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RESUMEN

Q.B.C. Gloria Carolina Lépez Romero

Universidad autonoma de Nuevo Leoén. Facultad de Medicina.

Candidato para el grado de Maestria en Ciencias con Orientacion Terminal en Biologia
Molecular e Ingenieria Genética.

Titulo del estudio: GENERACION DEL VECTOR ADENOVIRAL AD5/3-UV2-A24
PARA NEOPLASIAS ASOCIADAS A VPH.

Introduccién: El cancer cérvico uterino (CaCU) es el 2° cancer mas frecuente en
mujeres en el mundo. Sin embargo, mas del 85% de las muertes ocurren en paises en
desarrollo. En México, constituye el 2° lugar en frecuencia y mortalidad, donde en
promedio fallece una mujer cada 2h a causa de CaCU. Esto se debe principalmente a
gue la mayoria de las pacientes son diagnosticadas en fases en las que solo se
pueden ofrecer tratamientos paliativos con poco impacto en la supervivencia, lo cual
alienta el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas.

Objetivo. El objetivo de este trabajo fue disefiar y generar un vector adenoviral
oncolitico dirigido especificamente contra células transformadas por VPH-ar usando
tres modificaciones: Un promotor viral tejido-especifico (UV2), la delecibnA24 en el gen
de replicacion de adenovirus E1A y una proteina fibra quimera en la céapside
conformada por los serotipos Ad5-Ad3, para incrementar tropismo por células
tumorales.

Material y Métodos. Plasmidos: pShuttle-UV2-A24, pXC1, pTU5/3, Ad5/3-UV2-A24.
Cepas bacterianas: E. coli DH5a, E.coli turbo, E. coli BJ5183. Lineas celulares: HEK-
293. Para construir el genoma del vector Ad5/3-UV2-A24 se emplearon dos plasmidos:
a) pShuttleUV2-A24 plasmido acarreador construido y modificado en el laboratorio; b)
pTUS5/3 portador del esqueleto adenoviral, incluyendo gen fibra modificado. Ambos se
recombinaron en bacterias E.coli BJ5183 para generar un genoma que incluyera las
tres modificaciones deseadas, éste se caracterizd y transfect6 en células HEK293 para
producir las particulas virales Ad5/3-UV2-A24 y se caracterizé por PCR.

Resultados. Se obtuvieron clonas BJ5183 recombinantes, se extrajo el DNA
plasmidico y se caracteriz6 por digestién con enzimas Pmel, Spel y la amplificaciéon de
las regiones UV2, K3 y D24 por PCR, las particulas virales se produjeron en células
HEK293.

Conclusiones. Se disefio, construyd y generd el vector adenoviral oncolitico Ad5/3-
UV2-A24 dirigido especificamente contra células transformadas por VPH-ar usando
tres modificaciones en su genoma para incrementar el tropismo hacia las células
tumorales asociadas a la infeccibn por VPH. Ademas, se logr6 implementar una
estrategia para recombinar eficientemente el plasmido pTU5/3 con un plasmido
acarreador en bacterias E. coli BJ5183.
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Generacion del vector adenovirval Ads/3-UV2-D24 para neoplasias asociadas a VPH

CAPITULO

I.  INTRODUCCION

El cancer es la segunda causa de muerte alrededor del mundo. En el afio 2008 se
registraron un total de 7.6 millones de muertes y se estima que para el afio 2030 el
numero de muertes alcancen los 12 millones [1]. El cancer es un término genérico de
un gran grupo de enfermedades que puede afectar cualquier parte del cuerpo. Otros
términos empleados para describir la enfermedad son tumores malignos y neoplasias.
Una caracteristica que define al cancer es la rapida proliferacion de células anormales
gue crecen sobrepasando sus barreras normales. Dichas células pueden invadir partes
del cuerpo cercanas y diseminarse hacia otros 6rganos. Este proceso se denomina
metastasis y constituye la mayor causa de muerte por cancer. El cancer comienza a
partir de cambios en una célula. El cambio puede empezar por agentes externos o
factores genéticos. Los tipos de cancer mas frecuentes difieren entre hombres vy
mujeres. En hombres se presentan con mayor frecuencia cancer de pulmon, préstata,
colorrectal, estbmago e higado. En cuanto a los canceres en mujeres, se presentan
cancer de pecho, colorrectal, cervical, pulmén y estbmago. Estos causan la mayoria de
las muertes por afio en el mundo, de las cuales, mas del 30% puede ser prevenida [2].
El cancer cérvico uterino (CaCu) es el cancer mas comun que afecta a mujeres en los
paises en desarrollo. Se estima que es responsable de casi 260,000 muertes y
aproximadamente el 80% de ellas ocurre en paises en desarrollo. El CaCu es causado
por el virus del papiloma humano (VPH). EI VPH es un virus de DNA que infecta
células del epitelio o de mucosas. Existen mas de 100 tipos de VPHs y al menos 15
son capaces de causar cancer cérvico uterino, ademas de estar asociados con otros
canceres como los tumores anogenitales y de cabeza y cuello. Estos tipos de VPHs
son nombrados de alto riesgo. Los genotipos de alto riesgo mas comunes son VPH-16
y VPH-18, gue causan cerca del 70% de las neoplasias cervicales. El CaCu se puede
prevenir y curar a un costo y riesgo bajo cuando se realiza el tamizaje para facilitar la

deteccién oportuna de lesiones precursoras [2].
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1.1 El virus del papiloma humano (VPH).

1.1.1. El VPH Yy su clasificacion.

Durante los ultimos 30 afios se han descubierto muchos tipos diferentes de VPHSs asi
como también se ha demostrado su papel en el cancer y su valor como blancos
estratégicos para diagnéstico temprano y terapia. Los VPHs constituyen un grupo de
virus pequefios no envueltos de DNA de doble cadena pertenecientes a la familia
Papillomaviridae. Son virus epitelio especificos, mostrando un tropismo por el epitelio

escamoso; cutdneo o mucoso [3].

Tabla 1 Tipo de VPH y enfermedad asociada. (NUmeros resaltados indican mayor frecuencia de
asociacion). [4]

Enfermedad Tipo de VPH
Verrugas plantares 1,2, 4,63
Verrugas comunes 2,1,7, 4,26, 27, 29, 41,57, 65, 77, 1, 3, 4, 10, 28
Verrugas planas 3, 10, 26, 27, 28, 38, 41, 49, 75, 76
Otras lesiones cutaneas (ej. Quistes 6, 11, 16, 30, 33, 36, 37, 38, 41, 48, 60, 72, 73

epidermoides, carcinoma laringeo)
Epidermodisplasia verruciforme

Papilomatosis respiratoria recurrente

Hiperdisplasia epitelial focal de Heck
Papilomas/carcinomas de la
conjuntiva

Condiloma acuminata (verrugas

genitales)

Neoplasia intraepitelial cervical
No especificado
Bajo riesgo
Alto riesgo

Carcinoma cervical

2,3,10,5, 8,9, 12, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 36, 37, 38, 47, 50

6, 11

13, 32

6, 11, 16

6, 11, 30, 42, 43, 45, 51, 54, 55, 70

30, 34, 39, 40, 53, 57, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69

6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 42, 43, 44, 45,51, 52, 74

16, 18, 6, 11, 31, 34, 33, 35, 39, 42, 44, 45, 51, 52, 56,
58, 66

16, 18, 31, 45, 33, 35, 39, 51, 52, 56, 58, 66, 68, 70

Hasta ahora se han identificado mas de 200 tipos de VPHSs, de los cuales se han
caracterizado alrededor de 100 genotipos y hay mas de 120 en proceso [3-4]. Se sabe
gue aproximadamente 40 tipos de VPH infectan el tracto genital. Estos pueden ser
clasificados como de bajo riesgo y alto riesgo con base en su asociacion con el cancer.
Los primeros incluyen los tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 y 81 y son
encontrados en su mayoria en displasias de bajo grado, células escamosas atipicas
(ASCs), lesiones intraepiteliales escamosas (SILs), lesiones intraepiteliales de bajo
grado (SIL) y verrugas genitales externas, entre otras lesiones. Por otro lado, los VPH

de alto riesgo se encuentran significativamente asociados con la progresion a CaCu
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invasivo. ElI numero de tipos de alto riesgo varia desde 13 a 19 serotipos, siendo
alrededor de 15 de ellos consistentemente clasificados en el grupo asociado a CaCu
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 44, 51, 52, 56 y 58) (Tabla 1) [4-8].

