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Resumen

Las leucemias y los linfomas fueron la décima y onceava causa de muerte global relacionada
con cancer durante 2022. Mientras que las terapias actuales causan la remision del 70-90%
de los pacientes, quienes sufren recaidas no poseen alternativas terapéuticas. Sumado a
esto, los tratamientos actuales implican toxicidades agudas y tardias de distintas indoles.
Teniendo en cuenta este contexto, resulta necesaria la implementacién de terapias eficaces,
especificas y seguras para mejorar el prondstico de los pacientes con leucemias y linfomas.
En Argentina, durante el periodo 2000-2007, los nifios y las nifias con diagnéstico con
leucemias linfoblasticas presentaron una sobrevida estimada del 69% a 36 meses del
diagndstico.

Los superantigenos (SAgs) son moléculas de naturaleza peptidica que interactian de forma
no convencional con linfocitos T o B. Especificamente, los superantigenos del MMTV poseen
una linfotoxicidad especifica hacia linfocitos T, induciendo su activacion y posterior apoptosis
en los clones linfocitarios reactivos. Dicha actividad biolégica dio lugar a la propuesta de esta
tesis, donde se caracterizan distintas estrategias para el abordaje terapéutico contra
leucemias y linfomas, a través de la expresion de cuatro variantes de SAgs del MMTV en
sistemas heterologos.

En este marco, se realizo la vehiculizacion de los SAgs BALB2, BALB14, LA y mtv-7 en
VLPs derivadas de la proteina Z del virus Junin y en VLPs producidas en sistemas
bacterianos. Ademas, se evalué la actividad biolégica de las VLPs producidas en sistemas
eucariotas incubando las particulas con células mononucleares de sangre periférica de
voluntarios sanos. Por ultimo, se expresaron los cuatro SAgs como subunidad en sistemas
bacterianos, con el proposito de contar con esta herramienta accesoria en los ensayos in
vitro. Ademas, se realizd el disefio inicial de un protocolo para la caracterizacién del

repertorio de linfocitos T en muestras humanas mediante PCR de tiempo final. Para disefiar
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conjuntos de primers especificos que permitan realizar el seguimiento de la accion de los
SAgs, se determinaron las homologias entre variantes de VB murinas y humanas, y se
propuso una posible especificidad entre las cuatro variantes de SAgs a través de
herramientas bioinformaticas. Por ultimo, se exploré la vehiculizacion del SAg BALB2 en la
cara externa de VLPs generadas en sistemas bacterianos mediante dos estrategias
distintas, mediante el uso del sistema AP205 y nanojaulas sintéticas utilizando el sistema
SpyCatcher/SpyTag.

En conjunto, el presente trabajo de tesis presenta los resultados globales respecto al disefio
integral de una herramienta terapéutica desde la generacién de las construcciones
moleculares requeridas para la expresion de SAgs en sistemas heterdlogos, hasta la
optimizacion preliminar de un protocolo para evaluar su potencialidad como tratamiento

contra leucemias y linfomas.
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7-AAD: 7-aminoactinomicina D
ADN: Acido Desoxirribonucleico
ADNCc: ADN complementario
AP205: Acinetobacter Phage 205
ARN: Acido Ribonucleico

ATC: Acido Tricloro Acético

BCR: Receptor de Células B
BSA: Bovine Serum Albumin
CAR-T: Chimeric Antigen Receptor
T-cell

CDC: Centers for Disease Control
and Prevention

CDR: Regién Determinante de la
Complementariedad

CDs: Células Dendriticas

CFSE:
Carboxyfluoresceinsuccinimidyl
ester

CMV: Citomegalovirus

CPA: Célula Presentadora de
Antigenos

DMEM: Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium

DMSO: Dimetil sulféxido

DO: Densidad Optica

DOC: Detergente de desoxicolato
sédico

DTT: Ditiotreitol

eGFP: enhanced Green
Fluorescent Protein

ELISA: Enzyme-linked
immunosorbent Assay

FHA: Fiebre Hemorragica Argentina
FITC: Fluorescein IsoTioCyanate
FL1: Fluorescence Channel 1
FSC: Forward Scatter

Fw: Forward

GM-CSF: Granulocyte Macrophage
Colony Stimulating Factor

HCT: Hematocrito

HEK: Human Embryonic Kidney
cells

HEL: Hen Egg Lyzozyme

HERV: Retrovirus Endégenos
Humanos

HGB: Hemoglobina

HRP: Horseradish Peroxidase

HT: HisTag

IDH: indice de Desarrollo Humano
IFM: Intensidad de Fluorescencia
Media

IFN-y: Interferén gamma

IMGT: Sistema de Informacion
Internacional ImMMunoGeneTics
IP: loduro de Propidio

IPTG: Isopropil 3-D-1-
tiogalactopiranésido

JUNV: Virus Junin

LAL: Limulus Amebocyte Lysate
LAMP-1: Lysosomal Associated
Membrane Protein 1

LB: Luria-Bertani

LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda
LLC: Leucemia Linfocitica Crénica
LMA: Leucemia Mielocitica Aguda
LMC: Leucemia Mielocitica Cronica
LPS: Lipopolisacarido

LTR: Long Terminal Repeat
MCS: Multiple Cloning Site

MHC: Major Histocompatibility
Complex

MLR: Mixed Lymphocyte Reaction
MLS: Minor lymphocyte stimulatory
M-MLV: Virus de la Leucemia
Murina de Moloney

MMTV: Mouse Mammary Tumor
Virus

ON: Overnight

ORF: Open Reading Frame
PBMC: Perispheral Blood
Mononuclear Cells

PBS: Phosphate-buffered Saline
PCR: Polymerase Chain Reaction
PE: Phycoerythrin

PEG: Polietilenglicol

PEI: Polietilenimina

PFA: Paraformaldehido

pl: Punto Isoeléctrico

PMSF: Fluoruro de
fenilmetilsulfonilo

PVDF: Fluoruro de Polivinilideno
RPM: Revoluciones por minuto
RPMI: Roswell Park Memorial
Institute medium

Rv: Reverse

SAg: Superantigeno

SCB: Sample Column Buffer
SDS: Sodium Dodecyl! Sulfate
SEE: Staphylococcal Enterotoxin E
SFB: Suero fetal Bovino

SLEV: Saint Louis Encephalitis
Virus

SSC: Side Scatter

STR: Short Tandem Repeats
SV40: Simian Virus 40

TAE: Tris Acetato EDTA

TCR: Receptor de Células T
TEM: Microscopia Electronica de
Transmision

TMB: Tetrametilbencidina

UE: Unidades de Endotoxina

UV: Ultravioleta

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia
Humana

VLPs: Virus-like particles

VPH: Virus del Papiloma Humano
VB: Regiodn variable de la cadena
beta del TCR

WB: Western Blot

WBC: White Blood Cells

WT: Wild Type
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CANCER EN LA SANGRE: LEUCEMIAS Y LINFOMAS

El cancer y sus terminologias

Se denomina cancer a un gran grupo de enfermedades que pueden comenzar en
cualquier 6rgano o tejido del cuerpo, cuando células anormales crecen fuera de control,
escapando de sus limites normales para invadir otros 6rganos (Organizacion Mundial de la
Salud [OMS], s.f.). Las células anormales o transformadas, atraviesan cambios en sus
parametros morfolégicos, bioquimicos o de crecimiento. Cuando se habla de neoplasia, se
hace referencia a una masa anormal de tejido que aparece tras una multiplicacion
descontrolada de células, o la falta de respuesta a los mecanismos de muerte celular (Instituto
Nacional del Cancer [NIH] , 2011). Las neoplasias pueden ser benignas, ya que el proceso
de transformacion no significa que la célula sea cancerosa, para que ello ocurra, es necesario
un proceso de carcinogénesis. Dicho fendmeno, también llamado oncogénesis, es complejo,
conlleva muchos pasos y como resultado se origina cancer en un organismo (Cann, 2012).

Las células cancerosas atraviesan una serie de etapas llamadas fases, las cuales se
determinan dependiendo del tipo de cambios que sufrieron, diferenciandose de las células
sanas o no transformadas. La determinacion de la fase es clave para estimar la progresion
de la enfermedad y definir el mejor tratamiento posible para lograr la remision del paciente.
Mientras que las fases de la mayoria de los tipos de canceres que constan de tumores sélidos
se determinan mediante el tamafo y la diseminacién del tumor primario, para los tumores
liquidos, como lo son las leucemias y los linfomas, es muy diferente. En estos tipos de cancer,
las fases se determinan de acuerdo con el recuento de las células de la sangre y la
acumulacion de células cancerosas en algunos érganos como el higado y el bazo (Mofitt

Cancer Center, s.f.).

Linfomas y leucemias

El término linfoma describe un cancer que tiene origen en los 6rganos del sistema
linfatico, el cual esta compuesto de 6érganos como el bazo, el timo, el apéndice, las amigdalas,
la médula ésea y todos los ganglios linfaticos. Tanto los linfocitos B como los T, se originan
en la médula 6sea, y una vez maduros, circulan por el sistema linfatico para encontrarse con
el antigeno que los activara. Aunque hay muchas células inmunes que pueden desarrollar
procesos oncoldgicos, en los linfomas las células que dan origen al cancer son unicamente
linfocitos B o T. Sin embargo, los diagndsticos de linfoma se basan en la presencia o ausencia
de células de Hodgkin/Reed-Sternberg en ganglios linfaticos: linfomas de Hodgkin y linfomas
no Hodgkin respectivamente (Mayo Clinic, s.f.). Las células de Reed-Sternberg son linfocitos
T o B anormalmente grandes, que pueden contener mas de un nucleo. Por otra parte, los

linfomas se diagnostican con respecto a los marcadores celulares encontrados en las células
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malignas y el sitio anatdémico donde hay presencia de células cancerosas (American Cancer
Society, 2024).

Por su parte, las leucemias se definen como un cancer de los tejidos que forman la
sangre, pudiendo involucrar a algunas de las células que la componen como los globulos
rojos, monocitos, linfocitos T, linfocitos B, linfocitos NKT o mastocitos. También las células
cancerosas pueden haberse originado en la médula 6sea o en el sistema linfatico (Mayo
Clinic, s.f.).

A grandes rasgos, las leucemias se pueden clasificar de acuerdo con dos criterios.
Uno de ellos es la velocidad de su progresién, diferenciandose entre formas agudas y
cronicas de la enfermedad. Las formas agudas, implican que las células anormales son
células de la sangre inmaduras o también llamadas blastos. Como no se encuentran en su
estado final de diferenciacién, no pueden llevar a cabo las funciones celulares normales ni
responden a los sistemas de homeostasis, presentando una tasa de proliferacion exacerbada
por la médula ésea, causando un rapido avance de la enfermedad. Por su parte, las formas
cronicas poseen una gran heterogeneidad, pero comparten que las células anormales se
encuentran en un estadio de mayor diferenciacion que las formas agudas. Pueden producirse
muchas o pocas células, pero las mismas se replican o0 se acumulan mas lentamente.
Ademas, su funcionalidad es normal durante un determinado periodo de tiempo. Es por ello
que las leucemias crénicas son formas mas leves que las agudas (Mayo Clinic, s.f.).

El segundo criterio, responde al linaje celular que da origen a las células anormales,

pudiendo ser mieloides o linfoides (Figura 1).
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Figura 1. Linajes de progenitores celulares que dan lugar a los distintos tipos de células de la
sangre. En la parte superior se muestra la célula madre hematopoyética que da lugar a los progenitores
de los dos linajes. Por un lado, las que se diferencian a partir del progenitor linfoide (células B, células
T y células Natural Killer) y, por otro lado, las que se generan a partir del progenitor mieloide
(mastocitos, eritrocitos, plaquetas, baséfilos, eosindfilos, neutréfilos y monocitos). Adaptado de Murphy
& Weaver, 2016.

Considerando los criterios de clasificacion mencionados anteriormente, las leucemias
se distinguen en cinco tipos principales (Mayo Clinic, s.f.):

- Leucemia linfoblastica aguda (LLA): Es la forma mas comun de leucemia en
individuos menores de 20 afios. El riesgo de desarrollar este tipo de enfermedad es
mayor en nifios y nifas menores de 5 afos de edad.

- Leucemia mielocitica aguda (LMA): Puede ocurrir en adultos y en nifios, pero es el
tipo mas comun de leucemia aguda en personas adultas.

- Leucemia linfocitica crénica (LLC): Es la leucemia crénica mas comun en adultos,
cuyos sintomas pueden demorar afilos en aparecer.

- Leucemia mielocitica crénica (LMC): Este tipo de leucemia afecta mayormente
individuos adultos.

- Oftros tipos de leucemias: Por fuera de los principales tipos de leucemias hay casos
mas raros que incluyen leucemia de células peludas (tricoleucemia), sindromes

mielodisplasicos y desérdenes mieloproliferativos.
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La diferencia principal entre las leucemias linfoblasticas y los linfomas es que, en las
leucemias, las células cancerosas se encuentran principalmente en la sangre y la médula
0sea, mientras que en los linfomas tienden a estar en los ganglios linfaticos y en otros tejidos

linfoides (Cancer American Society, s.f.).

