
controles montados (anticuerpo secundario y antisuero de sujetos no infectados),

las clonas presentan antigenos del gen env en la superficie.
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Figura 25. Citometria de flujo con suero de paciente XMRV-positivo.

Luego del establecimiento de clonas para la expresion de env, se seleccion6 una
de ellas para el establecimiento de la clona que expresaria los genes gag-pol.

Después de haber realizado la seleccion en presencia de higromicina B, se
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empled un pool de todas las clonas seleccionadas para transfectar en ellas los
plasmidos de genomas de vectores retrovirales. Se recolectaron sobrenadantes
después de 72 h de incubacion en condiciones estandar de cultivo celular. Los
sobrenadantes fueron empleados para la cuantificacion de actividad de RT que
es codificada por el gen pol, ya que esta enzima es empaquetada dentro de los
viriones liberados al medio. Los resultados se muestran en la figura 26, en la que
se incluye una grafica de la curva estandar. Se puede observar que hubo una
mayor cantidad de RT en aquellos sobrenadantes que correspondieron a los
viriones XM-dgag-GFP, lo cual puede significar un mejor empaquetamiento de
estos genomas en el virion. De igual manera, se empled un vector de referencia
(PMFG-CCR5, derivado del MLV) para investigar el empaquetamiento de
genomas ajenos al XMRV y se puede observar que existe formacion de

particulas retrovirales con dicho vector.
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Figura 26. Cuantificaciéon de actividad de transcriptasa reversa en sobrenadantes. A)
Curva estandar de la expresion de RT. B) Determinacion de RT en sobrenadantes de
células de empaquetamiento que producen vectores, se muestra media + error estandar

de ensayos triplicados.

Los sobrenadantes fueron empleados para la transduccion mediada por
centrifugacion (spinfection) de células 293T. Después de 72 h de incubacion a
condiciones estandar de cultivo celular, se analizaron las células transducidas
para la expresiéon de GFP mediante citometria de flujo (Figura 27). Se obtuvieron
porcentajes de entre 10 y 20% de células transducidas para los sobrenadantes
con los vectores XM. No hubo un cambio significativo en la infectividad de los
vectores XM al ser pseudotipados con la glicoproteina de superficie del virus de

la estomatitis versicular (VSV-g). El estudio de trans-complementaciéon con un
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vector MFG demuestra que las proteinas estructurales del XMRV son capaces

de encapsidar genomas de retrovirus no asociados al XMRV.
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Figura 27. Porcentaje de células GFP-positivas y ensayo de complementacién genética
de un vector derivado de MLV (CCRS).

Los bajos titulos de vectores retrovirales XM obtenidos en células 293T cred la
inquietud de cambiar la linea celular de empaquetamiento a una derivada de
prostata y susceptible a la infeccion por XMRV. La linea de eleccion fue la
LNCaP, la cual ha demostrado ser susceptible a la infeccion por la carencia de
respuesta al estimulo por IFN-y. Esta linea se transfectdé con el plasmido de

empaquetamiento pcDNA3.1 GagPol Hygro y luego de 96 h se extrajeron las
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proteinas para realizar Western blot para la deteccidén de la subunidad p30 del
gen gag con un anticuerpo monoclonal de rata anti-p30 (amablemente donado
por los Drs. Sandra and Francis Ruscetti). Como control se empled la linea
superinfectada 22Rv1. En la figura 28 se puede observar la deteccion de la
subunidad p30 en células LNCaP transfectadas con el plasmido pcDNA3.1

GagPol Hygro.

Al igual que con la subunidad CA de gag, se realiz6 Western blot para la
deteccién de la regién SU de env mediante reaccion cruzada con un anticuerpo
de cabra dirigido contra la gp70 de MLV, este anticuerpo fue donado por el Dr.
John Elder. La figura 29 muestra la deteccion de la gp70 de XMRV en células
LNCaP trasnfectadas con los plasmidos pHIS-envX, pcDNA3.1Zeo-env y pJD-1
Ampho, ademas del control positivo con un extracto de 22Rv1 y control negativo

LNCaP sin transfectar.

Figura 28. Westen Blot para la deteccién de la subunidad p30 (CA) en células LNCaP

transfectadas con el plasmido de empaquetamiento pcDNA3.1Hygro GagPol.
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Figura 29. Western Blot para la deteccion de la subunidad gp70 (SU) en células LNCaP

transfectadas con el plasmido de empaquetamiento pcDNA3.1Zeo-Env.

Se realizaron cambios en la estructura del genoma retroviral del vector XM-dgag
para mejorar su eficacia. Se incluydé el potenciador de CMV rio arriba del
promotor U3, el gen GFP fue cambiado por un cassette de expresion con el
promotor CMV dirigiendo la expresion del gen luciferasa y se agrego la region
central de polipurinas (PPT, PolyPurine Central Tract) para proveer de
resistencia a la actividad de RNasaH de la transcriptasa reversa al realizar la

retrotranscripcion (Figura 30).
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Figura 30. Mapa del genoma retroviral pXM enhCMV Agag CMV-Luc PPT.