1.1.2 Estructuray organizacion genémica del VPH.

El virus del papiloma humano es relativamente pequefio, no envuelto y consta de un
diametro de 55 nm. Tiene una cépside icosaédrica compuesta de 72 capsémeros, los
cuales contienen al menos dos proteinas: L1 y L2. Cada capsémero es un pentdmero
de la proteina mayor de la capside L1. Cada capside del viribn contiene varias copias
(aproximadamente 12 por viridn) de la proteina menor de la capside L2. [4]
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Figura 1 Estructura y organizacion genémica del VPH. [9]

Los VPHs poseen genomas circulares de DNA de cadena doble con un tamafio
aproximado de 7,900 pb, el cual puede dividirse en principalmente tres regiones: regién
reguladora rio arriba (URR), regién temprana (E) y region tardia (L) (Figura 1). Las tres
regiones en todos los papilomavirus estan separadas por dos sitios de poliadenilacién
(pA): temprano (Ag) y tardio (AL). La primera es una regién rio arriba no codificante de
400-1000 pb, también nombrada regién no codificante (NCR), region larga de control
(LCR) o regibén reguladora rio arriba (URR). Esta no codifica para algun producto
funcional, pero constituye un origen de replicacién asi como sitio de unién a mdltiples
factores de transcripcion importantes para la regulacion del virus. La region temprana
ocupa mas del 50% del genoma del virus y contiene los marcos de lectura abiertos

(ORFs) E1, E2, EA4, E5, E6 y E7 involucrados en multiples funciones, incluidas la trans-
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activacion, transcripcion, transformacion, replicacion y adaptacion viral. La region tardia
codifica para las proteinas L1 y L2 de la cépside viral, las cuales forman la estructura
del virion y facilitan el empaquetamiento viral y la maduracion. [4, 9-10]

El genoma del VPH se replica episomalmente en las células del huésped, pero
frecuentemente se puede encontrar el DNA del VPH integrado en los cromosomas de
las células cancerosas. El tiempo de integracion viral parece corresponder al desarrollo
de neoplasia intraepitelial cervical de alto grado, como consecuencia del alto nivel de
expresion de los genes E6 y E7 [11]

1.1.3 Ciclo biolégico del VPH.

El VPH es exclusivamente epiteliotrépico y su replicacién se encuentra intimamente
ligada al proceso de diferenciacion de las células huésped. Las células epiteliales
escamosas normales crecen como epitelio estratificado. Después de la division, una de
las células hijas migra hacia arriba del epitelio y comienza a experimentar
diferenciacién terminal, mientras que la otra permanece en la capa basal en un ciclo

lento como poblacién de auto renovacion [12].

La infeccion por VPH comienza cuando los viriones infecciosos ganan acceso a las
células de la capa basal. Esto requiere una abrasion moderada o un micro-trauma de la
epidermis [4]. En varios estudios se han propuesto receptores de la célula huésped
involucrados en la facilitacion de la entrada del virus tales como el receptor de célula
epitelial og-integrina, la proteina lamimina-5 y el proteoglicano heparan sulfato de
superficie. No obstante, alin se desconoce la participacioén de un receptor en particular.
El proceso de internalizacion generalmente ocurre a través de vesiculas cubiertas de
clatrina [4, 13-14]. El genoma viral se mantiene en esas células como un episoma

estable a un bajo numero de copias [12].

Debido a que los VPH codifican solo 8-10 proteinas, estos deben emplear los factores
de la célula huésped para regular la replicacién y la transcripcion viral. La replicacion
del VPH inicia con los factores de la célula huésped, los cuales interactian con la
region URR del virus y comienza la transcripcion de los genes virales E6 y E7, cuyos
productos desregulan el ciclo celular y modifican el ambiente en la célula para facilitar
la replicacion viral [4]. Los genes tempranos E1 y E2 mantienen la replicacién del VPH
y Su segregacion para que las células infectadas puedan ser mantenidas en la lesion

por un largo periodo. Cuando las células hijas infectadas migran hacia la superficie
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epitelial y comienzan su diferenciacion, se producen las proteinas virales tardias L1 y
L2 para iniciar la fase vegetativa del ciclo de del VPH. Esto da como resultado un
aumento en la amplificacion del genoma viral. En las capas externas del epitelio se
empagqueta el DNA dentro de las capsides virales y la progenie de viriones es liberada,
a la vez que las células ya diferenciadas se desprenden para re-iniciar la infeccion (Fig.
2). El ciclo productivo del VPH no es citolitico y no causa inflamacién ni produccion de
citocinas proinflamatorias. A pesar de esta evasion de la respuesta del huésped hacia
el virus, la mayoria de las infecciones son pasajeras y las lesiones se revierten en el
primer afio. No obstante, la infeccion persistente puede establecerse en una pequefia
cantidad de células y permanecer durante afios o décadas en aproximadamente 1% de
las mujeres infectadas. [11-12]
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Figura 2 Ciclo de vida del VPH. Se muestra la coordinada expresion de las diferentes proteinas
virales durante el curso de una infeccion. [12].

1.2 Cancer cérvico uterino (CaCu).
1.2.2 Epidemiologia.

El cancer cérvico uterino es el segundo cancer mas frecuente en mujeres en el mundo
y aun cuando se conoce la causa y patogénesis, éste aln se expande en algunas
regiones. En el afio 2008, se estimaron 530,000 nuevos casos y 275,000 muertes en el
mundo debido al CaCu [1]. Mas del 85% de las muertes por este cancer ocurren en

paises en desarrollo, donde dicho porcentaje representa el 13% de todos los canceres
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en la mujer. En México se reportan 10,186 casos anuales y 5,061 muertes debido al
CaCu [15]. Se estima que para el 2025 los nimeros de casos y muertes anuales en
México aumenten a 15,000 y 8,000, respectivamente. La infeccibn persistente de
alguno de los cerca de 15 genotipos del virus del papiloma humano (VPH)
carcinogénicos causa casi todos los casos de neoplasias.

Existen cuatro principales pasos en el desarrollo del cancer: infeccion del epitelio
metaplasico en la zona de transformacion cervical, persistencia viral, progresion del
epitelio persistentemente infectado hacia lesiones pre-cancerosas cervicales e invasion
a través de la membrana basal del epitelio [16]. Virtualmente todos los casos de CaCu
estan ligados a la infeccion genital con VPH (99%), la cual constituye la infeccién viral
mas comun en el tracto reproductivo. EI VPH puede estar asociado a otros tipos de
cancer como neoplasias anogenitales y de cabeza y cuello; ademas de verrugas
genitales y lesiones menores en mujeres y hombres. Las infecciones por VPH se
transmiten a través de contacto sexual. La infeccion es extremadamente comin en
mujeres jovenes en su primera década de actividad sexual y es generalmente
asintomatica. El sistema inmune es altamente eficiente en erradicar las infecciones por
VPH. Sin embargo, un porcentaje bajo de mujeres infectadas, calculado en cerca del
1%, no logra eliminar el virus y presenta infeccion persistente. Aproximadamente el 1%
de las infecciones persistentes desarrolla CaCu. Las infecciones persistentes y el pre-
cancer se establecen generalmente en un periodo de 5-10 afios después de la
infeccidbn. Cada genotipo de VPH actia como una infeccién independiente, con

diferentes riesgos de carcinogénesis ligados a la especie [2].

1.2.3 Mecanismos moleculares del CaCU.

Existen dos importantes caracteristicas en el ciclo de vida del VPH que indirectamente
contribuyen al desarrollo de cancer. Primero, la fase replicativa del VPH esta confinada
a células epiteliales en diferenciacion que ya han salido del ciclo celular, las cuales
generalmente no permiten la sintesis de DNA gracias a la accién reguladora de las
proteinas celulares p53 y pRb [4]. Debido a que el VPH emplea las enzimas celulares
para replicar sus genomas, éstos deben inducir la maquinaria de replicacion mientras
mantienen simultdneamente la diferenciacién, lo cual se logra mediante la actividad
combinada de las oncoproteinas virales E6 y E7 [12]. Los genes E6 y E7 se
encuentran expresados invariablemente en células VPH (+) y juegan roles muy

importantes en la carcinogénesis, asi como en el mantenimiento del fenotipo

6



Generacion del vector adenoviral oncolitico Ads/3-UV2-D24 para neoplasias asociadas a
VPH

transformado [11]. En las células basales post-mitéticas, los genes E6 y E7 inducen de
nuevo la entrada a la fase S del ciclo celular, activando la maquinaria de replicacion del
huésped necesaria para la amplificacion del genoma viral antes de la sintesis de los
viriones [12]. El objetivo es la estimulacion de la sintesis de DNA y de la proliferacion
celular [4].

El producto del gen E7 interactia con varias proteinas. La mayoria de ellas son
importantes reguladoras de crecimiento celular, especialmente durante la transicion de
la célula de la fase G1 hacia la fase S en la mitosis. La proteina E7 se asocia con la
familia de proteinas supresoras de tumores RB (pRb, pl107, pl130), histonas
desacetilasas, factores de transcripcion AP-1, proteinas de unidon a cajas TATA,
ciclinas, cinasas dependientes de ciclinas (CDK), inhibidores de CDK, asi como a la
piruvatocinasa. Estas interacciones representan vias por las cuales la proteina E7
desregula el ciclo celular y por lo tanto permite un incremento en la proliferacion, la
inmortalizacion y finalmente, la transformacién de la célula infectada [3-4, 9, 11-12, 17].
La expresion de E6 causa la proliferacion de las células epiteliales, retraso en la
diferenciacién, bloquea la apoptosis, altera la maquinaria de transcripcion e interrumpe
interacciones célula-célula. Para llevar a cabo estas actividades, E6 se une a proteinas
como p53, CBP/p300, proteina asociada a E6 (E6-AP), Bak, Tyk2, proteincinasa N,
Gps2, factor regulatorio de interferén-3, entre otras. Ademas, altera la tasa de
transcripcién de los genes que codifican para la subunidad catalitica de la telomerasa
humana (hTERT) y el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) [3-4, 9, 11-12,
17].