Epidemiologia de linfomas y leucemias

Los linfomas y las leucemias son la forma mas comun de neoplasias hematoldgicas,
y de acuerdo al Observatorio Global de Cancer de la Organizacion Mundial de la Salud, las
leucemias fueron la décima causa de muerte global relacionada con cancer en el afio 2022 y
los linfomas no Hodgkin fueron la causa onceava ese mismo afio (OMS, s.f.).

Con respecto a los linfomas, la mayoria de los casos son de tipo no Hodgkin,
considerando 553.389 casos diagnosticados en el afio 2022 a nivel mundial contra 82.469
casos de tipo Hodgkin (Cancer American Society, s.f.). Los linfomas no Hodgkin pueden
ocurrir a cualquier edad, pero el riesgo de desarrollarlo aumenta a lo largo de la vida y mas
de la mitad de los pacientes diagnosticados poseen 65 afios o mas (American Cancer Society,
s.f.). De acuerdo con la Sociedad Americana de Cancer, la tasa de supervivencia a 5 afios
para personas con diagnéstico de linfoma tipo no Hodgkin en Estados Unidos es del 74%. Sin
embargo, las probabilidades pueden variar de acuerdo a los diferentes tipos y estadios de
avance de la enfermedad (American Cancer Society, s.f.).

En la Figura 2 se muestran las tasas de incidencia de leucemia en personas de sexo
masculino, estandarizada por edad. A pesar que se observa que Australia es el pais con
mayor incidencia a nivel mundial con un 11,7, la mayoria de los casos de leucemias se
concentran en el continente asiatico, alcanzando una incidencia del 46,6% de todos los casos
en 2022 y una mortalidad del 51,8% (OMS, s.f.). Con respecto a las formas mas graves de
leucemia, el 54% de los casos de leucemias agudas se encuentran en pacientes menores de
20 anos, y la LLA representa un 75-80% de todos los casos de leucemia en pacientes
pediatricos, siendo la causa principal de muerte en la poblacion pediatrica, especialmente en
los paises de bajos a medianos ingresos, donde ocurren el 94% de las muertes relacionadas

con leucemia (Mohammadian-Hafshejani et al., 2024).
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Figura 2. Mapa mundial de incidencia de linfomas no Hodgkin y leucemias en el afio 2022 en
personas de sexo masculino. Se muestran las incidencias estandarizadas por edad cada 100.000
habitantes para ambas patologias en funcién de cada pais, utilizando una escala de colores. Arriba.
Linfoma no-Hodgkin. Abajo: Leucemia. Extraido de la International Agency for Research on Cancer
(IARC), (OMS, s.f.).

En varios estudios se ha encontrado mayor incidencia de la enfermedad en individuos
con ancestria europea en comparacion con personas que poseen ancestros africanos. Un
estudio publicado en 2022 reportd que las LLA eran mas prevalentes entre nifios
latinos/hispanicos viviendo en Estados Unidos, observandose un riesgo aumentado mayor a
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2 veces en comparacion con el resto de la poblacion pediatrica (de Smith et al., 2022).
Sumado a esto, otro estudio reportd una significativamente mayor incidencia de LLA en
pacientes menores de 20 afios de origen hispanico en comparacion con grupos de otros
origenes étnicos, siendo de 4,3 casos cada 100.000 personas de la poblacion analizada
(Bispo et al., 2020).

La LLC es mas comun en adultos y sobre todo en individuos masculinos, siendo
particularmente afectada la poblacién blanca. La edad media de diagnéstico es mayor a los
70 anos de edad y la tasa de supervivencia a cinco afios es alrededor del 88% (NIH, s.f.;
Stauder et al., 2017). Al tratarse de formas menos agresivas de leucemia, entre el 70 y 80%
de los pacientes no muestran sintomas al momento del diagnostico y sélo un tercio de los

mismos recibe tratamientos para dicha patologia (Shadman, 2023).

Epidemiologia de linfomas y leucemias en Argentina

En Argentina, de acuerdo a los ultimos datos brindados por el Instituto Nacional del
Cancer, entre los afios 2000 y 2013, se reportaron 18.069 casos de cancer en niflos menores
de 15 afos de edad. Las leucemias constituyeron la enfermedad oncolégica mas frecuente
en casos pediatricos seguida de los tumores del sistema nervioso central y los linfomas. La
sobrevida estimada a los 5 anos del diagndstico para el periodo 2000-2009 fue del 60% para
las Leucemias y del 74% para los Linfomas. Para ese mismo periodo las leucemias
linfoblasticas fueron el 77% de los diagndsticos y causaron el 66% de los fallecimientos totales
a causa de cancer. Los linfomas no Hodgkin se correspondieron con el 28% de los casos
totales y causaron el 42% de los fallecimientos (Instituto Nacional del Cancer, 2015).

Tras un andlisis del periodo 2000-2007 se observé que los nifios diagnosticados con
leucemias linfoblasticas presentan una sobrevida estimada del 69% a 36 meses del
diagndstico. El prondstico de estos nifios depende de la edad, del tipo de institucion tratante,
del indice de Desarrollo Humano (IDH) de la provincia de origen y si ocurrié o no migracion
asistencial. Los menores de un afio tienen el peor prondstico a los 36 meses del diagndéstico,
seguidos por los nifos de 10 a 14 afos, con una sobrevida de 36% y 59% respectivamente.
Ademas, se encontré que los nifios oriundos de provincias con IDH bajo tienen menor
sobrevida que el resto (Instituto Nacional del Cancer, 2012).

Durante el periodo 2007-2011 se encontrd que en la poblacion adulta los linfomas no
Hodgkin y las leucemias linfoides causaron un 0,9 % y 2,4% de las defunciones totales en
personas de sexo masculino, respectivamente. En personas de sexo femenino los linfomas
no Hodgkin causaron un 2,2% de los decesos y las leucemias linfoides un 0,8% (Atlas de
Mortalidad por Cancer 2009-2011, Instituto Nacional del Cancer).

En la Figura 3 se muestra la distribucion geografica de los casos de ambas patologias

en la superficie nacional para el periodo 2007-2001.
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Figura 3. Distribuciéon nacional de la mortalidad asociada a los diagnésticos de linfomas no
Hodgkin y leucemias linfoides estratificadas por sexo biolégico. Arriba: Mortalidad asociada a los
linffomas no Hodgkin. Abajo: Mortalidad asociada a las leucemias linfoides. lzquierda: datos para
personas de sexo masculino. Derecha: datos para personas de sexo femenino. Los valores
representan la Razén Estandarizada de Mortalidad a nivel provincial y departamental. Imagenes
extraidas del Atlas de Mortalidad por Cancer 2009-2011, Instituto Nacional del Cancer.

Tratamientos tradicionales actuales

Considerando los alcances de la actual tesis, la informacion de aqui en adelante sera
exclusiva para leucemias y linfomas cuya célula neoplasica son los linfocitos T.

En el caso de las leucemias linfociticas agudas de tipo T (LLA-T), una vez confirmado
el diagndstico se lleva adelante un tratamiento que consta tipicamente de regimenes de
quimioterapia durante 2 o 3 afos, que pueden ser combinados con radioterapia craneal
(Raetz & Teachey, 2016). Para evitar el desarrollo de resistencias al tratamiento, el abordaje
clinico se realiza en tres fases: induccién, consolidacién y reduccion (Lato et al., 2021). Los
agentes utilizados para la primera etapa incluyen vincristina, corticosteroides y asparaginasa.
En la segunda fase se utilizan otros quimioterapéuticos tales como mercaptopurina,

tioguanina, metotrexato, ciclofosfamida, etopdsido y citarabina (S. L. Cooper & Brown, 2015).
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Finalmente, en la ultima etapa (mantenimiento) se utilizan metotrexato y mercaptopurina. La
gran mayoria de los agentes quimioterapéuticos causan como efectos secundarios
mielosupresién, mucositis, nauseas o vomitos. El tratamiento es menos intenso a medida que
progresa la terapia, pero debe incluir una terapia dirigida al sistema nervioso central para
asegurar su éxito, lo cual lo hace altamente invasivo (S. L. Cooper & Brown, 2015). Otro
agente nuevo que se utiliza para LLA-T es la nelarabina, pero tiene efectos adversos muy
potentes, como neuropatias periféricas o centrales, mareos, confusion, ataxia, convulsiones,
alteraciones del humor y eventos hematolégicos como neutropenia, anemia y trombocitopenia
(Lato et al., 2021).

La propuesta terapéutica actual logra que el 90% de los pacientes ingresen en
remision de la enfermedad, pero la terapia requerida para lograr la cura es intensiva y
presenta riesgos de generar toxicidades en forma aguda y tardia. Ademas, tiene un éxito
relativamente bajo para tratar las recaidas, las cuales ocurren en los primeros 2 afos del
diagnodstico e implican una expectativa de supervivencia inferior al 25% (S. L. Cooper &
Brown, 2015; Emadi & York Law, 2023) Las causas principales de las recaidas son
principalmente la alta tasa de resistencias a las quimioterapias iniciadas por mutaciones
nuevas, y la infiltracién temprana que se observa en este tipo de patologias (Lato et al., 2021).
Ademas, el impacto de los tratamientos a largo plazo en pacientes pediatricos puede generar
problemas en el sistema reproductivo como infertilidad, alteraciones en los niveles de
hormonas sexuales, demora en la pubertad, menstruaciones irregulares y menopausia

prematura (Canadian Cancer Society, s.f.).

Ya se ha mencionado anteriormente que las LLC son menos agresivas y mortales que
las LLA, y, ademas, luego del diagndstico, el curso clinico de la enfermedad es muy
heterogéneo. Algunos pacientes viviran por décadas sin requerir tratamiento, mientras que
otras personas requeriran tratamiento inmediato (Gribben & O’Brien, 2011). A pesar que los
pacientes con diagnéstico de LLC poseen una baja tasa de mortalidad, esta enfermedad,

hasta el dia de la fecha, no se considera curable (Gomes et al., 2018).

Mientras que en la gran mayoria de las personas con diagnoéstico de LLC las células
cancerosas son los linfocitos B, hay casos de LLC que se originan en linfocitos T, también
referido como Leucemia Pro-Linfocitica de Linfocitos T. Esta patologia es considerada rara
por su baja incidencia en la poblacion, con 2 casos cada 1 millon de individuos, pero a pesar
de ello, es la leucemia cronica T mas frecuente en el mundo (Pefa et al., 2016). El diagndstico
es clave para la prognosis, ya que el tratamiento es distinto al utilizado para otras
enfermedades en las cuales las células T son cancerosas. Los tratamientos actuales no

resultan tipicamente en remisiones a largo plazo, a excepcion de la realizacion de trasplantes
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de células de médula 6sea. Es por ello que se suele recomendar a los pacientes con dicho
diagnéstico su participacién en ensayos clinicos, de acuerdo con sus posibilidades (Leukemia

and Lymphoma Society, s.f.).

Con respecto a los linfomas de tipo no Hodgkin, se suele utilizar quimioterapia
combinando una serie de sustancias como ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y
prednisona o ciclofosfamida con etopésido. Otra opcidn terapéutica posible es la combinacion
de ciclofosfamida, doxorrubicina y prednisona en conjunto con el anticuerpo monoclonal
brentuximab vedotina, que tiene como molécula blanco la proteina de superficie CD30. En
estadios tempranos de la enfermedad, el tratamiento también puede constar de radioterapia
en el sitio del linfoma. En casos en los cuales los pacientes no pueden soportar quimioterapias
intensas, un solo ciclo de quimioterapia o inmunoterapia puede ser utilizada. Ademas, si el
linfoma responde al tratamiento, puede que se recomiende un trasplante de médula 6sea en
caso de ser viable (American Cancer Society, s.f.). Con el uso de regimenes de tratamientos
modernos, casi el 70% de los pacientes diagnosticados con linfoma no Hodgkin agresivos
ingresan en remision (National Cancer Institute, s.f.). Dado que este tipo de linfomas suelen
ser dificiles de tratar, en determinados casos se pueden considerar formar parte de ensayos

clinicos para probar tratamientos novedosos como opcion terapéutica.

Propuestas terapéuticas alternativas

Teniendo en cuenta este contexto, resulta necesaria la implementacion de terapias
eficaces, especificas y seguras para mejorar el pronéstico de los pacientes con leucemias y
linfomas T. En la actualidad hay varias investigaciones enfocadas en el desarrollo de terapias
novedosas, mas especificas y con menores efectos adversos, utilizando tecnologias de ultima
generacion, tales como: Modificacion de los receptores de las células T (terapia CAR-T),
activadores de células T biespecificas (BiTEs) e inmunoterapias basadas en anticuerpos

monoclonales (National Cancer Institute, s.f.).

Si bien dichos desarrollos son prometedores, al tratarse de enfoques personalizados
en el paciente, son tecnologias de alto costo y complejidad. Ademas, el acceso a dichas
terapias puede ser problematico en algunas regiones como por ejemplo en Argentina, de
acuerdo con lo informado por la Sociedad Argentina de Hematologia en su informe sobre
Leucemias Agudas del afio 2019. Sumado a esto, en los ultimos afos se han reportado
evidencias de resistencias secundarias que se asumen que han sido inducidas en primera
instancia a causa de determinados tratamientos CAR-T, que se encuentran patentados y en
uso tras la aprobacion de las autoridades regulatorias correspondientes (Lu & Jiang, 2022).