Se co-transfectaron los plasmidos de empaquetamiento (gag-pol y env) y el
genoma de vector retroviral (XM-CMV-Luc-PPT) en la linea LNCaP vy los
sobrenadantes fueron empleados para transducir células LNCaP y luego de 72 h
de incubacion a condiciones estandar de cultivo celular se determind la actividad
de luciferasa siguiendo las especificaciones del proveedor. La figura 31 muestra
los resultados de RLU obtenidos para el vector prueba (pXMenh CMV-Luc),
como control un vector vacio (pXMenh CMV-GFP) y la transfeccion por fosfato
de calcio de pGL3-CMV. Hubo buenos niveles de expresion de luciferasa con el
vector retroviral XM-Luc. En comparacién con células transfectadas con PGL3-
CMV, el nivel de expresion quedoé al menos un orden de magnitud por debajo de

la alcanzada con este control.
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Figura 31. Produccion de particulas retrovirales XMRV a partir de la co-precipitaciéon

con calcio en células LNCaP, se muestra media * error estandar de ensayos triplicados.

Los sobrenadantes también fueron empleados para investigar la eficacia de
transduccion de otras lineas celulares. Se emplearon células HelLa y 293T en la
transduccion con el vector XMenh CMV-Luc-PPT. Los niveles de expresion de
luciferasa por el vector XM fueron inferiores a lo observado con la linea celular
LNCaP. Existe una tendencia del vector XM a ser mas eficaz en la linea LNCaP

cuando se compara con la linea 293T (Figura 32).
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Figura 32. Transduccion con el vector pXMenh CMV-Luc PPT en diferentes lineas

celulares, se muestra media + error estandar de ensayos triplicados.
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CAPITULO VI:

DISCUSION

La generacion de vectores retrovirales como herramientas de biologia molecular
ha marcado significantivamente los avances en la biomedicina y biotecnologia.
Los retrovirus son manipulados para ser incapaces de realizar la replicacion y
portar genes de transferencia génica, todo esto debido a la remocién de los
genes gag, pol y env de su genoma, los cuales son reemplazados por el
cassette de expresion que contiene el transgen de interés. Los principales
elementos LTR y sefal de encapsidacién se mantienen para lograr la expresién
del transgen y empaquetamiento en capsides virales durante la produccién del
vector. Como resultado, los vectores mantienen su capacidad de transducir una
célula y expresar el gen ajeno a su genoma, pero no pueden producir particulas
virales una vez que realizan la transduccion, debido a que carecen de los genes
estructurales y enzimaticos para lograrlo. Con el objetivo de facilitar la
produccion, los genes gag, pol y env se introducen en una linea celular murina o
humana, de manera que las proteinas estructurales y enzimaticas son
producidas en trans e interaccionan para constituir las particulas de vectores
retrovirales. Esta linea se conoce como linea celular de empaquetamiento y son

transfectadas de manera estable o temporal con plasmidos que codifican los
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genomas del vector retroviral que contienen el transgen de interés. Luego de la
transfeccion, los genomas son expresados, empaquetados y liberados al medio
como retrovirus de replicacion no-competente. Los vectores retrovirales son
entonces cosechados del medio de cultivo y purificados mediante
ultracentrifugacion. Este protocolo basico fue establecido para la generacion de

vectores retrovirales derivados del XMRV.

El XMRV se ha asociado a CaP. Esta reconocido como un virus murino que no
puede infectar células de raton, pero que puede infectar células humanas (Aloia
et al., 2010). Su estructura genética corresponde a los retrovirus convencionales,
en la que regiones cis-reguladoras (LTRs) se encuentran flanqueando un juego
de tres genes estructurales (gag-pol y env). El gen gag codifican la poliproteina
que formara la capside viral en tres capas: MA, CA y NC. El gen pol codifican las
enzimas necesarias para realizar la sintesis de DNA a partir de RNA (RT) y la
integracion en el genoma huésped (IN). El gen env son aquellos que le permiten
poder unirse a receptores de superficie y en el caso del XMRYV, le proporciona la
caracteristica de xenotropismo; este gen expresa las subunidades TM y SU que

forman las espiculas que se proyectan al exterior de la envoltura viral.