1.2.3.1 Proliferacion ilimitada.

Los miembros de la familia RB juegan un papel crucial en la regulacion del ciclo celular.
La proteina Rb hipofosforilada se une a factores de transcripcion de la familia E2F y
reprime la transcripcion de genes particulares del ciclo celular. Cuando las células
progresan en la mitosis hacia la fase S, la proteina Rb se hiperfosforila por ciclinas-
cdks de la fase G1 liberando el factor de transcripcion E2F, el cual activa genes
involucrados en la sintesis del DNA y la progresion del ciclo celular. La proteina E7 se
une a Rb hipofosforilada e induce con ello a que las células entren en una fase S
prematura, rompiendo el complejo Rb-E2F [3, 11, 17].
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1.2.3.2 Evasion de la apoptosis.

Condiciones de estrés celular pueden inducir el aumento en los niveles de la proteina
p53, la cual puede bloquear la célula en la fase G1. Este bloqueo le permite a la célula
reparar el DNA dafiado antes de continuar con el ciclo celular. La proteina p53 es un
factor de transcripcion que estimula la expresion de genes involucrados en el arresto
del ciclo celular y la apoptosis. La proteina E6 se une a la proteina p53 permitiendo la
degradacion mediada por ubiquitina. Por otro lado, la unién de dichas proteinas permite
la retencion de la proteina p53 en el citoplasma, bloqueando su traslocacion hacia el
nucleo, evitando asi la activacién o represion de genes diana de la proteina p53 [3, 11,
17].

1.2.3.3 Induccién de inestabilidad gendmica.

La unién de E6 y E7 a las proteinas celulares interfiere con su funcion normal y puede
llevar a un aumento en la tasa de proliferacion e inestabilidad genémica. Como
consecuencia, la célula huésped acumula DNA dafado, el cual es imposible de
reparar. La eficiente inmortalizacion requiere a las proteinas E6 y E7 trabajando en
conjunto. Sin embargo, altos niveles de la proteina E7 son capaces de presentar dicho
efecto. Las proteinas E6 y E7 inducen cooperativamente aberraciones numéricas en
los centrosomas y eventualmente, aneuploidias en células que sobre-expresan estas
proteinas, asi como anormalidades estructurales en los cromosomas que pueden llevar
a rearreglos estructurales como traslocaciones, adiciones y deleciones. Eventualmente,
las mutaciones se acumulan permitiendo la generacion de células transformadas. En
suma a los efectos de los oncogenes activados e inestabilidad cromosémica, los
mecanismos que pueden contribuir al proceso de transformacion incluyen la metilacion
del DNA viral y celular, la activacién de la telomerasa y los factores hormonales e
inmunogénicos. La progresion de las células hacia cancer generalmente toma lugar en
un periodo aproximado de 10-20 afios. Algunas lesiones llegan a transformarse mas

rapidamente, algunas dentro del primer o segundo afio [3-4, 11].

1.2.4 Estrategias terapéuticas contra el CaCU.

Las opciones para el tratamiento para CaCu dependen de la etapa en la que se
encuentre la enfermedad; etapa definida por el tamafio, profundidad de la invasion y
grado de dispersion. Generalmente se emplean métodos quirdrgicos, quimioterapia y

radioterapia para su tratamiento [4]. La cirugia se enfoca en remover el tejido tumoral,
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la radioterapia emplea rayos X de alta energia para eliminar las células neoplasicas
localmente, mientras que la quimioterapia elimina las células dafiadas, pero también
afecta a células normales. Para ésta ultima, las drogas mas frecuentemente empleadas
incluyen el cisplatino, el fluorouracilo (FU-5), el paclitaxel (Taxol), el topotecan y la
ifosfamida [18].

En la etapa cero (carcinoma in situ) pueden realizarse tratamientos como la conizacion
por asa diatérmica, la cirugia laser, la conizacion, la criocirugia, la histerectomia total
(opcional) y la radiacion focalizada. En cuanto a la etapa IA, se emplea como
tratamiento histerectomia total con salpingooforectomia bilateral o sin esta, conizacion,
histerectomia radical modificada, extirpacion de ganglios linfaticos y radioterapia
interna. En las etapas IB y IIA el tratamiento puede incluir una combinacién de terapias
por radiacion focalizada y radiacion externa con o sin quimioterapia, histerectomia
radical y extirpacion de los ganglios linfaticos seguida o no por radioterapia y
quimioterapia, asi como terapia por radiacion mas quimioterapia. Las pacientes con
CaCu en estadios 1IB, Il y IVA pueden recibir radioterapia focal y externa combinada
con quimioterapia. Sin embargo, el tratamiento del CaCu en estadio IVB solo puede
incluir como tratamiento paliativo a la radioterapia y la quimioterapia, asi como alentar

la participacion en ensayos clinicos de medicamentos nuevos [19].

El principal papel para la proteccion contra la infeccion por el VPH lo tiene el sistema
inmune del huésped. Debido a este hecho, se han realizado mayores esfuerzos en el
desarrollo de candidatos para vacunas de uso profilactico o terapéutico. Estudios
recientes demuestran que las proteinas estructurales L1 y L2 son altamente
inmunogénicas y aprovechando dicha caracteristica, se han generado particulas
similares a virus (VLPs) morfolégicamente idénticas al VPH, pero carentes del genoma
viral. En el afio 2006 se aprob6 una vacuna cuadrivalente contra VPH 16, 18, 6 y 11
nombrada GARDASIL®. Ademas, una nueva vacuna bivalente denominada Cervarix™
contra VPH 16 y 18 se encuentra actualmente disponible. Sin embargo, éstas no
parecen tener efecto sobre infecciones ya establecidas, lesiones precursoras de CaCu
0 verrugas genitales pre-existentes o contra infecciones causadas por tipos de VPH de
alto riesgo diferentes a VPH 16 y 18. [8, 11-12, 20]. Por otro lado, las vacunas
terapéuticas se encuentran basadas en la evidencia de que las células que expresan
E2 son sensibles al tratamiento con interferon (IFN), ademas de que E2 actia como

represor de la transcripcion de E6 y E7. La combinacién de la re-expresion exdgena de
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E2, aunado al tratamiento con IFN podria ser util en lesiones pre-malignas y malignas
[11]. Ademas de E2, las proteinas E6 y E7 constituyen blancos ideales para el
desarrollo de vacunas terapéuticas contra VPH debido a que se comienzan a producir
desde las etapas tempranas de la infecciéon y contindan expresandose durante todo el
ciclo. El objetivo es generar la respuesta inmune mediada por células contra las éstas

proteinas tempranas [21-22].

Otra estrategia para el tratamiento del CaCu es la terapia génica. Los alcances hasta el
momento pueden dividirse en distintas categorias: A) Inactivacion de la expresion de
genes involucrados en el desarrollo del cancer empleando ribozimas, RNA de
interferencia y oligonucleétidos que interfieran en la traduccién de E6 y E7 [23]. B)
Insercion de genes en las células malignas que las hagan mas susceptibles a la
guimioterapia, la radioterapia, e incluso, a la respuesta inmune a otros tratamientos. C)
Otro alcance involucra la insercion de genes suicidas dentro de las células dafiadas y
la posterior administracion de un pro-medicamento al paciente, que es convertido en
una sustancia toxica por enzimas codificadas por los genes suicidas, y que esta
restringida a las células cancerosas transducidas. D) Finalmente, los virus oncoliticos
representan otra estrategia muy prometedora en cuanto al tratamiento de este y

muchos otros tipos de cancer [24].

1.3 Viroterapia oncolitica.

Los virus oncoliticos son virus replicativos que infectan y lisan selectivamente células
cancerosas. Las células son destruidas al final de la replicacién viral por el proceso de
liberacion natural de las particulas virales, las cuales estan capacitadas para infectar y
lisar mas células malignas. Una variedad de especies de virus han mostrado poseer
propiedades oncoliticas. Dentro de los virus oncoliticos mas estudiados por su
aplicacion en terapia génica del cancer son: los adenovirus, el virus del herpes simple,
el reovirus, el virus vaccinia, el virus atenuado de la enfermedad de New Casttle y el

virus de la estomatitis vesicular.

1.3.2 Adenovirus. Virologia general.

Los adenovirus han sido extensamente caracterizados desde su descripcion inicial en
1950. Se considera que no son altamente patogénicos y en su mayoria, estan
asociados a infecciones respiratorias, conjuntivitis y gastroenteritis infantil. Sin

embargo, en nifios y personas inmunocomprometidas estos virus pueden generar
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graves infecciones [24]. La familia Adenoviridae esta dividida en cuatro géneros:
Aviadenovirus, Atadenovirus, Mastadenovirus y Siadenovirus. Existen 51 serotipos de
adenovirus humanos clasificados por su habilidad para ser neutralizados por antisueros
especificos de animales. Estos serotipos pueden a su vez dividirse en seis especies 0
subgrupos (A-F) basados en la capacidad de aglutinar eritrocitos humanos, de rata y
de mono [25].

Los adenovirus son particulas icosaédricas no envueltas de aproximadamente 90 nm
de diametro, con fibras proyectandose desde los vértices del icosaedro. La capside
consiste en 12 proteinas pentdn, proteinas fibra saliendo de cada una de éstas y 240
subunidades hexdn, ademas de proteinas estructurales menores. El genoma del virus
consiste de una doble cadena de DNA lineal de 35-36 Kpb asociado a las proteinas
virales V y VII en el core. Este contiene cinco unidades de transcripcion temprana
(E1A, E1B, E2, E3 y E4), dos unidades tempranas retardadas (IX y IVa2) y una unidad
de transcripcion tardia mayor, la cual produce cinco especies de RNAm (L1-5). La
transcripcién ocurre desde ambas cadenas del cromosoma viral. Con excepcion de la

region E4, cada unidad de transcripcion codifica proteinas con funciones similares [26].