Los mecanismos de resistencias pueden deberse a varios factores, comunmente asociados
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a las inmunoterapias, como falta de persistencia de las células CAR-T, deplecién de los
objetivos terapeéuticos, pérdida antigénica e induccibn de un microambiente tumoral

tolerogénico (Lu & Jiang, 2022).

INMUNOLOGIA Y VACUNOLOGIA

Respuestas inmunolégicas y su clasificacion

El sistema inmune ha evolucionado para proporcionar un repertorio de reconocimiento
amplio y afinado para antigenos propios y no propios que implica una interaccion regulada
entre las células presentadoras de antigeno (CPA) vy los linfocitos T y B. Esta interaccion
facilita las vias efectoras inmunoldgicas especificas de los patégenos, la generacion de
memoria inmunoldgica y la regulacion de la homeostasis inmune del huésped (M. D. Cooper
& Alder, 2006).

A grandes rasgos, las respuestas inmunoldgicas se dividen entre humorales y
celulares, dependiendo si las acciones observadas estan mediadas por moléculas o por
células. Los efectores de respuestas inmunes celulares incluyen a los linfocitos T, que
maduran en el timo y las células productoras de anticuerpos (linfocitos B) que surgen en la
médula ésea, entre otras. Después de desarrollarse en los érganos linfoides primarios (timo
y médula ésea), se trasladan a érganos linfoides secundarios, incluidos los ganglios linfaticos
y el bazo, donde aguardan para encontrar a los antigenos especificos que reconocen, en
caso en que hayan ingresado al organismo y se encuentren circulando por la linfa y sangre,
respectivamente (Murphy & Weaver, 2016).

Por otro lado, las respuestas inmunes se clasifican como innatas o adaptativas,
dependiendo de las células o moléculas que estan involucradas en las respuestas. Las
respuestas adaptativas reciben ese nombre ya que los mediadores implicados se desarrollan
a lo largo de la vida de un individuo, adaptandose a su historia previa de contacto con
diferentes patégenos y por ello son altamente especificas. Por otro lado, las respuestas
innatas se encuentran siempre presentes y listas para actuar, pero suelen ser inespecificas
ya que se reconocen patrones compartidos entre distintos patdégenos. Mientras que casi todas
las células del linaje mieloide se consideran parte de las respuestas innatas, las respuestas
adaptativas son mediadas exclusivamente por los linfocitos T y B. Coordinando ambas
respuestas se encuentran las células dendriticas, que son células presentadoras de antigeno

profesionales (Murphy & Weaver, 2016).

Respuestas inmunolégicas celulares
Durante los inicios de la inmunologia se llamé antigeno a todas aquellas moléculas

capaces de estimular la generacion de anticuerpos (del inglés antibody generation), sin
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embargo, actualmente el término antigeno se refiere a cualquier sustancia reconocida por el
sistema inmunolégico adaptativo. Tipicamente los antigenos son proteinas, glicoproteinas y
polisacaridos de patégenos, pero también pueden incluir una amplia variedad de compuestos
quimicos. Dado que los antigenos son significativamente mas grandes que las regiones de
uniodn al antigeno de los anticuerpos, los receptores reconocen Unicamente a una porcion
especifica del mismo, lo que se conoce como epitope (Murphy & Weaver, 2016).

A diferencia de la respuesta humoral, la respuesta celular utiliza distintos tipos de
células para llevar a cabo sus mecanismos. Las CPA, como son los monocitos, macréfagos,
células de Langerhans, células dendriticas, y linfocitos B, interactian con los linfocitos T, tanto
CD4* como CD8*. Ambas clases de linfocitos portan un Receptor de Células T (TCR, del
inglés T- Cell Receptor).

Para lograr una respuesta adaptativa eficiente, es necesaria la activacion y posterior
diferenciacion de los linfocitos T hacia sus fenotipos efectores, los cuales dependen de los
estimulos que reciben en su microambiente. Uno de los requerimientos del TCR para el
reconocimiento del antigeno especifico y la posterior activacion del linfocito T, es la presencia
de un complejo formado entre moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC,
del inglés Major Histocompatibility Complex) clase | o clase Il, junto con el péptido a presentar.
En este sentido, la carga de los péptidos en tales moléculas para formar los complejos es una
etapa limitante del reconocimiento y posterior activacion de los linfocitos T.

Las CPA capturan, procesan y presentan antigenos de diferente naturaleza con el
objetivo principal de montar respuestas inmunoldgicas. Mientras que casi todas las células
del organismo poseen moléculas de histocompatibilidad de clase |, sélo las CPA portan

moléculas de histocompatibilidad de clase Il (MHCII).

Presentacion de antigenos

El proceso de presentacioén de antigenos consta de la degradacién de proteinas en su
conformacion nativa a péptidos y posteriormente la asociacion de los mismos con moléculas
del MHC clase | o clase Il. En general, si las proteinas provienen del medio extracelular seran
cargados en MHC clase I, y si provienen del interior celular, seran cargados en MHC clase |.
Las moléculas de MHC clase | suelen unir péptidos cortos de 8-10 aminoacidos mediante
ambos finales, mientras que las moléculas de MHC clase Il deben ser de al menos 13
aminoacidos de largo pero los extremos no se encuentran interactuando con el bolsillo de la
molécula, pero las interacciones ocurren en la region central de los péptidos. Los genes de
MHC clasicos son uno de los mas polimdrficos en el genoma humano y se han identificado
miles de diferentes alelos en el loci en el cual se encuentran codificados (Rock & Shen, 2005).

De acuerdo con el paradigma clasico de la inmunologia, las células T CD4+ seran

activadas tras el reconocimiento de su receptor con los antigenos unidos a MHCII, y las

25



células T CD8+ mediante la unién de su receptor con los antigenos unidos a MHCI. En este
sentido, las funciones del sistema inmune estarian limitadas en dicho caso, ya que las CPA
deberian estar infectadas con un patoégeno intracelular como para activar células T CD8+
naive y montar una respuesta inmune. Afortunadamente, existe un mecanismo alternativo
mediante el cual las CPA presentan antigenos del medio extracelular en MHCI, el cual se
denomina presentacion cruzada. Las principales células que pueden realizar este tipo de
presentacion son las CPA profesionales, como las células dendriticas convencionales. Dichas
células poseen diversos mecanismos de captura de antigenos extracelulares, siendo
mayormente la fagocitosis 0 macropinocitosis (Rock & Shen, 2005).

El proceso de presentacién de antigenos consta de diversos pasos: captura del
antigeno en una vesicula, procesamiento del mismo y presentacion en una molécula de MHC

clase | o clase Il, como se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Proceso de internalizaciéon, procesamiento y presentacién de antigenos. Izq: Se
muestra la presentacion en MHCI tanto mediante la via clasica (antigenos internos en MHCI) como la
via de presentacion cruzada (antigenos exdgenos en MHCI). Der: Se muestra la presentacion en
MHCII (antigenos exdgenos). La presentacion clasica en MHCI implica el procesamiento de antigenos
enddgenos y su asociacion con dicha molécula para ser presentada en la superficie celular. Por su
parte, la presentacion clasica en MHCII implica la captura de antigenos exégenos, su procesamiento y
asociacién con dichas moléculas que permitiran su presentacion en la superficie celular. Por ultimo, la
presentacion cruzada requiere la captura de antigenos exdgenos, su procesamiento y asociacion con

moléculas MHCI para luego ser presentadas en la superficie celular. Extraido de Harryvan et al., 2022).
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Linfocitos T

Los linfocitos T maduros y activos poseen una gran diversidad de funciones que
dependen del perfil de diferenciacion que han obtenido tras su activacion. Como se menciond
anteriormente, los linfocitos T tienen su origen en el Timo, y una vez que las células se
encuentran maduras, comienzan a circular por los 6rganos del sistema linfatico para
encontrarse con el antigeno que especificamente los activara mediante union a su TCR. Para
que los linfocitos T adquieran su perfil efector es necesario que reconozcan al antigeno en un
contexto de MHC clase | o clase Il (segun dependa), se activen tras la interaccién de diversas
moléculas co-estimulatorias de las CPAs y posteriormente atraviesen procesos de
proliferacion y diferenciacién al perfil efector final. Es muy importante el paso de
diferenciacion, ya que se estima que solo un 5% del repertorio total de los linfocitos es capaz
de responder a los antigenos peptidicos convencionales, cantidad insuficiente para montar
una respuesta inmunoldgica robusta. Una vez en su perfil efector, los linfocitos T abandonan
los 6rganos linfoides y se dirigen a los sitios de infeccion para ejercer sus funciones, o a los

tejidos linfoides para activar linfocitos B (Murphy & Weaver, 2016).

El receptor de los linfocitos T

A diferencia de la gran cantidad de variantes génicas que son heredadas de padres a
hijos, la generacion de los linfocitos T ocurre mediante procesos adicionales que otorgan
mayor diversidad de secuencias. El receptor de linfocitos T (TCR) es un heterodimero
compuesto por dos cadenas polipeptidicas: a/f o y/d (Figura 5A). Como puede observarse
en la Figura 5B, los genes que dan lugar a la combinacion final son 3: un segmento C
(constante), un segmento V (Variable) y un segmento D (diversidad). En el caso de q, la
cadena se compone tras la combinacién de los segmentos V (variable) y J (unién), mientras
que la cadena 3 cuenta también con segmentos D (diversidad).

La region Variable (V) de la cadena 3 permite la diferenciacion de los linfocitos T en
30 familias VB en los seres humanos, dependiendo del re-arreglo que se produzca (Geest
et al., 2015). A nivel proteico, cada cadena posee un dominio variable “V” en su regién amino
terminal, seguido de un dominio constante “C” que posee baja variabilidad, una region bisagra
unida por un puente disulfuro a su contraparte, una region transmembrana hidrofébica con
cargas positivas y una region citoplasmatica pequefia en el carboxilo terminal. En la Figura
5C se muestra que el dominio variable de cada cadena cuenta con loops que conectan hebras
B y corresponden a regiones hipervariables en las que se concentra la variabilidad entre
distintos TCR. Cada cadena cuenta con 3 de estas denominadas CDR (regiones
determinantes de complementariedad) que reconocen antigenos asociados a moléculas

presentadoras (Rossjohn et al., 2015).
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Este proceso de rearreglos génicos ocurre en el timo durante la generacion de dichas
células y por lo tanto pueden producirse mas de 2x10” combinaciones diferentes (McLean-
Tooke et al., 2008). Luego, en el timo atraviesan una prueba de auto-reactividad en la cual se
eliminan los clones de linfocitos que reaccionan con antigenos propios del organismo para

evitar fenébmenos de auto-inmunidad (Murphy & Weaver, 2016).
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Figura 5. Estructura del TCR y mecanismo mediante el cual se genera. A. Representacion grafica
de la composiciéon del TCR. Se muestran las cadenas o y 8 con un detalle de todas sus regiones.
Adaptado de Murphy & Weaver, 2016. B. Mecanismo de rearreglos génicos para la generacion de
las cada una de las dos cadenas proteicas del TCR. Extraido de Murphy & Weaver, 2016. C.
Estructura cuaternaria del TCR. La cadena a se muestra en color rosa y la cadena 3 en azul mientras
que los puentes disulfuro se muestran en verde. Se muestran los loops CDR cuya conformacion forma

los sitios de unién a antigeno (rotulados como 1, 2 y 3). Extraido de Murphy & Weaver, 2016.

Regiones variables de la cadena 8 del TCR
En seres humanos la regién génica que codifica para las variantes VB del TCR se
localiza en el cromosoma 7, brazo largo locus 34 y de acuerdo con la base de datos

internacional ImMunoGeneTics information system (IMGT, https://www.imgt.org/), hay 68

genes reportados y 151 alelos totales. De esos 68 genes, 48 se reportaron como funcionales
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y 18 son considerados pseudogenes ya que demuestran corrimientos del marco de lectura o
defectos en las sefiales de recombinacion, pero poseen alta homologia con los genes
funcionales (Giudicelli, 2004). Si se utiliza un 75% de similitud de secuencia como criterio, los
68 genes VB pueden ser divididos en 30 familias, cada una de las cuales contienen 1 a 9
miembros (Su & Nei, 2001). Utilizando la nomenclatura IMGT las variantes de los genes son
designadas por su numero en la familia correspondiente, seguida por un guion medio y un
numero indicando su localizacion relativa en el locus desde el 5 del locus, solo en caso en
que haya varios genes que pertenezcan a un mismo subgrupo, como, por ejemplo: TRBV10-
3. También hay genes huérfanos como VB22, que se encuentran codificados por fuera del
locus habitual como por ejemplo en el cromosoma 9 y por lo tanto su secuencia no podra

recombinarse para dar lugar a receptores de TCR.