La actividad cis-reguladora (promotor y potenciador) de las regiones LTRs del
XMRV es fundamental para investigar la factibilidad de sus secuencias de
generar vectores retrovirales de primera generacion. La region promotora U3 del

XMRV mantiene una potencia transcripcional muy similar a la lograda por el
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promotor de referencia del SV40. En 2010, Stieler y cols., demostraron que la
potencia transcripcional de la regién LTR del XMRV en células 293T se
mantenia a niveles bajos, mientras que en este estudio se observaron resultados
similares en la cuantificacion de actividad de luciferasa (Stieler et al., 2010). A
pesar de que se sabe que en la region U3 se encuentra un elemento de union a
androgenos (ARE, Androgen Response Element), no se observé preferencia por
las células prostaticas 22Rv1 en comparacion con las células hepaticas HepG2 y
cervicales SiHa. Lo anterior probablemente se debe a que la linea celular 22Rv1
se encuentra superinfectada por el XMRV y demasiadas copias del promotor U3
minimicen el efecto de la construccion transfectada. Un resultado interesante fue
encontrar una actividad incrementada del promotor U3 en células PC-3 de
préstata, de la cual se sabe existe una baja actividad de testosterona-5-alfa
reductasa (necesaria para la activacion de testosterona a su forma activa), por lo
que se puede sugerir que la presencia del ARE no refleja potencia
transcripcional selectiva a células de prostata. Sin embargo, el alto grado de
metastasis de la cual la linea celular PC-3 (metastasis de hueso grado 1V) puede

significar regulacion por otros factores de transcripcion diferentes al ARE.

Dentro del disefio y manipulacion de vectores retrovirales, la encapsidacion es
un paso importante para mejorar los titulos de los vectores obtenidos. Con los
tres vectores “tipo” generados (XM-gag GFP, XM-A250gag GFP, XM-Agag GFP)
se busco delimitar una regidbn minima de encapsidacion. Se sabe que las

secuencias gag son capaces de ser reconocidas por su proteina y facilitan asi la
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encapsidacién de genomas retrovirales (Bowzard et al., 1998; Patience et al.,
1998; Rulli et al., 2007). Es por eso que se mantuvo una region de gag en dos
vectores (XM-gag GFP, XM-A250gag GFP). Sin embargo, las mejores lecturas
de transduccion por determinacion de células GFP+ fueron logradas con el
vector que carece de gag (XM-Agag GFP). Otros estudios han demostrado que
la eliminacion de gag tiene poco efecto sobre los titulos de vectores producidos,
pero que mejoran la bioseguridad, al reducir las secuencias que pueden generar
RCR por recombinacion (Zhao et al., 2000). Por lo anterior podemos decir que el
vector XM-Agag GFP mantiene buenas caracteristicas de bioseguridad. Sin
embargo, los bajos titulos de los vectores XM contindan significando un

obstaculo para el sistema ensayado.

Con el objetivo de mejorar los titulos de los vectores XM, se realizaron
modificaciones en la estructura del esqueleto gendmico del mejor vector (XM-
Agag GFP). Ademas se optdé por cambiar la linea celular de empaquetamiento
con el fin de mantener las posibles regulaciones postranscripcionales vy
postraduccionales nativas presentes en una infeccion en células de prostata. Es
por eso que se empled la linea LNCaP, la cual ha demostrado ser ampliamente
susceptible a la infeccion por el XMRV (Rodriguez y Goff, 2010). De esta
manera, la sefal del gen reportero luciferasa por el vector XM enh CMV-Luc
PPT incrementd notoriamente después de transducir células prostaticas
(LNCaP), rifion (293T) y cérvix (HeLa). Dado que la mayor actividad se obtiene

en células LNCaP, es posible que existan una serie de mecanismos que faciliten
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el desensamblaje de la particula viral, la formaciéon del complejo de

preintegracion, la exportacion de mensajeros virales al citoplasma, etc.

Con lo anterior se demuestra la factibilidad de generar particulas de vectores
retrovirales derivadas del XMRV. Cémo perspectivas podemos mencionar las
siguientes: (A) mejorar los titulos retrovirales estableciendo lineas de
empaquetamiento estables derivadas de cancer de prostata, (B) modificar la
especificidad del vector por células tumorales mediante el empleo de otras
proteinas de superficie y promotores tejido especificos y (C) debido a que los
RCR pueden originarse por recombinacion homologa, es necesario determinar
su presencia en sobrenadantes de vectores retrovirales por inoculacion en lineas
celulares permisivas (ensayo de formacion de focos en células PG-4 S+L-) para

amplificar su la presencia potencial de RCR (Uchida et al., 2004).
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CAPITULO VII:

CONCLUSIONES

En este trabajo se logro:

1) La generacion de un vector retroviral derivado del XMRV.

2) El vector XM representa el primer vector gammarretroviral humano, ya que
los anteriores han sido desarrollados a partir del MLV.

3) La funcionalidad de este vector queda demostrada determinando la actividad
del gen reportero que expresa. La célula de empaquetamiento 293T,
tradicionalmente la de eleccion para estos vectores, no es la mas adecuada
para generar altos titulos del vector, sin embargo, la linea LNCaP es mas

eficiente para la produccion de particulas retrovirales.
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