El ciclo de infeccidén del adenovirus puede dividirse en las fases temprana y tardia. La
fase temprana comprende la entrada del virus en la célula huésped y el paso del
genoma viral al nacleo, seguido de la transcripcion selectiva y traduccion de los genes
tempranos [25]. La entrada del ciclo se inicia a través de la unién de la proteina fibra a
receptores especificos en la superficie de la célula diana. El receptor de unién para
adenovirus de los subgrupos A y C-F es el receptor coxsakie-adenovirus (CAR).
Después de la interaccion con el receptor primario de union celular, las of-integrinas
interactlan con el motivo arginina-glicina-acido aspartico (RGD) en la base penton,
iniciando asi la endocitosis en vesiculas cubiertas de clatrina. Mientras el endosoma
con el virus se mueve hacia el nucleo, el pH cambia y permite que el viribn se
desensamble parcialmente. Posteriormente la membrana del endosoma se rompe y las
particulas virales se unen al complejo de poro nuclear en el nucleo. En ese lugar, el
DNA viral es inyectado al nucleo y se inicia la transcripcion. Dentro de la célula, el
Gnico gen adenoviral que puede expresarse independientemente del huésped es el gen
E1A que contiene tres regiones conservadas: CR1, CR2 y CR3. A través de dichos
dominios la proteina E1A se une a proteinas celulares, muchas de las cuales regulan la

transcripcién y control del ciclo celular. Las células responden a la infeccion viral
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mediante mecanismos que involucran las respuestas inmunes innata y adaptativa
mediadas por el factor de transcripcion NF-kB. Ademas, las células infectadas pueden
inducir apoptosis a traves de varias rutas, las mas importantes a través de las vias p53
y pRb. Las proteinas E1A y E1B son capaces de bloquear dichos mecanismos para
asegurar la replicacion viral. La proteina E2 provee la maquinaria para la replicacion
del DNA viral. La proteina E3 interviene con los mecanismos de defensa del huésped.
La proteina E4 facilita el metabolismo del RNAm del virus y provee funciones para
promover la replicacion viral y apagar la sintesis de proteinas del huésped. La
transcripcién de los genes tardios L1-L5 permite la produccién de los componentes
estructurales del virus y la encapsidacion y maduracion de las particulas en el nicleo
[24-25, 27].
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Figura 3 Estructura de Adenovirus. [25]

1.3.3 Adenovirus como vectores de transferencia genética.

Los adenovirus fueron uno de los primeros sistemas de vectores virales usados para la
transferencia de genes. Su desarrollo ha progresado significativamente desde su
descubrimiento y en la actualidad se emplean principalmente los vectores derivados de
los serotipos 2 y 5. Los vectores basados en adenovirus 5 son los mas empleados ya
gue median altos niveles de transduccion, tanto en células quiescentes como en
proliferacion [28]. La expresién de transgenes por adenovirus tipo 5 es transitoria,

debido a que su genoma no se integra a los cromosomas de la célula huésped. La
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primera generacion de vectores adenovirales de replicacion deficiente se desarroll6é por
la deleciéon de regiones de los genes E1, necesarios para la expresion de E2, y los
genes tardios requeridos para la sintesis del DNA, la expresién de proteinas de la
capside y la replicacion viral. Subsecuentes deleciones incluyeron la delecion en
regiones de los genes E3 involucrados en la inmunidad anti-huésped, asi como los
genes E2 y E4. Estos vectores dieron lugar a la segunda generacion de vectores
adenovirales, los cuales causan una respuesta inmune del huésped mas leve y una
expresion del transgen mas prolongada, comparados con la primera generacion. Estas
deleciones permiten ademas insertar transgenes de mayor tamafio. Posteriormente,
para disminuir la inmunogenicidad e incrementar la carga genética Util, se construyeron
los vectores adenovirales gutless (“destripados”), en los cuales basicamente se han
eliminado todos los genes virales, excepto las regiones ITR y las sefiales de

empaguetamiento [24, 28-29].

1.3.4 Vectores adenovirales de replicacion selectiva.

La terapia génica contra el cancer basada en adenovirus de replicacion selectiva
constituyen una nueva estrategia para el tratamiento del cancer resistente a las
modalidades terapéuticas ya establecidas. Las masas tumorales sélidas son grandes y
complejas y desafortunadamente, la eficacia de los vectores adenovirales de la primera
generacién fue muy pobre en los ensayos clinicos. Para tratar de solucionar estos
problemas se disefiaron los vectores adenovirales de replicacion selectiva (VARS).
Estos virus oncoliticos pueden ser Utiles por su ventaja de multiplicarse dentro de la
célula tumoral y ser capaces de diseminarse mas eficientemente y posteriormente
transducir a otras células cancerosas. La infeccion de los vectores en las células
cancerosas se logra mediante métodos de transcripcién y transduccion dirigida. La
replicacién de los VARS esté restringida a las células cancerosas mediante deleciones
en los genes adenovirales necesarios para la replicacion en las células normales, pero
cuyas funciones han sido remplazadas por alteraciones genéticas propias del proceso

de transformacion.

El primer VARS publicado se denominé di1520 y es mejor conocido como ONYX-015.
Fue descrito por Bishoff en 1996 y consistié en un vector con dos mutaciones del gen
E1B, el cual codifica para la proteina E1B-55KDa. Esta proteina se une e inactiva a la
proteina p53 blogueando la apoptosis e induciendo la entrada a la fase S del ciclo

celular. La delecion de este gen deja al virus incapaz de replicarse en las células
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normales, debido a que la proteina p53 iniciaria el arresto celular o la apoptosis. Sin
embargo, como la mayoria de las células cancerosas presentan una via p53 deficiente,
el virus puede replicarse libremente en la célula [23-24, 29-30]. Otra estrategia en
cuanto a los VARS es la delecién de 24 pb de la region constante 2 del gen E1A, el
resultado es una proteina E1A incapaz de inactivar la funcién de pRb. La replicacion de
los VARS con esta caracteristica es deficiente en las células normales, pero en células
cancerosas muestra una alta capacidad replicativa [23-24, 31-33].

1.3.5 Transduccién dirigida hacia células malignas.

El objetivo de la transduccion dirigida es eliminar el tropismo del adenovirus tipo 5 en
células epiteliales normales y/o potenciar la infectividad del virus hacia células
tumorales deficientes de CAR [31].

Datos recientes sugieren que la expresion del receptor CAR puede ser altamente
variable en las células tumorales, resultando en una resistencia a la infeccion. En
consecuencia, se han evaluado varias estrategias para modificar el tropismo del
adenovirus y superar la deficiencia del receptor CAR. La manipulacién genética de la
cépside adenoviral es la estrategia mas directa para modificar el tropismo del virus [31].
En general existen tres estrategias basicas para la modificacion de genética del
tropismo a través de la modificacion estructural de la proteina fibra del adenovirus: 1)
guimerismo de la proteina fibra o “fiber pseudotyping”, 2) incorporacién de ligandos a la
proteina fibra o al dominio de unién al receptor y 3) eliminacién del dominio de unién
[34]. La primera consiste en la alteracion del tropismo viral mediante la sustitucion de
las proteinas fibra de unién a receptor con otras pertenecientes a otros serotipos, tal es
el caso de la sustitucién de la proteina fibra del adenovirus tipo 5 por la del adenovirus
tipo 3. Las quimeras adenovirales 5/3 poseen una infectividad potenciada en células de
varios tipos de cancer, sin incrementar la direccion de los adenovirus al higado [30, 35-
40]. Wickham y colaboradores (1997) modificaron el dominio de unién (knob) de la
proteina fibra afadiendo una cola de 7 polilisinas al C-terminal de la proteina (pK7)
para mediar la union del adenovirus a los proteoglicanos heparan sulfato (HSPG), los
cuales se encuentran altamente expresados en células cancerosas. Los adenovirus
con pK7, han demostrado mejorar la transduccion hacia las células cancerosas. Otra
estrategia ha sido la incorporacién de motivos arginina-glicina-acido aspartico (RGD)
en el asa HI del dominio de unién de la proteina fibra, el cual se encuentra expuesto

hacia el exterior y puede tolerar la insercion de hasta 100 aminoacidos. La insercion
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resulta en la potenciacion de la infectividad de varios tipos de células cancerosas [24,
28, 30-31, 34].

1.3.5.1 Quimerismo de la proteina fibra

En 1996 Krasnykh y colaboradores fueron los primeros en reportar la construccion de
un vector oncolitico que expresaba una proteina fibra quimérica constituida por el
dominio tallo del adenovirus serotipo 5 (Ad5) y el dominio cabeza o knob del
adenovirus serotipo 3 (Ad3). A partir de entonces se han evaluado vectores portadores
de modificaciones en la proteina fibra, dentro de los cuales se han destacado los
adenovirus 5/3. Los Ad5/3 han demostrado aumentar el tropismo hacia distintos tipos
celulares malignos, tanto en ensayos in vitro como en ensayos pre-clinicos y algunos

de ellos hasta en clinicos [35-45].

Dentro de las ventajas que ofrecen este tipo de vectores es el ser reconocidos por un
receptor en las células huésped distinto al receptor CAR: la proteina desmogleina 2
(DSG-2), la cual aparentemente tiene funciones de adhesion celular [46] y se ha
encontrado expresada en varias lineas celulares transformadas. Ademas, se ha
observado que los adenovirus con fibras quiméricas podrian evadir la respuesta
inmune del huésped al momento de administrarse como tratamiento sistémico, ya que
no serian reconocidos facilmente en el paciente, pues se esperaria que no existieran

anticuerpos neutralizantes que bloqueen su efecto [47-48].