Vacunologia y cancer

La vacunologia es un campo en constante crecimiento que inicialmente surgié en la
busqueda particular de la prevencién de enfermedades causadas por microorganismos. Sin
dudas la vacunacién ha sido uno de los grandes logros que ha impactado en la reduccion de
la mortalidad humana y permitido que mejore la calidad y la expectativa de vida de las
personas. Se estima que las vacunas han salvado la vida a un total de 154 millones de
personas desde el afio 1974 (Shattock et al., 2024).

Las vacunas profilacticas tienen el objetivo de prevenir el contagio o mitigar las formas
graves de una determinada enfermedad, y lo hacen a través del entrenamiento del sistema
inmunoldgico. Al presentarle a las células inmunes determinados antigenos caracteristicos
del agente que causa la patologia, se espera lograr una respuesta inmunolégica especifica
para montar un proceso de respuesta mejor y mas rapido ante el encuentro con el patégeno
verdadero. La vacunacion le debe su éxito al fendmeno de la memoria inmunoldgica mediante
el cual las células inmunes especificas contra determinados antigenos permanecen en el
organismo por grandes periodos de tiempo, listas para reconocer a los agentes e iniciar una
respuesta de defensa (Flint et al., 2015).

En el caso del cancer, dado el origen de la enfermedad, no es posible poder dirigir
una respuesta inmune contra las células transformadas sin iniciar una respuesta autoinmune.
Sumado a esto, la aplicacion masiva de vacunas profilacticas contra cancer de origen no viral
no se considera un abordaje viable, ya que existen mas de 200 tipos de cancer de causas
diversas (Instituto Nacional de la Salud [NIH], 2018). Uno de los pocos casos exitosos al
respecto de vacunologia y cancer es de la vacuna contra el Virus del Papiloma Humano, que
es el principal causante del cancer de cuello de utero, aunque el abordaje es contra antigenos

del virus y no contra el cancer en si (Shapiro, 2022).
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VIRUS—LIKE PARTICLES COMO PLATAFORMAS PARA EL DESARROLLO
PROFILACTICO Y TERAPEUTICO

Virus-like particles (VLPs)

En la actualidad existen una gran variedad de opciones para el desarrollo de vacunas,
que a grandes rasgos se clasifican en 4 categorias: vacunas inactivadas o atenuadas,
vacunas a subunidad, vacunas de vectores virales y vacunas de acidos nucleicos. Dentro de
las vacunas a subunidad se incluyen las vacunas basadas en particulas pseudovirales, o
también llamadas virus-like particles (VLPS).

Las VLPs son estructuras que imitan la organizacién y composicion de las particulas
virales, pero carecen de material genético y por lo tanto no son infectivas ni replicativas. Esta
cualidad las hace altamente seguras, mientras que poseen determinadas caracteristicas que
permiten activar el sistema inmune debido a su composicion de proteinas virales, su tamafno
y la alta repetitividad de los epitopes en su superficie. Se generan mediante autoensamblaje
tras la expresion de proteinas de capside o de matriz de diferentes virus en diversos sistemas
de produccion. Sumado a esto, son herramientas muy versatiles para adaptar las
formulaciones rapidamente a nuevos antigenos debido a que se generan mediante sistemas
heterélogos (Mohsen & Bachmann, 2022; Ruzzi et al., 2023).

Dadas sus caracteristicas de baja peligrosidad, pero buena imitacién de los sistemas
naturales, las VLPs poseen una gran diversidad de utilidades, como herramientas para
estudios de ciclo viral, interacciones de proteinas en los procesos de brotacion viral y delivery
de drogas, entre otros. De hecho, una gran cantidad de ensayos que tienen como fin
caracterizar a virus peligrosos que no posean vacunas o tratamientos disponibles, tales como
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o el virus del Ebola, se realizan con VLPs en
lugar del virus en su forma salvaje, para evitar el uso de instalaciones de altos niveles de
bioseguridad (Li et al., 2016; H. Wang et al., 2023).

Sin embargo, el mayor uso de las VLPs ha sido histéricamente la generacion de
formulaciones vacunales para la prevencion de enfermedades. Al dia de la fecha numerosas
vacunas profilacticas basadas en VLPs han sido patentadas y aprobadas para el uso en seres
humanos, como, por ejemplo: Cervarix y Gardasil contra el Virus del Papiloma Humano,
Mosquirix contra la malaria, GenHevac B y Bio-Hep-B contra la hepatitis B, Hecolin contra la
hepatitis E y CircoflexTM contra el circovirus porcino tipo 2 (Guo et al., 2022; Jennings &
Bachmann, 2008; Kushnir et al., 2012; Moradi Vahdat et al., 2021; Tariq et al., 2022; Yin et al.,
2010). Sumadas a estas, existen muchas mas en ensayos preclinicos y clinicos (Mohsen &
Bachmann, 2022).
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Con respecto al desarrollo de tratamientos oncologicos basados en VLPs, hay varios
proyectos tanto profilacticos como terapéuticos que se basan en la induccion de la respuesta
inmunoldgica contra determinados antigenos como, por ejemplo: HER-2 o péptidos derivados
(Hu & Steinmetz, 2021; Palladini et al., 2018; Ruzzi et al., 2023) o IGF1R (Salazar-Gonzalez
et al., 2019). Incluso hay un desarrollo contra melanoma que atraveso las fases de ensayos
clinicos fase I/ll con resultados prometedores para el tratamiento de cancer de piel utilizando

VLPs que llevan en su interior acidos nucleicos CpG tipo A (Goldinger et al., 2012).

La proteina Z del virus Junin

El Laboratorio de Virus Emergentes de la Universidad Nacional de Quilmes
histéricamente ha llevado adelante lineas de trabajo sobre el virus Junin (JUNV), agente
etiologico de la Fiebre Hemorragica Argentina (FHA) en seres humanos. Este virus pertenece
a la familia Arenaviridae, género Mammarenavirus del Nuevo Mundo, y se encuentra dentro
del clado B. Su nombre deriva de la ciudad bonaerense en la cual se detectaron los primeros
casos de dicha enfermedad en Argentina. La FHA es una fiebre viral, hemorragica, transmitida
por roedores, y endémica en la region central de Argentina, especificamente en la pampa
humeda (Enria et al., 2008).

Con respecto a la estructura del virus, las particulas virales del género
Mammarenavirus son pleomoérficas, de un diametro entre 50 y 300 nm, y contienen copias de
las nucleocapsides circulares, incluyendo ademas una cantidad variable de ribosomas.
Dichos viriones poseen una cubierta lipidica con proyecciones cilindricas, adquirida durante
el proceso de brotacion. Su genoma esta conformado por dos segmentos de ARN simple
cadena, llamados S (Small, del inglés pequeno) y L (Large, del inglés grande) cuyos tamafos
aproximados son de 3,5 kb y 7,5 kb, respectivamente. Cada uno de los fragmentos consta de
dos marcos abiertos de lectura (ORF, del inglés Open Reading Frame) no solapados y
orientados en sentidos opuestos, una estrategia de codificacion denominada como
ambisentido. Los ORFs se encuentran separados entre si mediante la presencia de una
region intergénica no codificante, la cual presenta una estructura secundaria estable en las

predicciones bioinformaticas (Figura 6A).
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Figura 6. Esquema del genoma y del virion de los arenavirus. A. Diagrama esquematico de la
estrategia ambisentido de los arenavirus. Las estructuras de loop indican las regiones no
codificantes de cada fragmento genémico. Como consecuencia del arreglo genémico, los ORFs de
GP-C y Z pueden ser transcriptos Unicamente luego del inicio de la replicacion del genoma viral.
Basado en una figura perteneciente a Knipe & Howley, 2013. B. Esquema representativo del virién
tipico de un arenavirus. En coloracion azul se muestran los dos fragmentos de ARN gendmicos, el
grande (superior) y el pequefio (inferior). El genoma se encuentra acompafiado por nucleoproteinas,
mostradas en verde y en el extremo 3’ se encuentra una polimerasa de ARN, esquematizada color
rojo. Ademas, se muestran en color celeste ribosomas y en color violeta, la proteina Z de matriz. En la
superficie de la particula se muestran glicoproteinas, mostradas en color fucsia. Basado en Sarute &
Ross, 2017.

Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio, han descrito la funcionalidad clave
de la proteina de matriz Z en el ciclo viral de JUNV, ya que se encuentra implicada en el
proceso de brotacion viral (Romanowski et al., 2017). La estructura de la proteina Z se
encuentra dividida en tres dominios: la regién N-terminal, con la presencia de una secuencia
consenso para la miristoilacién; un dominio central RING o Zinc finger (dedos de Zinc) que
contiene dos iones de Zn*?; y un extremo C-terminal en el cual se encuentran motivos ricos
en prolina, llamados dominios tardios (Figura 7). Mientras que el dominio central esta
compuesto por dedos de Zinc dandole el nombre a esta proteina, el dominio tardio impulsor
del proceso de brotacion (Strecker et al., 2003). Las mutaciones en éstos inducen el
ensamblaje defectuoso de la progenie viral, de manera que los viriones nacientes son
incapaces de separarse de la membrana celular. Ademas, dichos dominios pueden funcionar
como unidades autéonomas, es decir que son capaces de promover la brotacion de los
“particulas virales” aun expresados en un contexto proteico distinto y en posiciones no

naturales dentro de una proteina (Bieniasz, 2006).
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Figura 7. Estructura de la proteina Z del virus Lassa (cepa Joshia) obtenida por Resonancia
Magnética Nuclear. Se muestran los componentes relevantes en la estructura de la proteina Z de un
arenavirus. En el extremo N-terminal se destaca la presencia de una glicina en la posicién 2, la cual es
sustrato de la miristoilaciéon. En la region central se indica el motivo RING en coordinacion con dos
iones de Zn*?y finalmente en la regién C-terminal se muestran los dos dominios tardios (PTAP y PPPY)

presentes en dicha proteina. Imagen extraida de Borio, 2013.

VLPs generadas a partir de la proteina Z de JUNV

Una de las caracteristicas mas interesantes de la proteina de matriz Z de los
arenavirus, es su capacidad de generar vesiculas brotantes en cultivos celulares, incluso en
ausencia de la infeccion viral. La transfeccién de cultivos celulares con la construccién pZ,
que posee los elementos para la expresion en células eucariotas, induce la produccion de
VLPs; y dicha funcion se mantiene incluso cuando Z se encuentra fusionada a otras proteinas
(Borio et al., 2012; Capul & de la Torre, 2008).

Trabajos previos en nuestro laboratorio llevaron adelante la caracterizacion de la
expresion y funcion de la proteina Z de JUNV en cultivos celulares (Borio, 2008; Borio, 2013;
Bergier, 2016; De Ganzd6, 2017). Los resultados obtenidos mostraron que dicha proteina
promueve la formacion de VLPs en células de mamifero, demostrandose ademas que la
magquinaria molecular de células de insectos también es capaz de reconocer las sefales
presentes en la secuencia de Z y permitir la brotacién de VLPs (Borio et al., 2012).

A partir de los resultados obtenidos previamente se decidié explorar la capacidad de
Z de JUNV para generar VLPs cuando se fusionan secuencias heterdlogas en el extremo
carboxilo. Esta estrategia fue denominada como sistema de vehiculizacion de antigenos,
poniendo en evidencia el agregado de secuencias antigénicas en las construcciones
moleculares. Para poder analizar el impacto de este agregado en la capacidad de brotacion
de Z, los ensayos se realizaron con la proteina enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP),

y el plasmido recombinante que porta tal construccion se denominé pZ-eGFP. De esta forma,
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se pudo comprobar que Z de JUNV mantiene la capacidad de inducir la brotacion viral aun
con una secuencia agregada a su extremo carboxilo. Es importante destacar que esta
proteina de fusion se localiza en la cara interna de la membrana celular y por lo tanto en la
region interior de las particulas, a las cuales se las denomind VLPsz.ecrp (Borio, 2008). Los
resultados obtenidos mostraron que las VLPs fueron capaces de inducir significativamente
una mayor cantidad de anticuerpos séricos anti eGFP en comparacion con los grupos control
tras dos dosis de administracion intramuscular y sin el agregado de adyuvantes en ratones
BALB/c (Borio et al., 2012).

SUPERANTIGENOS: ANTIGENOS CON PROPIEDADES UNICAS

Superantigenos

Los superantigenos (SAgs) son moléculas de naturaleza peptidica que interactiuan de
forma no convencional con linfocitos T o B. A diferencia de los antigenos convencionales, los
SAgs no se presentan en forma clasica, no sufren procesamiento intracelular en las células
presentadoras de antigenos y en lugar de interactuar con las regiones variables de los
receptores de linfocitos, la unién ocurre de forma lateral a otros componentes de tales
receptores, como se muestra en la Figura 8 (Santolaya, 1998). Su nombre se debe a la gran
cantidad de linfocitos que pueden estimular: mientras que los antigenos convencionales
pueden activar 1 de cada 10.000 linfocitos, los SAgs pueden activar 1 de cada 5 linfocitos del
repertorio total de un organismo (Santolaya, 1998). Es asi que los superantigenos son
antigenos muy potentes, capaces de inducir una sobrecarga del sistema inmune y estimular
hasta un 30% del repertorio de células T naive. La interaccion entre los SAgs y las células T
pueden dar como resultado una gran variedad de respuestas, incluyendo anergia,
inflamacién, citotoxicidad, deplecién de las células T reactivas y autoinmunidad (Hamdy &
Leonardi, 2022).
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Figura 8. Interaccion entre CPA y linfocitos T en presencia de superantigenos. La interaccion
entre los SAgs y los linfocitos T se encuentra sujeta a la presencia de MHC, por lo que se requieren
CPAs. En lugar de cargarse en el surco del MHCII, el SAg interactia en forma lateral tanto con dicha

molécula como con el TCR, uniéndose a la region variable de la cadena [3.

La interaccion entre SAgs y linfocitos T presenta una especificidad que esta dada por
la cadena V3 del clon linfocitario que reconozca un determinado superantigeno. Se sabe que
las regiones CDR de la cadena 3 del TCR, tipicamente asociadas con el reconocimiento de
antigenos, no estan involucradas en la unién a los SAgs. Luego de la interaccion, los linfocitos
atraviesan procesos atipicos como apoptosis o anergia de los clones reactivos. Las
investigaciones al respecto, muestran que el efecto esperado depende del tipo y estado de
maduracién de las poblaciones de los linfocitos T. Cuando las células T CD4* o CD8* se
encuentran inmaduras, puede causar la deplecion de dichas poblaciones. Por otro lado,
cuando dichas células se encuentran maduras, proliferan y producen una tormenta de
citoquinas que causan que los linfocitos T ingresen a un estado de anergia (Deacy et al.,
2021).

Superantigenos bacterianos y virales

Los SAgs pueden clasificarse con respecto a su origen, en bacterianos y virales.
También pueden dividirse respecto a su capacidad para interaccionar con linfocitos T o
linfocitos B. Desde su descubrimiento en la década de 1980, los SAgs han sido objeto de
estudio de diversas investigaciones, pero particularmente los de origen bacteriano, por su

implicancia en salud publica (Proft & Fraser, 2003). Hasta el momento, los SAgs mejor
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caracterizados son los producidos por S. aureus y S. Pyogenes (Noli Truant et al., 2022). Los
superantigenos bacterianos son toxinas que pueden causar la muerte de seres humanos en
diversas patologias, como la toxina del sindrome de shock téxico (TSST-1) producida por la
bacteria Staphylococcus aureus y otras toxinas pirogénicas como las toxinas de la escarlatina
causada por Streptococcus pyogenes serotipos A, By C (Schlievert, 1993). A pesar de lo que
podria pensarse normalmente, la intensa estimulacién del sistema inmunoldgico causada por
los SAgs, puede permitir la diseminacién de las bacterias que causan determinada infeccién
en forma mas exitosa en lugar de favorecer su erradicacion del organismo (Noli Truant et al.,
2022).

Sobre los SAgs bacterianos, se conoce practicamente todo el mecanismo de accién,
las regiones de union, las células implicadas e incluso las estructuras cristalizadas de la unién
entre los mismos y las moléculas de MHC (Proft & Fraser, 2003). También se han
determinado exactamente cuales son los clones de linfocitos que comienzan un proceso de
proliferacion seguida de apoptosis entre 48 y 96 horas post-interaccion con cada uno de los
superantigenos de forma especifica en lo que respecta a la cadena V3 implicada (Noli Truant
et al., 2022). Por ejemplo, Staphylococcal Enterotoxin E (SEE), un SAg derivado de S. aureus
posee una especificidad de los VB: 5.1, 6.3, 6.4, 6.9, 8.1.

Por otro lado, los superantigenos de origen viral poseen una limitada descripcion de
los mecanismos mediante los cuales actuan. Entre los diversos virus que poseen
superantigenos pueden destacarse el Virus de la Inmunodeficiencia Humana, el Virus del
Ebola, el Virus de la Rabia y el Virus del Tumor Mamario Murino (Huber et al., 1996; Us,
2016). Durante el afo 2022, se reportd que en algunos individuos el virus SARS-CoV-2
portaba algun componente que generaba un efecto “superantigen-like” por las presentaciones
clinicas observadas en algunos pacientes. Especificamente, algunos individuos que sufrian
COVID prolongado manifestaban sintomas observados tipicamente en condiciones de
autoinmunidad, tales como Lupus Eritematoso Sistémico, autoanticuerpos y anticuerpos
antinucleares (Deacy et al., 2021).

Los superantigenos virales permanecen aun hoy en dia como una gran incognita con
respecto a sus mecanismos de accion, y de hecho se desconocen tanto la estructura
cristalizada como la especificidad de clones reactivos para la gran mayoria de los mismos.
Efectivamente, hubo varios reportes de patogénesis causada por SAgs virales en seres
humanos como por ejemplo derivados del Human Endogenous Retrovirus (HERV) y el virus
de Epstein-Barr, pero hay varias discrepancias relacionadas con la falta de reproducibilidad

de los resultados reportados por distintos grupos.
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EL VIRUS DEL TUMOR MAMARIO MURINO Y SUS SUPERANTIGENOS

Virus del Tumor Mamario Murino (MMTV)

El virus del Tumor Mamario Murino (MMTV) es un virus que pertenece a la familia
Retroviridae, género Betaretrovirus. Anteriormente, el MMTV fue conocido como el virus
Bittner, y también como el factor de la leche, ya que puede transmitirse verticalmente
mediante la presencia de particulas virales en la leche (Parisi et al., 2022). El MMTV es un
retrovirus cuyos viriones muestran una morfologia de tipo B con espigas prominentes en la
superficie de las particulas virales cuyo didmetro aproximado es de 105 nm (Figura 9A). Su
genoma es de ARN simple cadena de sentido positivo, posee un tamafo de 9 mil pares de
bases y al igual que el resto de los retrovirus, porta secuencias repetidas en la regién terminal
(LTRs, por long terminal repeats) en los extremos 3’ y 5’ cuando se encuentra en su estadio
proviral (Figura 9B). A partir del genoma del MMTV se generan al menos 5 transcriptos
mediante splicing alternativo (Figura 9C). La hebra de ARN que comienza en el 5’ Long
Terminal Repeat (LTR) y termina en el 3’ LTR sirve como genoma que se empaqueta en las
particulas virales (Ross, 2010).

Los LTRs de MMTYV son particularmente largos (tamafio aproximado 1.3 kp de bases),
porque codifican para dos genes adicionales mediante splicing alternativo del ARN
mensajero: un superantigeno y REM (Regulator of Export of MMTV mRNA). Los
superantigenos son proteinas accesorias virales no estructurales que se encuentran
ausentes en otros miembros del mismo género. La codificacion del gen SAg en los LTRs
implica que su expresién sea tejido especifico mediante la presencia de factores de
transcripcién que potencian o inhiben la expresion de dichos genes por unién a regiones
puntuales de los LTRs (Parisi et al., 2022).
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Figura 9. Viriones del MMTV. A. Esquema representativo de las particulas virales del MMTV. Las
particulas se encuentran conformadas por el genoma, empaquetado junto con la nucleoproteina y la
proteina de envoltura representada en color violeta que les da estructura a los viriones. B. Imagen de
microscopia electrénica de transmision (TEM) del MMTV. Fotografia extraida de MacLachlan &
Dubovi, 2011. C. Estructura del genoma de MMTV. Se muestran todas las regiones del genoma,
incluyendo los dos LTRs en sus extremos, asi como las regiones codificantes para las proteinas gag,

pro, pol, env y el ORF del SAg.

Transmision del MMTV

Anteriormente se discutio sobre el descubrimiento del MMTV y su transmisién a través
de la leche murina, también llamada exogena. Este tipo de transmision puede ocurrir incluso
en el caso de nodrizas que amamanten a crias que no sean de su descendencia.

Ademas, dada su naturaleza de retrovirus, el MMTV es capaz de insertar su genoma
viral en el acido desoxirribonucleico (ADN) de las células hospedadoras y la iniciacién de
tumores es dependiente de ciclos hormonales que estimulan la division de las células del
epitelio mamario y multiples integraciones del genoma viral. El proceso oncogénico se ve
promovido por la presencia de activadores de la transcripcién de los genes integrados,
observandose una mayor incidencia de cancer con mayor cantidad de embarazos y lactancias
en modelos murinos (Dudley et al., 2016; Ross, 2010).

Una vez integrado en el genoma, la transmision de los provirus ocurre mediante
herencia mendeliana hacia la progenie. Todas las cepas de ratones endocriados conservan
una o mas de dichas secuencias provirales de distintas variedades de MMTV, lo que se
conoce como transmision endégena (Tabla 1). La mayoria de las secuencias provirales no
codifican para virus con capacidad infecciosa o son transcripcionalmente inactivos, pero hay

tres cepas de ratones (DBA, C3H y GRS) que poseen un loci llamado Mtv1 y Mtv2 que codifica
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para virus infecciosos (MacLachlan & Dubovi, 2011). Hasta el momento se identificaron al

menos 10 variantes de MMTV exogenas y 30 endogenas (Dudley et al., 2016).

Cepa de ratéon Cepas de MMTV Poblaciones delecionadas
AKR mtv-7, mtv-8, mtv-9, mtv-17, VB5, VB6, VB7, VB8.1, V9,
mtv-23 VB11y Vp12
BALB/c mtv-6, mtv-8, mtv-9 VB3, VBS, VB11y VB12
) ) : ninguna, por ausencia de
C57BL/6 mtv-8, mtv-9, mtv-17 moléculas I-E
mtv-1, mtv-6, mtv-8, mtv-11, VB3, VB5, VR11y VB12
C3H/Hel mtv-14, MMTV-C3H AL
DBA/2 mtv-1, mtv-6, mtv-7, mtv-8, | VB3, VB5, VB6, VB7, VB8.1,
mtv-11, mtv-14, mtv-17 VB9, VB11y VB12

Tabla 1. Cepas de ratones endocriados y portacion de cepas de MMTV endégenas. Se muestran
las cepas de ratones endocriados mas utilizadas en la actualidad, junto con las cepas de MMTV que
porta cada uno y como consecuencia, las poblaciones delecionadas del repertorio de linfocitos de

dichos organismos. Modificado de Hodes & Abe, 1996.

Existen hipotesis que indican que las secuencias de los SAgs han sido conservadas
insertadas en los genomas murinos porque brindan una ventaja evolutiva, como por ejemplo
evitar que los individuos sean susceptibles a determinado virus exégeno por carecer de los
clones linfocitarios necesarios para el ciclo viral, como se ilustra en la Figura 10 (Cho et al.,
1995; Nepomnaschy, Buggiano, Goldman, & Piazzén, 1997). De esta forma, los SAgs
enddgenos confieren proteccion especifica contra un MMTV infeccioso y de esta forma,
otorga una ventaja para dicha poblacion de ratones. Sin embargo, la existencia de un SAg
enddgeno trae como consecuencia una alteracion del repertorio de los linfocitos T del
individuo que podria resultar en una reduccion de la respuesta inmune ante la presencia de
cualquier patologia. Ademas, al portar secuencias remanentes del resto de las proteinas
virales de MMTYV, podria implicar una menor eficacia para responder ante la infeccién con un
MMTV exdgeno diferente (Held et al., 1993).
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Figura 10. Tipos de transmision del MMTV. Izquierda: Transmisién exdgena. La ratona nodriza es
portadora de un virus exégeno de MMTYV por lo que transmitira el mismo a los ratones a través de la
leche. Centro: Transmision endégena de MMTYV. La ratona posee integrado en su genoma el provirus
que codifica para determinado MMTV vy lo transmitirda a su descendencia sin importar su lactancia.
Derecha: Combinacion de las dos vias de transmision. Este caso ocurre cuando la ratona es portadora
de un virus exégeno de MMTV y ademas posee integrado un provirus en su genoma. Por esa razon,
sus crias portaran tanto el provirus en su genoma como el virus exdgeno si fueran alimentadas

mediante lactancia. Extraido de Huber et al., 1996.

MMTYV en seres humanos ¢ Un viejo enemigo?

Cabe destacar que el término MMTYV es el que se utiliza por consenso, pero el virus
no solo infecta ratones ni tampoco unicamente a glandulas mamarias. En este sentido, se ha
referido a los efectos del MMTV en humanos como virus MMTV-like, betaretrovirus humano
y virus del tumor mamario humano (HTMV).

Al respecto, hubo reportes en 1971 en el cual se demostro la presencia de particulas
virales fisicamente idénticas a las del MMTV en muestras de leche materna humana mediante
microscopia electronica de transmisién (Moore et al., 1971). Ademas, se demostré que el
MMTYV se puede integrar al azar en el genoma humano en experimentos in vitro y se han
encontrado integraciones del MMTV in vivo en un contexto de enfermedad hepatica (W. Wang
etal.,, 2015). Otro trabajo encontré secuencias de dicho virus en material dentario de
esqueletos de 4500 afios de edad encontrados en el mediterraneo (Bevilacqua, 2022).