1.3.6 Transcripcion dirigida hacia células malignas.

A diferencia de la transduccion dirigida, la transcripcién dirigida no involucra un cambio
en el tropismo del virus; en su lugar, restringe la expresién génica a las células diana.
Esta estrategia se logra colocando el gen o transgen bajo el control de un promotor
tumor/tejido especifico (TSP). Los virus son capaces de infectar varios tipos celulares,
pero solo pueden expresar los genes que portan en los tipos celulares que expresan
activamente los factores de transcripcion necesarios para la actividad del TSP [31]. Se
han evaluado una gran variedad de promotores TSP con resultados prometedores en
estudios preclinicos, entre los cuales destacan los promotores del antigeno
carcinoembrionario (CEA), un promotor de cancer gastrico y de pulmén, de la
ciclooxigenasa 2 (COX-2) para cancer gastrico, pancreatico y de ovario, asi como

elementos de respuesta a hipoxia (HRES) en cancer de rifién [24, 29-32].
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1.3.6.1 Promotores especificos de tejido para CaCu.

Virtualmente todos los casos de cancer cervical estan ligados a la infeccidén genital con
VPH (99%). La regulacion genética de los VPH reside en la region reguladora rio arriba
URR. En el afio 2006 Delgado-Enciso y colaboradores reportaron un VARS dirigido por
la URR de la variante asiatico-americana de VPH-16 y con la delecién de 24 pb en el
gen E1A. Este vector, denominado Ad-URR/E1AA24, mostré un gran efecto oncolitico
y altamente selectivo para lineas celulares VPH (+), asimismo éste vector logro
controlar el crecimiento tumoral en ensayos pre-clinicos. [49]. La URR de VPH
constituye un origen de replicacion y un sitio de unién a mdltiples factores de
transcripcion. Actualmente se sabe que, factores como la proteina activadora 1 (AP1),
los factores SP1, TEF-1, TEF-2, Gre y Ying-Yang 1, la proteina E2, asi como el factor
Brn-3a, entre otros, se unen a sitios consenso presentes en la URR y son importantes
para la regulacion del virus [23]. Brn-3a es un importante factor de transcripcion que se
une a un motivo ATGCAATT en la region promotora del genoma del VPH-16 y VPH-18,
el cual controla la transcripcion de los genes E6 y E7 y activa la transcripcion [50].
Aunque originalmente este factor fue encontrado en tejido neuronal, Ndisang y
colaboradores (1998) encontraron niveles de Brn-3a elevados alrededor de 300 veces
en material cervical proveniente de mujeres con neoplasia intraepitelial tipo 3,
comparada con material similar de personas sin anormalidades cervicales detectables
[51]. Posteriormente se descubrié que los niveles elevados de Brn-3a inducen el
incremento de los niveles de produccion de las proteinas E6 y E7 [52]. Recientemente
se encontré que variantes del VPH-16 presentan diferentes riesgos de progresion a
malignidad. En un estudio en el que se analizé material cervical de mujeres infectadas
con VPH-16, se encontrdé que en tejidos infectados con la variante 2, los niveles de
expresion de Brn-3a correlacionaban directamente con los niveles de E6, proteina

implicada en el proceso de transformacion de la célula huésped [53].

1.3.7 Eloncogén E7 de VPH Yy su relacién con el gen E1A adenoviral.

Tanto los VPH oncogénicos como los adenovirus poseen mecanismos similares para
usurpar la regulacién del ciclo celular, con el fin de facilitar la replicacion del DNA viral.
Esto lo hacen dirigiendo los mismos reguladores celulares pRb, p107 y p130 a través
de las proteinas E1A del adenovirus y E7 de VPH. E1A es la primera unidad de
transcripcién en expresarse en la infeccién por adenovirus en células en cultivo y se

requiere para la movilizaciéon del ciclo celular y transactivacion de otros promotores
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tempranos del virus. Los polipéptidos de E1A comparten homologia con la proteina del
VPH E7 en las regiones conservadas CR1 y CR2, las cuales se unen e inactivan a pRb
y proteinas relacionadas. E1A y VPH E7 pueden transactivar el promotor E2 de
adenovirus en ensayos in vitro, asi como también genes celulares involucrados en la
entrada a la fase S. Asi pues, si se generan deleciones en CR2 de E1A del adenovirus,
se vera afectada la union de la proteina resultante. Esta mutacion limitaria la
replicacion del virus en células en las cuales la funcion de pRb y p53 se encuentra
intacta, como es el caso de las células no transformadas que rodean al tumor. Sin
embargo, no interferiria en la replicacion viral en células cancerosas, donde la funcién
de pRb ha sido afectada por el proceso de malignizaciéon. En este contexto, la proteina
E7 de VPH puede restaurar la actividad transcripcional de la delecion en CR2. De esta
forma, la replicacién de los adenovirus mutantes defectuosos puede complementarse
por los oncogenes de VPH, restringiendo asi su replicacion a células cancerosas VPH
positivas [4, 23]. En el afio 2000 Fueyo y colaboradores describen un vector portador
de una delecion de 24 pb en el gen E1A (A24). Esta delecién impide la union de la
proteina pRb a su sitio de union en E1A. Sin embargo, los vectores A24 pueden
replicarse y lisar células cancerosas con una alta eficiencia [33]. Este vector es uno de
los VARS que logra mejor replicacion en células neoplasicas en cultivo e implantadas
en modelos murinos.
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CAPITULO

. JUSTIFICACION

En México, la mayoria de las pacientes son diagnosticadas en fases avanzadas de
CaCuU, en la que solo se pueden ofrecer tratamientos paliativos con poco impacto en la
supervivencia, que alientan el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas. En esta
propuesta se pretende disefiar y generar un vector adenoviral oncolitico dirigido
especificamente contra células transformadas por VPH-ar usando tres modificaciones:
Uso de un promotor viral tejido-especifico (UV2), delecion A24 en el gen E1A y el
cambio de serotipo del knob (Ad3) en la proteina fibra para incrementar tropismo por

células tumorales.

18



Generacion del vector adenoviral oncolitico Ads/3-UV2-D24 para neoplasias asociadas a
VPH

CAPITULO

[l. OBJETIVOS
General

Generar un vector adenoviral oncolitico disefiado para infectar especificamente células
transformadas por VPH-ar usando tres modificaciones: Un promotor viral tejido-
especifico (UV2), la delecion A24 en el gen E1A y una proteina fibra quimera en la
capside conformada por los serotipos Ad5 y Ad3.

Especificos

1. Disefiar y construir el genoma adenoviral recombinante en bacterias E. coli
BJ5183.
2. Generar y producir el VARS Ad5/3-UV2-A24 en células HEK293.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materialesy reactivos

A continuacion se enlistan las enzimas, medios de cultivo celular, kits y consumibles

VPH

CAPITULO

empleados durante el desarrollo de este trabajo.

AMRESCO

Triptona

Hidroxido de Sodio

Cloruro de Sodio

Extracto de Levadura

Extracto de levadura (Cerrado)
Buffer pH 4.01

Buffer pH 7.01

Buffer pH 10.01

Agar Bacteriolégico

TRIS Grado Ultrapuro (Cerrado)
Cloruro de Sodio

EDTA, Disodio, Dihidrato
Triptona, Caseina Peptona

SIGMA

Hidréxido de Sodio
Cloruro de Sodio
Alcohol Isopropilico
Cloroformo 99.8+%
Agarosa Ultrapura

J.T. BAKER

Glicerol, Anhidrido

CORNING

Tubos para microcentrifuga 0.65mL
Tubos PCR 0.2mL

20



Generacion del vector adenoviral oncolitico Ads/3-UV2-D24 para neoplasias asociadas a
VPH

Cajas de cultivo 150mm x 25mm
Botellas de cultivo 75 cm?2

Tubos Falcon 15ml

Placas de cultivo 96 celdas
Botellas de cultivo 150cmz2
Botellas decultivo 25cm?2

Cajas de cultivo 100mm x 20 mm
Tubos Eppendorf 0.2 mi

Puntillas 0.2-10 microlitros
Placas de cultivo 96 celdas
Puntillas azules 100-1000 microlitros
Sistema de filtracién 500 ml
Sistema de filtracién 250 ml
Sistema de filtracién 1 litro

Cajas de cultivo 100mm x 20 mm

COSTAR

Pipeta serioologica 5ml (desechable)
Pipeta seriol6gica 50ml (desechable)
Pipeta seriol6gica 2ml (desechable)

Pipeta serioldgica de 10ml (desechable)
Scrapper

4.2 Material bioldgico.

4.2.1 Células competentes y lineas celulares.

Se emplearon bacterias competentes E. coli DH5a, E. coli Turbo y E. coli BJ5183
(Stratagene, La Jolla CA). Se emple6 la linea celular: HEK-293 (ATCC CRL-1573™,

rinidn embrionario humano).

4.2.2 Iniciadores

Tabla 2 Iniciadores empleados para la realizacion de este trabajo.