Luego de dichos resultados, comenzaron a impulsarse proyectos que investigaban la
relacion entre MMTV y cancer de mama. Considerando 41 estudios en 19 paises distintos se
encontré una positividad del 35% en muestras de cancer de mama contra un 2% de las
muestras de voluntarios sanos. Sin embargo, esto ha sido controversial y cuestionado ya que
el MMTV no pudo ser identificado en 11 estudios independientes. Hay una discusion en la
comunidad cientifica al respecto porque la carga viral suele ser muy baja y eso puede dificultar
la deteccion del virus (Lawson & Glenn, 2022). Hay autores que no coinciden con dicha
explicacién y que proponen que los resultados obtenidos se deben a contaminacién con

muestras murinas ya que no pueden reproducir los hallazgos (Perzova et al., 2017).
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Respecto de los mecanismos de transmisién del MMTV entre seres humanos, se
propone que ocurre mayormente mediante la saliva. Las secuencias de los genes de MMTV
se encontraron presentes en la saliva del 27% de los nifios sanos, 11% de los adultos sanos
y en un 57% de pacientes de cancer de mama. Las secuencias del MMTYV se han identificado
en las glandulas parétidas humanas, que son las glandulas que producen saliva. No hay
evidencias sobre el posible mecanismo de transmision, pero se ha postulado que las
estructuras linfaticas en la boca y nariz de los seres humanos pueden ser posibles puntos de
ingreso del MMTV, como las amigdalas y los adenoides (Lawson & Glenn, 2022). Se ha
encontrado que los perros y gatos pueden infectarse de MMTV y por lo tanto se propone que
la transmisién hacia los humanos sea mediante la convivencia con animales de compaiiia
(Parisi et al., 2022).

Superantigenos del MMTV

Los superantigenos del MMTV son glicoproteinas transmembrana no estructurales
que desempefian un papel esencial en el ciclo viral reclutando linfocitos en el tracto
gastrointestinal para facilitar la diseminacién del virus a otras regiones del organismo una vez
que estos han sido infectados (Acha-Orbea & MacDonald, 1995). Ademas de su participacion
en el ciclo viral, estas proteinas actuan como superantigenos especificos de linfocitos T,
induciendo su activacién y posterior apoptosis en los clones linfocitarios reactivos.

Mientras que las moléculas de MHC tienen relacién directa con el rechazo ante
trasplantes, los superantigenos fueron descritos inicialmente como Minor lymphocyte
stimulatory (Mls) antigens, ya que no causaban rechazo de trasplante de piel en experimentos
in vivo, pero eran capaces de estimular linfocitos T in vitro tan fuerte como los antigenos
asociados a MHC (Huber, 1992). Inicialmente comenzaron a nombrar a los Mls como a, b, ¢
y d, ya que se pensaba que estaban codificados por diferentes alelos de un mismo gen.
Luego, se descubrié que la variante a era el producto de un unico gen que se encontrada en
la region distal del cromosoma 1 murino y los fenotipos d resultaban de la expresion conjunta
de ay c. Ademas, se mostré que varios genes independientes causaban un fenotipo c, por lo
que cambid la nomenclatura utilizando numeros en el orden de descubrimiento. Con el
avance de la gendmica se observo que los fenotipos Mls se correspondian con integraciones
provirales: Mis-1 se asociaba con la presencia del mtv-7 y el fenotipo MIs-c se asociaba con
la presencia de mtv-1, mtv-3, mtv-6 y mtv-13, dando como resultado un nuevo cambio en la
nomenclatura de los superantigenos de MMTV (Huber, 1992).

Dependiendo de la cepa del MMTV se puede observar deplecion total o parcial de los

clones linfocitarios reactivos al SAg, lo que se resume en la Tabla 2.
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Variante de MMTV | Tipo de SAg DZLplgc?o?n Especificidad en ratones
MMTV-C3H exdégeno Incompleta VB14, VB15
BALB/cv exogeno Incompleta VB2
mtv-7 endoégeno Completa VB6, VB7, VB8.1, VB9
MMTV-SW exégeno Incompleta VB6, VB7, VB8.1, VB9

Tabla 2. Caracteristicas los superantigenos de MMTV mas relevantes. Se muestra en nombre de
cada variante, su naturaleza en funcién de la forma de transmision, el tipo de depleciéon que causa y

las variantes de VB que afecta. Basado en Hodes & Abe, 1996 y Ross, 2010.

La secuencia aminoacidica de los SAgs de MMTV consta de al menos 3 regiones,
componiéndose de una regién transmembrana, un dominio RARR, sitios de N-glicosilacién,
un dominio RKRR Yy finalmente una region polimérfica en el extremo 3° (Figura 11). A pesar
de ello, la estructura de los SAgs de MMTYV es una prediccién ya que ninguno de los mismos

se encuentra cristalizado (C. G. Park et al., 1995).

Genoma del MMTV
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Figura 11. Estructura del genoma de MMTV y de la secuencia que codifica para el superantigeno.
Se muestran los diversos dominios de la proteina, como el dominio transmembrana cercano al extremo
amino terminal, la secuencia RARR de reconocimiento de proteasas, el sitio susceptible de N-
glicosilacion, la secuencia RKRR de reconocimiento de furina y la region polimoérfica en el extremo

carboxilo terminal. Adaptado de Winslow et al., 1992.
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Antecedentes del Instituto de Leucemia Experimental

El grupo de investigacion liderado por la Dra. Isabel Piazzon investigd por varios afos
la implicancia de los superantigenos bacterianos y virales sobre linfocitos T y B. Una de las
lineas de investigacion constd de la deteccion y caracterizacion de virus MMTV exdgenos en
distintas cepas de ratones presentes en el Bioterio del Instituto, realizando aportes
significativos al area de estudio (Buggiano et al., 1999, 2001, 2002; Burzyn et al., 2004;
Czarneski et al., 2002; Golovkina et al., 1997; Nepomnaschy, Buggiano, Goldman, Deroche,
et al., 1997; Nepomnaschy, Buggiano, Goldman, & Piazzén, 1997; Qin et al., 1999). Luego de
caracterizar la actividad biolégica de los mismos sobre linfocitos tanto in vitro como in vivo,
investigaron la posibilidad de aprovechar las propiedades del MMTV para el tratamiento de
leucemias y linfomas.

Siguiendo con esa linea, se ha demostrado que el uso de leche portando virus
exodgenos de MMTYV causa la deplecion total de determinadas poblaciones de linfocitos T

reactivos, como se observa en la Figura 12.
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Figura 12. Deplecion de las poblaciones de linfocitos T reactivas a distintos superantigenos. Se
muestra el porcentaje de poblaciones de linfocitos T CD4+ VB14 y VB2 en sangre periférica de ratones
en funcién de los dias de lactancia con leche que porta virus exdgenos (BALB14 o BALB2), en

comparacion con leche libre de virus. Figura extraida de Buggiano et al., 1999.
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Debido a que se ha descrito que el superantigeno es el responsable de dicho efecto,
en esta tesis doctoral se presenta un abordaje biotecnologico, explorando el disefio y
desarrollo de tratamientos contra leucemias y linfomas basados en la actividad biolégica de
los superantigenos de MMTV.

En este sentido, abordamos aqui varias estrategias para el uso de cuatro
superantigenos de MMTV: en su forma libre como subunidad, vehiculizados en VLPs
derivadas de la proteina Z de JUNV, vehiculizados en VLPs del bacteriofago AP205 y

finalmente mediante el uso de un sistema de nanojaulas sintéticas.
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CAPITULO \1- HIPOTESIS Y ORJETIVOS



HIPOTESIS

La implementacion de terapias novedosas para leucemias y linfomas de linfocitos T,
basadas en los superantigenos virales de MMTV que presentan la capacidad de inducir
apoptosis especifica, constituye un abordaje terapéutico complementario, con el objetivo de

reducir los efectos secundarios de los tratamientos quimioterapéuticos.

OBJETIVO GENERAL

Investigar el potencial de los superantigenos virales de MMTV en el tratamiento de
leucemias y linfomas de linfocitos T, con el fin de explorar nuevas estrategias terapéuticas

que puedan reducir los efectos secundarios de los tratamientos convencionales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar las VLPs derivadas de la proteina Z del virus Junin como plataforma para el
delivery de antigenos utilizando un antigeno modelo.

2. Vehiculizar los SAgs en VLPs derivadas de la proteina Z del virus Junin y evaluar la
eficacia del sistema.

3. Expresar los SAgs de MMTV como subunidades en un sistema de expresion basado
en bacterias.

4. Caracterizar la actividad biolégica de las VLPs portando los SAgs y los SAgs libres
utilizando lineas celulares neoplasicas y muestras de dadores sanos.

5. Vehiculizar SAgs de MMTV en VLPs producidas en sistemas de expresion

bacterianos.
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Técnicas de biologia celular y molecular

Cultivo celular

Materia viva
Para llevar a cabo la caracterizacién del sistema de expresion y la produccion de VLPs se
utilizé la siguiente linea celular:

v Human Embryonic Kidney (HEK) 293T: Contienen el antigeno T de Simian Virus 40
(SV40), lo que genera la replicacion de los plasmidos transfectados que poseen el
origen de replicacién SV40 y por lo tanto aumenta la expresién de las secuencias
clonadas. Su perfil STR (Short Tandem Repeat, del inglés Repeticiones Cortas en
tandem) es el siguiente: CSF1PO: 11,12; D13S317: 12,14; D16S539: 9,13; D5S818:
8,9; D7S820: 11; THO1: 7, 9.3; TPOX: 11; vWA: 16,19; Amelogenin: X

(https://www.atcc.org/).

Mantenimiento de lineas celulares

Las células eucariotas utilizadas para la expresion de antigenos heterdlogos fueron
las HEK 293T, las cuales son adherentes. El medio de cultivo utilizado fue Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) completo, Las células se mantuvieron en estufa gaseada
(Sanyo MCO-18AIC), a 37°C y con una inyeccion de CO. del 5%. Los frascos (BIOFIL) y
placas de 6, 24 y 96 pocillos (BIOFIL) utilizados poseen un tratamiento especifico para células
adherentes. Los volumenes de medio utilizados fueron los suficientes como para cubrir la
monocapa celular de acuerdo al tamano del frasco de cultivo y las células se repicaron a una
confluencia aproximada entre 70% y 80% del total de la superficie del frasco. Se utilizaron
células cuyos numeros de repiques se encontraban entre 2 y 15. Ademas, se confirmé la
ausencia de diversas especies de Mycoplasma spp. en los sobrenadantes de cultivo de las
células utilizadas mediante Polymerase Chain Reaction (PCR) en tiempo final a cargo del
personal técnico de la Unidad ABioS de la Planta de Servicios Biotecnoldgicos de la

Universidad Nacional de Quilmes.

La conservacion de las células se llevo a cabo mediante congelado de las mismas
suspendiendo los pellets correspondientes en medio de congelado y trasvasando a crioviales
estériles (Corning) adecuadamente rotulados. Para el proceso de congelado los viales se
colocaron en un recipiente de congelacion Mr. Frosty (Nalgene) que se incubd a -80°C
durante al menos 24 horas. Posteriormente, los viales fueron bien almacenados a -80°C a

corto plazo o transferidos a tanques de nitrégeno liquido (-196°C).
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Transfeccion de células eucariotas animales

La transfeccion con las construcciones plasmidicas se llevd a cabo siempre sobre
cultivos celulares con una confluencia entre 50% y 70% del total de la superficie disponible.
Tanto antes, durante como luego de la transfeccion las células fueron incubadas con medio
de cultivo DMEM 2% (ver anexo) y en estufas de cultivo gaseadas (Sanyo), a 37°C y una
inyeccion de 5% de CO..

El reactivo de transfeccion utilizado fue PEI87K, adquirido al Departamento de
Quimica Organica, perteneciente a la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional de Buenos Aires (prestacién de servicio N°21463). El protocolo fue seguido de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. En forma concisa, el procedimiento requiere la
preparacion de 2 mezclas: por un lado, una solucion de medio DMEM sin SFB, antibiético ni
antimicético con la cantidad de polietilenimina (PEI) correspondiente, y por otro lado se
prepara el ADN a transfectar (Tabla 3). Ambas soluciones se incuban durante 10 minutos a
temperatura ambiente y luego se mezclan, vertiéndose finalmente sobre la monocapa celular.
Para el ultimo paso no es necesario retirar el medio de cultivo y ademas el mismo puede

contener antibiotico, antimicotico y SFB de acuerdo con su uso rutinario.

Placa de cultivo DMEM PEI ADN
T175 1750 uL | 81,6 pL 46,6 ug
(maximo)
T75 750 pL 35 pL 5-20 pg
T25 250 uL 11,7 pL 1,7-6,7 ug
Placa P60 210 L 9,8 uL 1,4-5,6 ug
Placa de 6 pocillos 100 pL 4,7 L 0,7-2,7 ug

Tabla 3. Cantidades de cada reactivo para las mezclas de transfeccion. Como controles
de los ensayos de expresion siempre se utilizaron: pZ-eGFP como control positivo y mock como control

negativo (sin molde, pero en presencia de PEI).

Expresion y recoleccion de sobrenadantes

Luego de la transfeccion, se incubaron las células durante 48 horas a 37°C y una
inyecciéon de 5% de CO., dando lugar a la expresién de los genes heterdlogos. Posteriormente
se obtuvieron imagenes de los cultivos mediante microscopia de fluorescencia de los cultivos
celulares utilizando el equipo Cytation 5 (Biotek), para corroborar la expresién de eGFP que
siempre se utilizé como control positivo. A modo de determinar la eficiencia y especificidad
de expresion, se tomaron imagenes de un mismo campo visual de los cultivos celulares tanto
en campo claro como con el uso de todos los laseres disponibles en el equipo.
Alternativamente con el fin de verificar la expresion de eGFP en frascos de cultivo T750 T175,
se utilizé un Microscopio de Fluorescencia Digital Leica DMI6000B mediante el uso del filtro

de excitacion BP 470/40 y el filtro de emision BP 525/50 con una magnificaciéon 10X,
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gentilmente prestado por el Dr. Claudio Valverde y personal de su laboratorio.

Para los ensayos de caracterizacion del sistema de expresion no se recolectaron los
sobrenadantes de las células transfectadas, sino que luego de las 48 horas de transfeccién
se obtuvieron unicamente las fracciones celulares de las monocapas.

Para los ensayos de produccion de VLPs, se colectaron los sobrenadantes de los
cultivos durante los 5/7 dias siguientes en tubos cénicos de 50 mL, en los cuales se espero
encontrar las VLPs generadas a partir de la expresion de Z, ya que la misma impulsa la
brotacién hacia el medio extracelular. Diariamente cada frasco de cultivo fue suplementado
nuevamente con el mismo volumen de medio de cultivo DMEM 2% fresco. El ultimo dia de
recolecciéon de sobrenadantes (168/216 horas post-transfeccion), se recuperaron las
monocapas celulares utilizando el buffer de lisis ProteoJET Mammalian Cell Lysis Reagent
(Fermentas), a razon de 16 pL/cm? de la superficie del recipiente. Dichos lisados se
denominaron “fraccién celular” y fueron recolectados en tubos conicos de 15 mL, que
posteriormente fueron almacenados a -20°C rotulados adecuadamente hasta el momento de

uso.

Purificacion de VLPs

Los sobrenadantes de cultivos transfectados fueron almacenados a 4°C hasta el
momento de su procesamiento. Inicialmente fueron clarificados mediante centrifugacién de
10 minutos a 5000 revoluciones por minuto (rpm) en la centrifuga G-142D y el rotor G-650
(Gelec). Posteriormente, se realizé una ultracentrifugacion en tubos de fondo redondo (Ultra-
Clear tubes, Beckman), en colchon de sacarosa (30% m/v) estéril a 96000xg bajo 4°C y
durante 1 hora, en condiciones de esterilidad. Los equipos utilizados fueron las
ultracentrifugas Optima L-90K (Beckman) y Optima XE-100 (Beckman), pertenecientes a la
Universidad Nacional de Quilmes. Como alternativas cuando las mismas se encontraban
fuera de servicio se utilizaron la centrifuga Beckman Coulter LE-80K (IBBM-UNLP),
gentilmente prestada por la Dra. Maria Laura Garcia o la centrifuga Beckman L7-75
(Fundacion Instituto Leloir), gentilmente prestada por el Dr. Juan Ignacio Ispizua. Los rotores
utilizados siempre fueron de tipo swinging bucket y se seleccionaron de acuerdo con el
volumen de las muestras a utilizar en cada oportunidad y la disponibilidad de los mismos en
los centros de investigacion. Los rotores utilizados fueron: SW28, SW32Ti, SW40Tiy SW41Ti.
El sobrenadante fue descartado, y los pellets se resuspendieron en 400 uL de buffer PBS 1X
estéril y posteriormente se almacenaron a 4°C.

Una fraccion de las VLPs (el 5% del volumen total) fue reservada para control de las
siguientes etapas, mientras que el resto fue tratado con 0,2 uL de proteinasa K (20 mg/mL),
con el objeto de eliminar las proteinas que pudiesen haber sido co-purificadas y que no forman

parte de la estructura de las VLPs, asi como VLPs defectuosas. Como control de esta
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reaccion, se utilizé un tubo conteniendo Bovin Serum Albumin (BSA). Todos los tubos se
incubaron durante 30 minutos a 37°C y luego se detuvo la reaccién mediante el agregado de
Phenylmethylsulfonyl Fluoride (PMSF) a una concentracion final de 1 mM. Luego se
verificaron los patrones de proteinas resultantes del tratamiento con la proteinasa, mediante
una electroforesis bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de 15 pL de cada uno de
los tubos anteriores.

Por ultimo, el volumen restante del tubo de VLPs purificadas y tratadas con proteinasa
K fue ultracentrifugado en colchén de sacarosa bajo las mismas condiciones que han sido
detalladas previamente. El sobrenadante se descarto y el pellet resultante se resuspendié en
100 uL de PBS 1X estéril. Las preparaciones de VLPs resultantes fueron almacenadas a 4°C

hasta el momento de su uso.

Anadlisis y validacion de las VLPs

Las VLPs obtenidas fueron cuantificadas mediante el método de Bradford como se detalla
debajo. Con el fin de verificar la actividad correcta de la proteinasa K se realiz6 un SDS-PAGE
(12% m/v) utilizando el sistema Laemmli bajo condiciones reductoras analizando las muestras de
VLPs antes y después del tratamiento con la proteinasa K y utilizando BSA como control. Las
particulas fueron utilizadas para andlisis inmunolégicos unicamente cuando todos y cada uno de
los controles fueron correctos y exceptuando algunos casos siempre se utilizaron las fracciones

tratadas con proteinasa K.

Cuantificacion de VLPs

La cuantificacion de VLPs se realiz6 mediante el método de Bradford (Bradford, 1976),
realizando por duplicado tanto la curva de calibracion como la dilucion de las muestras de
VLPs a cuantificar. Brevemente, se prepararon tubos con concentraciones crecientes de la
proteina BSA a partir del stock (0,1 mg/mL), con el objetivo de contar con una curva de
calibracion. Las concentraciones analizadas fueron 0, 5, 10, 20, 30 y 40 pg/mL. Luego se
realizaron diluciones seriadas de las muestras de VLPs y se trasvasaron todas las soluciones
a una placa de 96 pocillos. Finalmente se agregaron 40 pL del reactivo de Bradford 5X a
todas las muestras incognitas, asi como a las de la curva de calibracién y se incubaron
aproximadamente 10 minutos a temperatura ambiente, teniendo en cuenta que la reaccion
es estable en el rango de 1 hora. A continuacién, se mididé absorbancia a 595 nm en el equipo
Cytation 5 (Biotek) o el lector de microplacas UV visible (BioTek Epoch) y los datos resultantes
fueron analizados mediante el uso de Microsoft Excel. Con la curva de calibraciéon es posible
obtener la ecuacién correspondiente a la regresion lineal, pudiendo luego interpolar los
valores de absorbancia a 595 nm de las muestras de VLPs, que se corresponden a una

determinada concentracion.
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Biologia molecular

Cultivos bacterianos

Los cultivos bacterianos se llevaron a cabo en medio LB liquido y en el caso de cultivos
en placas de Petri se prepard LB soélido. Las mezclas anteriores fueron esterilizadas por
autoclavado y posteriormente fueron agregados los antibidticos correspondientes para cada
caso (ampicilina: stock 1000X, 100mg/mL; kanamicina: stock 1000X, 50mg/mL; tetraciclina
stock 100X: 50 mg/mL; cloranfenicol: stock 1000X 34 mg/mL).

Stocks bacterianos

Con el fin de mantener a largo plazo la fuente de las construcciones plasmidicas
verificadas, los cultivos bacterianos crecidos overnight idealmente en fase exponencial fueron
mezclados con glicerol estéril a una concentracion final de 25% v/v. Los stocks glicerinados
fueron almacenados a -80°C con el fin de ser utilizados como indculo para cultivos liquidos

posteriores, necesarios para el proyecto.

Purificacion de plasmidos

Todos los plasmidos y vectores de clonado fueron purificados mediante
minipreparacion por lisis alcalina (miniprep), seguida de precipitacion con isopropanol
(Sambrook et al., 1989). Brevemente, se utilizaron cultivos bacterianos de 5 o 10 mL, los
cuales fueron centrifugados en microcentrifuga a velocidad maxima. Los pellets resultantes
fueron resuspendidos en tres soluciones distintas, tipicas de la técnica estandar de lisis
alcalina. A continuacion, se llevaron a cabo una serie de extracciones organicas en cloroformo
y una posterior precipitacion con isopropanol. Alternativamente la purificacion de plasmidos
se realizé mediante el uso del kit comercial Puro Plasmido (PB-L) siguiendo las instrucciones
del fabricante.

Finalmente, la integridad de los productos de dicho procedimiento fue verificada
mediante electroforesis en geles de agarosa 0,8% m/v, tefildos con bromuro de etidio y
visualizados mediante transiluminacion con luz ultravioleta (UV). La cantidad y calidad del
ADN resultante se analiz6 mediante espectrometria, utilizando el equipo NanoDrop 1000®
(Thermo FisherScientific), considerando la absorbancia a 260 nm y las relaciones 260/230
nmy 260/280 nm.

Electroforesis de acidos nucleicos

Con el fin de verificar la integridad y presencia de acidos nucleicos manipulados en
diversos procedimientos, se llevaron a cabo electroforesis en geles de agarosa 0,8% m/v con
buffer TAE 1X. La fuente de alimentacion utilizada fue el modelo PowerPac1000 (Biorad) y la

cuba de electroforesis utilizada fue del tipo horizontal (Biorad). Las muestras fueron

52



sembradas en conjunto con el buffer de siembra naranja G 5X y dichos geles fueron tefiidos
con bromuro de etidio a una concentracion final de 10 mg/mL (Sigma), reactivo que fue
agregado durante la preparacion de los geles. Los materiales contaminados con dicho agente
quimico fueron descartados cumpliendo con las normas de seguridad establecidas por el
Departamento de Ciencia y Tecnologia de la Universidad Nacional de Quilmes y la Provincia
de Buenos Aires. En general las corridas electroforéticas se llevaron a cabo por 40 minutos a
90 voltios.

La visualizacion de los geles fue a través de transiluminacién con luz ultravioleta (UV)
y la captura de imagenes mediante el uso del equipo Gel Doc EZ Gel Documentation System
(BIORAD). Ademas, todas las corridas electroforéticas fueron acompafadas por la siembra
de un patrén de peso molecular, siendo el Ladder 1 Kpb Plus o el Ladder 100 pb (PB-L) segun
correspondia en cada caso los cuales fueron utilizados con el fin de determinar el tamano de
los fragmentos lineales y en otros casos para cuantificar de forma relativa los acidos

nucleicos.

Produccién de marcadores de peso molecular de ADN

En algunas oportunidades en lugar de utilizar marcadores de peso molecular
comerciales, se utilizaron los plasmidos pPSU1 y pPSUZ2 digeridos con enzimas de restriccion
para obtener los ladders 100pb y 1kb, respectivamente. Se siguieron los procedimientos

indicados por el grupo de investigadores que los reporté (Henrici et al., 2017).

Digestiones enzimaticas

Las digestiones se realizaron overnight a una temperatura de 37°C, utilizando las
unidades enzimaticas indicadas por el proveedor (Thermofisher, PB-L, New England
Biotechnology). Luego, dichas enzimas fueron inactivadas mediante el uso de un bloque
térmico en caso que sea posible, siguiendo las instrucciones del fabricante. El analisis de los
productos se llevo a cabo mediante electroforesis analiticas en geles de agarosa y mediante
la comparacion de las bandas obtenidas con el patrén de fragmentos del marcador molecular

utilizado, generalmente siendo el Ladder 1 Kpb Plus (PB-L).

Preparacion de bacterias competentes térmicas

Con la finalidad de transformar plasmidos a bacterias y ante la falta de un
electroporador en nuestro laboratorio, se han preparado bacterias competentes térmicas.
Inicialmente se realizdé un estriado por agotamiento de bacterias XL1 BLUE a partir de un
stock almacenado en 20% final de glicerina en una placa de agar de LB sin antibiético. Luego
de una incubacion overnight (ON) a 37°C, este material fue empleado para inocular 25 mL de
medio LB al que previamente se adiciono tetraciclina 10 ng/pL. Este cultivo fue incubado ON

a 37 °C y 200 rpm de agitacién orbital, y se empled como inéculo de 3 medios de cultivo,
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empleando 10, 4 y 2 mL respectivamente del cultivo anterior. Previo a esto, se agregaron 1,25
mL de MgCl; filtrado y 50 uL de tetraciclina a cada uno de los medios. Estos cultivos fueron
incubados ON a 22°C y 200 rpm. Posteriormente se midid6 DOeoo @ cada uno de los cultivos
hasta alcanzar valores comprendidos entre 0,4 y 0,9. Para ello se utilizé un espectrofotometro
Smartspec 3000 (Bio-Rad). A continuacién, se centrifugaron las células a 2500xg durante 10
minutos a 4°C y las bacterias fueron resuspendidas en 80 mL de INOUE 10 mM frio y luego
se centrifugaron nuevamente a 2500xg durante 10 minutos a 4°C. Finalmente el pellet fue
resuspendido en 20 mL de INOUE frio y se adicionaron 1,5 mL de Dimetilsulféxido (DMSO)
a cada mezcla. Para concluir, la solucién final se fraccioné cada 300 uL en microtubos
estériles de 1,5 mL que inmediatamente fueron lanzados a un envase conteniendo nitrégeno
liquido. Luego de recuperarse los tubos, se rotularon y se almacenaron a -80°C hasta su

momento de uso.