Nombre Secuencia Tamafio Tm °C
Var2-SS-F TCTACAACTGGTCGACTGTA 20 52
Var2-SS-R  TGGTAACTTTCACTAGTCATA 21 48
Var2-HK-F GGTACCTGTAAGTATTGTAT 20 43
Var2-HK-R AAGCTTCATAAAATGTCTG 19 48

K3 (S) GCACAGGTGCCATTACAGTAG 21 55.8

K3 (AS) TCATTATGTGTTCCCGCATTA 21 51.9
D24 L1 GTCCGGTTTCTATGCCAAAC 20 57.1

D24 R1 CACCCTCTTCATCCTCGTC 19 57.1
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4.2.3 Plasmidos.

Tabla 3 Plasmidos empleados para la realizacion del presente estudio

Resistencia Tamafio

Plasmido Gen (es) de interés a antibistico (pb) Fuente
pShuttle-UV2-A24 UV2 E1AA24 Kanamicina 10,690 Vera M.
pShuttle-UV2-A24 UV2 E1AA24 Ampicilina 10,039 Lépez G.

pTU5/3 Esqueleto Ad5/3 Kanamicina 33400 Hemminki A.

Genoma adenoviral

pAd5/3UV2 E1AA24 . Ampicilina 39198 Lopez G.
recombinante
A) uvz E1AD24 B)
Mﬂ
b SN /
)< \
LITR/,. \_\
.\
KanR AmpR

pShuttle-UvV2-D24 Kr pShuttle-UV2-D24
10690 pb 10039 pb

Ar (312-0)

Bst2171 5236

Q) D)

¥ Uv2
. KanaR ¥ GFP JR— E1AD24

pPTUS/3 pAdS/3-UV2-D24
E3 39914 pb ‘, 39198 pb
\
\
\\
\~
N
\\ _/
Hexon

Hexon

Figura 4 Plasmidos empleados en el desarrollo de esta tesis.
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4.3 Estrategia general.

I.- Disefiar y construir el genoma adenoviral recombinante pAd5/3-UV2- A24

> 4 \' - Recombinacién

en E. coli B)5183

- \
pShuttle UV2 E1AD24 by E pTU ]
ORI ‘ 10600 bp | 39914 bp J I - 2

mR%
| Amp’ 100ug/uL

Amvlk/ | N / \ Co-transformacién ( -

Brazo Ny / Sup®®  Brazo
lzquierdo 7/ Derecho

Il.- Generar las particulas virales del VARS
Ad5/3-UV2-A24 en células HEK293.
Transfecciéon del
f \ genomade
I1L.- Producir el VARS Ad5/3-UV2-A24 en células Ad5/3-UV2-A24 PAd5/3-UV2-A24

HEK?293.

Figura 5 Estrategia general del estudio.

4.4 Diseio del vector adenoviral recombinante pAd5/3-UV2-A24.

Se planed llevar a cabo la recombinacion en bacterias E. coli BJ5183, las cuales son
Rec A+. Se analizaron los plasmidos con los cuales se contaba para la construccién
del vector adenoviral. Se observdé que deberian hacerse algunos cambios para
seleccionar eficazmente las clonas recombinantes en bacterias. Se realizé un cambio
en la resistencia a antibiético en pShuttle-UV2-A24. Posteriormente se analizaron mas
a fondo las secuencias de ambos plasmidos a recombinar haciendo un alineamiento
(BLAST) y ubicando regiones de homologia. Se decidié eliminar una region de
homologia extra en pTU5/3 cortando el plasmido con la enzima Pacl.
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4.5 Preparacion del plasmido pShuttle-UV2-A24.

El plasmido pShuttle-UV2-A24 (construido por Q.B.P. Magda Vera) se caracterizé por
corte con la enzima Afl Ill y por PCR de la region promotora UV2. En las tablas 4 y 5 se
muestran las condiciones estandarizadas para la amplificacién de UV2.

Tabla 4 Condiciones de temperaturas PCR UV2.

Paso Temperatura °T Tiempo (min)
1 94 5
2 94 0.5
3 56.7 0.5
4 72 1
5 Ir a Paso 2 30 veces
6 72 5
7 Final

Tabla 5 Condiciones de la reaccién de ampificacion de UV2.

Reactivo Concentracion inicial Concentracion final Volumen 1X (uL)
Buffer (Epicentre) 10X 1X 1.25
Cloruro de Magnesio 25mM 2mM 1.0
dNTPs 10mM 200 uMm 0.25
Var2-SS-F 5uM 0.6 uM 15
Var2-SS-R 5uM 0.6 uM 15

Taqg DNA Polimerasa

(Epicentre) 5 U/uL 05U 0.1
H,O mQ - alza5suL 5.9
DNA - 100 ng 1.0
\ii 12.5

Se realiz6 un cambio en la resistencia a antibiético en pShuttle-UV2-A24 de kanamicina
a ampicilina, para lo cual, se digiri6 pShuttle-UV2-A24 con las enzimas Ndel y Xmnl
para liberar el fragmento correspondiente al origen de replicacion y el gen de
resistencia a kanamicina (2903 pb). El plasmido pXC1 se digirié con las enzimas Ndel
y EcoRV para liberar la regiébn que comprende el origen de replicacion y el gen de
resistencia a ampicilina, ambos se dejaron digiriendo toda la noche a 37°C vy
posteriormente se corrieron en un gel de agarosa al 1%, se cortaron las bandas de
interés y se purific6 el DNA por columna con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System de Promega siguiendo las instrucciones del fabricante. Los fragmentos
purificados se ligaron con la enzima T4 DNA Ligasa de Promega y el producto de
ligaciéon se transformé en bacterias E. coli DH5a. Se tamizaron colonias digiriendo con

las enzimas de restriccion EcoRlI, Hindlll y BamHI. Ademas de realizar la deteccién del
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promotor UV2 por PCR, se eligié una clona positiva pShuttleUV2-A24 A" para crecerla

a mayor escala, congelarla y emplearla posteriormente para la recombinacion.

Xmnl EcoRV
y pA 'l,I
ITR ” uv2 l'l,
Kar/ ¥4 E1AD24 Aﬂ? \1 -;
\‘\. p
=
pShuttle UV2 E1AD24 ORI —
Ndol a uil pXC1
ORI 100090 bp . o QN e
ya
Ndel = ~1TR
Brazo 4 ’ y Brazo
lzquierdo / Derecho

v PA

R . ~”~V’

Ampi R/ A E1AD24

~
pShuttie UV2 E1AD24
~
mR
Brazo Brazo
tzquierdo 7 Derecho

Figura 6 Estrategia para realizar cambio de resistencia a antibiético en pShuttle-UV2-A24.

4.6 Preparacion del plasmido pTU5/3.

El plasmido pTU5/3 (donado por PhD Akseli Hemminki) se caracteriz6 por corte con las
enzimas Ndel, Aflll, BamHI, Xbal, Xhol. y por amplificacion de la regién knob 3 de la
proteina fibra quimera. En las tablas 6 y 7 se muestran las condiciones estandarizadas

para la amplificacion de K3.

El plasmido pTU5/3 se digiri6 con la enzima Pacl toda la noche a 37°C y al dia
siguiente se corrié en un gel de agarosa al 0.7%, se cort6 el fragmento de interés (37
Kpb) y se purific6 el DNA por columna siguiendo las instrucciones del fabricante
(Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega).
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Tabla 6 Condiciones de temperaturas PCR K3.

Paso Temperatura °T Tiempo (min)

1 94 5
2 94 0.5
3 53.0 0.5
4 72 1
5 Ir a Paso 2 30 veces

6 72 5
7 Final

Tabla 7 Condiciones de la reaccién de ampificacion de K3.

Reactivo Concentracion inicial Concentracion final Volumen 1X (uL)
Buffer (Epicentre) 10X 1X 1.25
Cloruro de Magnesio 25mM 2mM 1.0
dNTPs 10mM 200 uM 0.25
K3 (S) 5uM 0.6 uM 15
K3 (AS) 5uM 0.6 uM 15

Taq DNA Polimerasa

(Epicentre) 5 U/uL 05U 0.1
H,O mQ - alza5spuL 5.9
DNA - 100 ng 1.0
VFf 12.5

Pacl

Pacl
KanaR | ¥
ORI_ - -__”?FP LUC
B. 1ZQ g

4 B. DER

pTU5/3
E3 39914 pb

Figura 7 Modificacién realizada en pTU5/3 en el cual se libero la regiéon de homologia extra
encontrada en la secuencia.
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4.7 Construccion del genoma adenoviral recombinante

pAd5/3UV2-A24.

El genoma del vector adenoviral pAd5/3-UV2-A24 se construy6 co-transformando en
bacterias E. coli BJ5183 el DNA pShuttleUV2-A24 A' linearizado con la enzima Bstz171
y el vector pTU5/3 linearizado con Pacl a una relacion 1:2 respectivamente. Las
bacterias transformadas se crecieron en placas con medio LB y las clonas
recombinantes fueron seleccionadas por su resistencia a ampicilina (100 pg/mL). Se
emplearon controles de transformacién y otro control con pShuttleUV2-A24 A'
linearizado con Bstz171. Las clonas crecidas se tamizaron por digestién con enzimas
de restriccion Pmel, Spel y ademas por la deteccion del promotor UV2, el gen fibra K3
y la delecion A24 en E1A por PCR. Para la reaccion de PCR se siguieron las

condiciones mostradas en las tablas 4-9.

Tabla 8 Condiciones de temperaturas PCR D24.

Paso Temperatura °T Tiempo (min)
1 94 5
2 94 0.5
3 56.7 0.5
4 72 1
5 Ir a Paso 2 30 veces
6 72 5
7 Final

Tabla 9 Condiciones de la reaccion de ampificacion de D24.

Reactivo Concentracién inicial Concentracién final Volumen 1X (uL)
Green Gotaq'" Buffer
(Promega) 5X X s
Cloruro de Magnesio* - 1.5mM -
dNTPs 10mM 200 uM 0.3
D24 R1 5uM 0.6 uM 1.0
D24 L1 5uM 0.6 uM 1.0
Biotag** ~ 5U/uL ~1U 0.25
H,O mQ - al5puL 7.45
DNA - ~ 100 ng 2.0
Vf 15
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Figura 8 Estrategia de recombinacion en bacterias BJ5183.

4.8 Generacion del VARS Ad5/3-UV2-A24.

El plasmido recombinante pAd5/3-UV2-A24 se crecié a mediana escala y se realiz6 la
extraccion de DNA mediante el Kit PureYield™ Plasmid Midiprep System de Promega,
siguiendo las instrucciones del fabricante. EI DNA obtenido se cuantific6 y se digirié
con Pacl toda la noche. Al dia siguiente el DNA digerido se precipitd con acetato de
amonio e isopropanol y los lavados del DNA se llevaron a cabo en condiciones de

esterilidad en la campana de flujo laminar. EI DNA se resuspendié en 30 uL de agua
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mQ estéril y se cuantific6 en nanodrop 2000. EI DNA de pAd5/3-UV2-A24 se empled
para transfectar 700,000 células HEK293/pozo en una placa de seis pozos empleando
como agente transfectante Lipofectamina™ 2000 (Invitrogen™) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se emplearon las relaciones DNA: Lipofectamina 0.5:1,
1:1y 1: 0.75. Se incub6 a 37° C y 5% de CO, hasta observar efecto citopéatico en las
células. Una vez que el efecto citopatico se observd en el 80% de las células, éstas
fueron cosechadas y lisadas por tres ciclos de congelacion y descongelacion (-80°C y
37°C respectivamente) y el lisado fue empleado para infectar tres cajas T-25.
Posteriormente, al observarse efecto citopatico en el 80% de las células, éstas fueron
cosechadas, lisadas y el sobrenadante obtenido se empleé para infectar dos cajas T-
75. Una vez observado efecto citopatico en el 80% de las células, éstas fueron
cosechadas y lisadas y se tomo6 % del lisado para realizar caracterizacién del vector
por PCR de las regiones UV2, K3 y D24 y % se guardaron para continuar la produccion

a gran escala posteriormente.

29



Generacion del vector adenoviral oncolitico Ads/3-UV2-D24 para neoplasias asociadas a
VPH

CAPITULO

V. RESULTADOS

El genoma adenoviral pAd5/3-UV2-A24 se construyé recombinando los plasmidos
pShuttle-UV2-A24 y pTU5/3, los cuales fueron previamente modificados para facilitar el
proceso de recombinacion en bacterias. El plasmido pShuttle-UV2-A24 fue
caracterizado por digestién con Afl Il y PCR del promotor UV2 (Fig. 9). En la tabla 4 se
muestran las condiciones estandarizadas para la amplificacién del promotor UV2. La
secuencia de los oligonucleétidos o iniciadores empleados para las diversas

caracterizaciones se muestran en la tabla 2.

] ] pShuttle pShuttle
l\) 1kb 100pb 11 12 13 14 15 16 18 17 19 V1 V2 UV2A24 URRA24

M.qubd“.y~! &a

‘“"Uus-c
2882

A L S

1044 1044
€ B N Y N e e

AF1III

AFL1IIT CLONAS

AFLIIT

B) | Q) M 12 13 16 19 20 C(-) C(+)
® @% i :
@ % Tkpb "
10690 bp
@ & 500 ph

AFLIIT
AFLITT

Figura 9 Caracterizacion de pShuttle-UV2-A24. A) Digestion con Afl lll. B) Esquema de cortes
en el pldsmido. C) PCR regién UV2, amplicon generado de 808 pb.

Una vez caracterizado pShuttle-UV2-A24 se llevo a cabo el cambio en la resistencia a
antibiético de kanamicina a ampicilina. Para ello, el plasmido previamente referido se
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digiri6 con Ndel y Xmnl para liberar el fragmento correspondiente al origen de
replicacion y el gen de resistencia a kanamicina (2903 pb). Por otro lado, el plasmido
pXC1 se digirié con las enzimas Ndel y EcoRV para liberar la region que comprende el
origen de replicacion y el gen de resistencia a ampicilina (2252 pb). En la figura 10 se
puede observar un gel de agarosa al 0.7 % en el cual se corrieron los plasmidos
digeridos. Se purificaron las bandas de interés, las cuales corresponden al vector
pShuttle-UV2-A24 de 7787 pb y al fragmento correspondiente al origen de replicacion y
el gen de resistencia a ampicilina de 2252 pb.

M 1 2 3 4 5
- 7787 pb
10kb ) Gme— — e

-_— e s
2252 pb

Figura 10 Purificacion de las bandas pShuttle y pXC1. Gel de agarosa al 1% empleado para
purificar las bandas del vector pShuttleUV2 sin resistencia a antibiético y el gen de resistencia a
ampicilina y origen de replicacion provenientes de pXC1. Carril 1 pShuttle-UV2--A24 no cortado,
2 pXC1 no cortado, 3y 4 pShuttle-UV2-A24 (Xmnl + Ndel), 5 pXC1 (EcoRV+ Ndel).

Se realizé una reaccién de ligacion con los fragmentos purificados, esperando obtener
un plasmido de 10 039 pb denominado pShuttle-UV2-A24 Ar. Los productos de ligacion
se transformaron en E. coli DH5a y se tamizaron colonias digiriendo con enzimas de
restriccion y PCR del promotor UV2 (Fig. 11).
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Figura 11 Caracterizacién de las clonas pShuttle-UV2-A24 Ar. A) Por corte con las enzimas
EcoRI, BamHI y Hindlll. En los carriles del 1-4 se muestra pShuttle-UV2-A24 Kr: 1 No cortado,
2 cortado con EcoRl, 3 cortado con BamHI, 4 cortado con Hindlll. Carriles 5-8 plasmido pXC1: 5
no cortado, 6 cortado con EcoRI, 7 cortado con BamHI, 8 cortado con Hindlll. Carriles 9-12
muestran el plasmido obtenido de la clona 1: 9 plasmido no cortado, 10 plasmido cortado con
EcoRl, 10 plasmido cortado con BamHlI, 11 plasmido cortado con Hindlll. B) Esquema de cortes
con EcoRI, BamHI y Hindlll en el plasmido pShuttle-UV2-A24 Ar. C) PCR del promotor UV2,
amplicon esperado de 808 pb. El control positivo es pShuttle-UV2-A24 Kr.

9]

El plasmido pTU5/3 fue caracterizado por corte con enzimas de restriccion y PCR de la

region Knob 3 de la fibra adenoviral (Fig. 12).
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Figura 12 Caracterizacion de pTU5/3. A) Corte con enzimas de restriccion. Carril 1 muestra el
plasmido sin cortar, 2 plasmido cortado con g B) Esquema de cortes con enzimas de restriccion
empleadas para caracterizar en el plasmido pTU5/3. C) PCR de la regién K3, amplicon
esperado de 394 pb. Carril 1-4 clonas transformadas con pTUS5/3, el carril 5 es el control
negativo de la reaccion.

Se realiz6 el alineamiento de la secuencia de los plasmidos a recombinar pShuttle-
UV2-A24 Ar y pTU5/3 (ver anexo) y se encontraron regiones de homologia extra en
pTUS5/3 (Tabla 10). La primera region de homologia extra (Homoll) comienza desde
donde acaba el ITR (36,908 — 37,021) hasta antes del gen de resistencia a kanamicina
en el mismo plasmido. Es decir, la regibn Homoll comprende desde la posicién 37,030
hasta 38,329 en pTU5/3 con un tamafio de 1,300 pb. La segunda regién de homologia
comprende (Homol2) parte del siguiente ITR (28 - 108) e incluye toda la sefial de
encapsidacion (188 - 336). Es decir, la regiébn Homol2 va desde el nucleétido 28- 345
con un tamafio de 318 pb. Para liberar dichas regiones de homologia se digirié el
plasmido pTU5/3 con Pacl el cual corta desde el nucle6tido 37,017 hasta el 39,914. Sin
embargo, este corte solo liberd la region Homoll, la cual es la mas larga y la regién

Homol2 quedd incorporada en el resto del genoma.

En la figura 13 se ilustran las diferentes regiones involucradas o cercanas a los sitios

de homologia entre el plasmido pTU5/3 y pShuttle-UV2-A24, se muestran en rojo los
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sitios de corte por la enzima Pacl en pTU5/3 La region liberada por el corte con la

enzima Pacl fue de 2,897 pb y se purific6 por columna el fragmento de 37,017 pb

correspondiente a los genes del esqueleto adenoviral sin la region Homoll.

AmpR

pShuttlelUV2D24 Ar homel
oS 10039 bp

2505 —

Homol1

6680

pTUS5/3 Homol
39914 bp

Figura 13 Comparacion de regiones homologas en pTU5/3 y pShuttle-UV2-A24.

Tabla 10 Regiones de homologia en pTU5/3 y pShuttle-UV2-A24 Ar

pTUS/3 pShuttle-UV2-A24 Ar
Region Inicio  Final Tamatio Inicio Final Tamafio
(pb) (pb)

B.1ZQ 36057 36958 902 5321 6222 902
LITR 37003 36908 95 6274 6172 103
Homoll 37030 38329 1300 6301 7600 1300
Ori 37867 37248 620 7138 6519 620
Kr 38667 39455 789 - -
RITR 28 108 80 8562 8664 103
Homol2 28 345 318 8583 8901 318
Encap (¥) 188 336 149 8744 8892 149
B. DER 4605 6603 1999 3028 5026 1999
Pacl 37017 39914 2897 - - -

Los plasmidos pShuttle-UV2-A24 Ar y pTU5/3 linearizados con las enzimas Bstz171 y

Pacl respectivamente, se co-transformaron en bacterias E. coli BJ5183. Las clonas

obtenidas se caracterizaron por PCR para identificar las modificaciones realizadas en
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el genoma adenoviral: la delecién de 24 pb en E1A, el promotor UV2 y el Knob 3 de la
fibra quimera (Fig. 14).

A PCR D24
MC+ 1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 C(-)
200 pb
100 pb .,
PCR UV2
B) MC+ 1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 C(-)
1kpb ' R :
B s R e e e e
500 pb
PCR Knob 3
C) MC+ 12 3 4 56 7 89 10 11 12 13 14 15 16 C(-)
-
500pb = S : ; ’
ol T L L LD LD LD LY L] T
200 pb
100 pb

Figura 14 Caracterizacion del genoma recombinante pAd5/3-UV2-A24 por PCR de las tres
modificaciones. A) Delecién en E1A, amplicon esperado 82 pb. Control positivo pShuttle-UV2-
A24 Ar; 1-16 clonas recombinantes; control negativo de la reaccion. B) Promotor UV2, amplicn
esperado 808 pb. Control positivo pShuttle-UV2-A24 Ar; 1-16 clonas recombinantes; control
negativo de la reaccién. C) Knob 3 de la fibra quimera, amplicén esperado 394 pb. Control
positivo pTU5/3; 1-16 clonas recombinantes; control negativo de la reaccion.

Se eligié una clona recombinante (clona 3) y se transformd en bacterias E. coli DH5a
para producir el plasmido a mayor escala y huevamente se tamizaron colonias y se
eligié una de ellas. En la figura 15 se muestra la caracterizacién por corte con enzimas

de restriccién y PCR de la clona recombinante final elegida.

El plasmido pAd5/3-UV2-A24 se lineariz6 con Pacl para liberar los ITRs del genoma
adenoviral. Este se transfectd en células HEK 293 para generar las particulas virales.
En la figura 16 se muestran micrografias del efecto citopatico observado al dia 4 de la

transfeccion con el DNA recombinante, lo cual indica que se genero el VARS.
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Figura 15 Caracterizacion de la clona final elegida de pAd5/3-UV2-A24. A) Corte con enzimas
Spel y Pmel. 1. pShuttle-UV2-A24 digerido con Pmel; 2. pShuttle-UV2-A24 digerido con Spel;
3: pTU5/3 digerido con Pmel; 4. pTU5/3 digerido con Spel; 5. pAd5/3-UV2-A24 digerido con
Pmel; 6. pAd5/3-UV2-A24 digerido con Spel. B) Esquema de los sitios de corte en el plasmido
recombinante. C) PCR del promotor UV2. 1. Control positivo pShuttle-UV2-A24; 2. pAd5/3-UV2-
A24; 3. Control negativo. D) PCR del Knob 3. 1. Control positivo pTU5/3; 2. pAd5/3-UV2-A24; 3.

Control negativo.
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Figura 16 Generacion del VARS Ad5/3-UV2-A24. Efecto citopatico en células HEK 293 por la
generacion de las particulas virales Ad5/3-UV2-A24. A-C) Micrografias de células sanas que
solo recibieron como tratamiento DMEM 1% SFB. 5X, 10X y 20X respectivamente. D-G)
Micrografias de células transfectadas con el pAd5/3-UV2-A24-Lipofectamina™ 2000 y DMEM al
1% SFB. 5X, 10X y 20X respectivamente.
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CAPITULO

VI. DISCUSION

La union de un vector oncolitico a la célula huésped representa un factor determinante
en la eficiencia de transduccion y por lo tanto en la efectividad de lisis. Debido a la
variable expresion del receptor CAR en las células tumorales, puede verse
comprometida la utilizad de adenovirus serotipo 5 como vector oncolitico. No obstante,
puede modificarse el tropismo de Ad5 para potenciar la infectividad hacia las células
transformadas. Una estrategia es creando fibras quiméricas que posean dominios knob
(cabeza) de otros serotipos adenovirales [42]. En varios estudios se ha reportado que
el uso de fibras quiméricas aumenta considerablemente los niveles de transduccién en

multiples lineas celulares [35, 40, 54-55].

En este trabajo se construyé un VARS portador de tres modificaciones en su genoma
para incrementar el tropismo y selectividad hacia células infectadas por VPH de alto
riesgo. La construccion se llevé a cabo recombinando dos plasmidos: pShuttle-UV2-
A24 'y pTUS/3. El primero es el plasmido acarreador y porta el promotor UV2 y el gen
E1AA24, ademas de contener secuencias necesarias para el empaquetamiento del
adenovirus y dos secuencias de homologia que le permiten recombinar con el plasmido
pTUS5/3, el cual incluye los genes del esqueleto adenoviral, la modificacion en el gen
gue codifica la proteina fibra de la capside (F5/K3) y regiones de homologia que le
permiten recombinar con el plasmido acarreador. Para recombinar ambos vectores
plasmidicos en el sistema de recombinacion en bacterias E. coli BJ5183, fue necesario
realizarles ciertos cambios debido a que se observaron caracteristicas en ambos que

como tales no podrian haber sido recombinados en el sistema en bacterias:

A. En pShuttle-UV2A24: se realiz6 un cambio de resistencia a antibiético de
kanamicina a ampicilina.

B. En pTU5/3: se realiz6 la liberacién de una regién de homologia extra.

El cambio en la resistencia a antibiético se llevé a cabo para facilitar la selecciéon de

clonas recombinantes positivas debido a que en el proceso se da un intercambio de
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secuencias, el pldsmido acarreador aporta el gen de resistencia antibiotico con el cual
se queda el plasmido recombinante al final y éste puede ser seleccionado creciendo
las bacterias en un medio con dicho antibiético.

Por otro lado, al analizar la secuencia de pTU5/3 se observl que éste poseia regiones
extra de homologia, las cuales resultaban en multiples recombinaciones en una misma
clona bacteriana. Estas regiones se deben a que el plasmido pTU5/3 fue construido
mediante recombinacion con un plasmido pShuttle [56]. Cabe destacar que éste
plasmido se ha empleado en una serie de construcciones de VARS [55-56]. Sin
embargo todas ellas se han realizado recombinando en lineas celulares (HEK293, 911
0 A549), y hasta hoy, no se ha reportado su recombinacion con otro vector pShuttle en
bacterias, lo cual hace que éste trabajo sea el primero en reportar dicho procedimiento.
Algunas de las ventajas de contar con el sistema de recombinacién en bacterias son
gue el procedimiento es rapido, el costo de materiales y reactivos es menor, el sistema

es de facil manipulacion y se obtiene un alto nivel de eficiencia

Una vez realizados los cambios en ambos plasmidos, se co-transformaron en bacterias
E. coli BJ5183 y se incrementd considerablemente la eficiencia de recombinacion, al

observar que todas las clonas tamizadas fueron positivas.

El plasmido recombinante se transfectd en células HEK 293, dentro de las cuales se
empaquetan y generan las particulas virales. Se emplearon tres dosis de DNA. Se
observo que la relacion DNA: Lipofectamina™ 2000 1:1 resulto ser la méas eficiente al
mostrar mas rapidamente efecto citopatico. Se observé interesantemente un efecto
citopatico a en las células HEK 293 a partir del dia 2 post-transfeccion y dicho efecto
citopatico alcanzé el 80% de las células al dia 4 de la transfeccion. En previos trabajos
en el laboratorio en construcciones de adenovirus recombinantes se ha observado un
efecto citopatico con un minimo de 7 dias y un efecto litico en el 80% de las células en
hasta dos semanas. Lo cual indica una tasa de replicacibn mas acelerada. Es posible
gue este efecto se deba a la presencia de la proteina fibra modificada. Sin embargo, no
es posible concluir un efecto citolitico incrementado hasta observar los niveles de
transduccién del vector generado en varias lineas celulares. Debido a que la linea
celular HEK 293 posee genes de adenovirus que pueden potenciar la replicacion del

vector.
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CAPITULO

VIl.  CONCLUSIONES

Se disefid y construyé el vector adenoviral oncolitico Ad5/3-UV2-A24 dirigido
especificamente contra células transformadas por VPH-ar usando tres modificaciones
en su genoma para incrementar el tropismo hacia las células tumorales asociadas a la
infeccion por VPH.

Ademas, se logré implementar una estrategia para recombinar eficientemente el
plasmido pTU5/3 con un plasmido acarreador en bacterias E. coli BJ5183.
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ANEXOS

Alineamiento pTUS/3 (39 914 pb) — pShuttle-UV2-A24 (10 039 pb)

Secuencia HOMOL1

Score = 2401 bits (1300), Expect = 0.0
Identities = 1300/1300 (100%), Gaps = 0/1300 (0%)
Strand=Plus/Plus
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