Transformacion térmica y siembra en placa

Tanto los plasmidos como los productos de ligacion fueron transformados a las
bacterias Escherichia coli competentes térmicas de diversas cepas, mediante protocolos de
transformacioén térmica. En general se transformé la mitad del volumen final de la ligacion o
como maximo 1 ug. Brevemente el proceso de transformacién térmica consté de una
incubacién inicial de 50 uL de bacterias competentes térmicas junto con la ligacién en hielo
durante 30 minutos y luego se colocaron a 42°C durante 90 segundos. A continuacién, se
mantuvieron de 2 a 5 minutos en hielo y finalmente se adicionaron 900 uL de medio LB sin
antibiético. Luego de 1 hora en agitacion a 200 rpm y 37°C, se esparcieron las bacterias en
placas de agar con el antibiético adecuado al vector. Las placas se incubaron toda la noche

a 37°C y finalmente se analizo la presencia de colonias bacterianas.

Seleccion de bacterias recombinantes

— PCR de colonias
Se tomo parte de las colonias a analizar mediante el uso de un palillo estéril y luego
se colocd en microtubos estériles de 0,5 mL. Se adicionaron 10 pL de agua ultrapura y se
incubaron a 100°C durante 10 minutos. A continuacion, se centrifugaron a velocidad maxima
durante 15 minutos en una microcentrifuga de mesada. Posteriormente 1 pL de cada uno de
los sobrenadantes fueron utilizados como molde para llevar a cabo una reaccion de
amplificacién de ADN. Para ello se utilizaron primers especificos, universales (Tabla 4) o

combinaciones de los mismos.
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Nombre Secuencia Temperatura @ Vectores
de
hibridacion
T7 prom 5 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 3’ 54°C pET-28a
T7 ter 5 GCT AGT TAT TGC TCAGCG G 3’ 60°C (+)

CMV prom 5 CGC AAA TGG GCG GTA GGC GTG 3’ 71°C

SV40 ter 5 GTG GTT TGT CCAAAC TCATC 3’ 58°C pZ
pJET -Fw 5 CGA CTC ACT ATA GGG AGA GCG GC 3’ 67°C pJET 1.2
pJET - Rv 5 AAG AAC ATC GAT TTT CCA TGG CAG 3’ 63°C BLUNT

Tabla 4. Listado de primers universales para la realizacién de PCR de colonias y reacciones de

secuenciacion. Se muestran los nombres asignados y las secuencias de cada uno en sentido 5— 3.

También se utilizaron primers especificos del inserto, cuyas secuencias se muestran en la Tabla 9.

El volumen final de reaccion fue de 10 yL y las concentraciones finales de los reactivos

utilizadas fueron: 1 mM MgCl., 200 uM dNTPs, primers forward y reverse 1 yM cada uno y 1

unidad de la ADN polimerasa termoestable Pegasus (PB-L).

Desnaturalizacion
inicial
Desnaturalizacion
Hibridacién
Extension
Extension final
Cooling

95°C

94°C
60°C
72°C
72°C
4°C

3 minutos

30 segundos

30 segundos
1 min 30 seg
10 minutos

(0]

1 ciclo

40 ciclos

1 ciclo

Tabla 5. Perfil de ciclado “pJET” para las reacciones de PCR de colonias. Se muestran las

temperaturas, tiempos de incubacion y ciclos correspondientes a cada paso.

Desnaturalizacion
inicial
Desnaturalizacion
Hibridacidon
Extension
Extension final
Cooling

95°C

94°C
64°C
72°C
72°C
4°C

3 minutos

30 segundos

30 segundos
1 min 30 seg
10 minutos

(0.0)

1 ciclo

40 ciclos

1 ciclo

Tabla 6. Perfil de ciclado “T7+esp” para las reacciones de PCR de colonias. Se muestran las

temperaturas, tiempos de incubacion y ciclos correspondientes a cada paso.

Desnaturalizacion
inicial
Desnaturalizacion
Hibridacidon
Extension
Extension final

95°C

94°C
53°C
72°C
72°C

3 minutos

30 segundos

30 segundos
1 min 30 seg
10 minutos

1 ciclo

40 ciclos

1 ciclo
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Cooling 4°C fove)

Tabla 7. Perfil de ciclado “pET28” para las reacciones de PCR de colonias. Se muestran las

temperaturas, tiempos de incubacion y ciclos correspondientes a cada paso.

Desnaturalizacién 95°C 3 minutos 1 ciclo
inicial
Desnaturalizacion 94°C 30 segundos 40 ciclos
Hibridacion 56°C 30 segundos
Extension 72°C 1 min 30 seg
Extension final 72°C 10 minutos 1 ciclo
Cooling 4°C fove)

Tabla 8. Perfil de ciclado “pZ” para las reacciones de PCR de colonias. Se muestran las

temperaturas, tiempos de incubacion y ciclos correspondientes a cada paso.

Posteriormente, la mezcla de PCR fue sometida a una electroforesis analitica en gel
de agarosa 0,8% m/v para verificar la presencia de los productos deseados. Las colonias que
presentaron amplificacion de un fragmento del tamano deseado fueron analizadas luego

mediante la realizacion de un mapa fisico.

— Mapas fisicos por digestion enzimatica

Se llevd a cabo una extraccion de ADN plasmidico mediante lisis alcalina de las colonias
candidatas seguida por precipitacion alcohdlica y luego se incubd con diversas enzimas de
restriccion. Dichas enzimas fueron identificadas mediante un analisis in silico utilizando el
software Clone Manager (Sci Ed). Las condiciones de reaccion fueron establecidas a partir
de las instrucciones brindadas por el fabricante de las enzimas de restriccion. Finalmente, las
mezclas de digestion fueron visualizadas en electroforesis en geles de agarosa tefiidos con
bromuro de etidio y revelados por transiluminacion UV. El patrén de bandas resultantes fue

analizado en funcién de identificar los clones que portaban las secuencias deseadas.

Secuenciacion de acidos nucleicos

Las construcciones plasmidicas que demostraron portar los insertos de interés fueron
posteriormente analizadas mediante secuenciacion. Para ello, se purificd el ADN plasmidico,
y se tercerizo el servicio de secuenciacion automatizada a Macrogen (Korea) mediante el uso
de primers universales del proveedor.

Los datos de las secuencias, asi como sus respectivos cromatogramas fueron
analizados para comprobar la correcta lectura de los productos y acotar las regiones de los
resultados al intervalo de las secuencias que portaban buena calidad de lectura, es decir
secuencias confiables. En funcién de ello, se establecieron las secuencias finales para cada

uno de los plasmidos. Posteriormente se llevo a cabo la verificacion de la identidad de las
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secuencias obtenidas utilizando la herramienta BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Ademas, se llevé a cabo un alineamiento de las

secuencias obtenidas con las predichas in silico utilizando el programa MEGA version 7.0.21.

Electroforesis de proteinas

Los perfiles de expresion de proteinas fueron analizados mediante la realizaciéon de
electroforesis en geles de poliacrilamida 12% m/v, porcentaje elegido en funcién del tamafio
de las proteinas de interés. En la preparacién del gel se incluyé el compuesto Sodium Dodecyl!
Sulfate (SDS) y por lo tanto las muestras fueron sujetas a un SDS-PAGE utilizando el sistema
Laemmli bajo condiciones reductoras (Sambrook, J., Maniatis, T., & Fritsch, 1989). El espesor
de dichos geles fue de 0,75 mm utilizando el sistema de buffer Tris-Glicina y el equipo utilizado
fue Mini-PROTEAN Tetra Cell (Biorad). Para cada calle se separaron 15 yL de muestra en
un microtubo de 0.6 mL y se adicionaron 5 pL de buffer de siembra.

Posteriormente los microtubos se incubaron a 100°C durante 10 minutos y luego se
centrifugaron durante 10 minutos a velocidad maxima (14000 rpm, 16,873xg) en una
microcentrifuga de mesada (Centrifuge 5415-R, Eppendorf). Finalmente, el volumen total de
las muestras fue sembrado y la electroforesis continué hasta que la linea de corrida alcance
el limite inferior del gel, siendo aproximadamente una duracién de 40 minutos a 30 mA. El
revelado de los geles se realizd mediante incubacién con una solucién de tinciéon a
temperatura ambiente durante toda la noche. Para destefir los geles se utilizé solucion de
destincion a temperatura ambiente en agitacion hasta observar decoloracion del gel. En todas
las electroforesis se utilizaron marcadores de peso molecular Blue Plus (Trans), el marcador
Spectra BR (Thermofisher Scientific) o en su defecto el marcador no pretefiido ProteinRuler®
Il (Trans Biotech).

Western Blotting

Con el fin de corroborar la expresion de las proteinas correspondientes, se llevé a
cabo la técnica de Western Blotting (WB) de las diversas muestras, utilizando anticuerpos
especificos.

Una vez que se realizd la electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE),
utilizando en esta oportunidad un marcador de peso molecular pretefido Blue Plus (Trans) o
Spectra BR (Thermofisher), se procedio a llevar a cabo la transferencia hacia una membrana
de PVDF (Amersham Hybond P 0.45, GE Healthcare Life Sciences) previamente activada en
metanol absoluto (Anedra) durante 10 minutos. Para cada membrana se utilizaron 10 mL de
metanol y 40 mL de buffer de transferencia sin metanol. El equipo utilizado fue el Trans Blot

SD Semi-dry Transfer Cell (Biorad) y para ello se utilizé una corriente de 25 V durante 30
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minutos. La membrana luego fue incubada overnight en agitacion y a 4°C junto con la solucién
de bloqueo.

Al dia siguiente se realizaron 3 lavados de la membrana con PBS 1Xy luego la misma
fue recortada en aquellos casos en los cuales la incubacion de una misma membrana se
correspondia con anticuerpos distintos. Con el fin de asegurar la correcta exposicion con los
anticuerpos, se generd una marca en el extremo superior izquierdo o derecho de la membrana
(segun corresponda en cada ocasion). Luego, se incubd la misma con los anticuerpos
primarios, diluidos en la solucién de dilucion. La incubacion se llevo a cabo durante 1 hora a
37 °C en agitacion y a continuacién se llevaron a cabo 3 lavados de 15 minutos cada uno, a
temperatura ambiente y en agitacion con una solucion de PBS-TWEEN-20 0,1%.
Posteriormente se incubd la membrana con el anticuerpo secundario, diluido en la misma
solucion que el anticuerpo primario. Finalmente se llevaron a cabo 3 lavados finales con la
solucion de PBS-TWEEN-20 0,1% en agitacion, a temperatura ambiente y durante 15 minutos

cada uno.
Los anticuerpos primarios empleados en este trabajo fueron:

e Antisuero (a) — Z: IgGs purificadas a partir de un antisuero policlonal especifico de Z,
generado en conejos tras la inyeccién de la proteina a-Tio-Z-V5-His producida en
bacterias y posteriormente purificada (Cherfiac, 2006). Dicho antisuero fue
proporcionado por la Dra. Cristina S. Borio, y el mismo fue generado en colaboracién
con el Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la Universidad Nacional de Quilmes
(Borio, 2013; Goni et al., 2010).

e a — eGFP: suero policlonal que reconoce a la proteina eGFP, producido en conejos
por el Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la Universidad Nacional de Quilmes

y cedido gentilmente por el Dr. Facundo C. Temprana.

e o - HisTag: anticuerpo monoclonal murino contra el tag de histidina gentilmente
cedido por el Dr. Julian Maggio del Centro de Oncologia Molecular y Traslacional de

la Universidad Nacional de Quilmes.

Los anticuerpos secundarios utilizados tanto anti-conejo como anti-raton fueron
adquiridos a Santa Cruz Biotechnology, dependiendo del caso y todos se encontraban

asociados a peroxidasa de rabano picante (HRP).

El revelado fue llevado a cabo utilizando: el reactivo Bio-lumina (Kalium Technologies),

placas radiograficas (Medical X ray film, AGFA), un HypercassetteTM (GE-Amersham) y
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soluciones de fijado y revelado (G334 y G150 respectivamente, AGFA). Los tiempos de
revelado fueron variables, dependiendo de la intensidad de las bandas observadas en las
placas a los distintos tiempos. Finalmente, la membrana fue tefiida con el colorante Rojo
Ponceau o una solucién de AmidoBlack en isopropanol y a continuacion se dejoé secar. Por
ultimo, se compararon los patrones de expresion proteica en la membrana, con los resultados

observados en las placas radiograficas.

MATERIALES Y METODOS DEL CAPITULO 1l

Materia viva

- Ratones BALB/c, cuya apariencia es albina y su genotipo es A/A Tyrp1°/Tyro® Tyr*/Tyr".

- Ratones C57BL/6, cuya apariencia es negra y su genotipo es a/a. Esta cepa de
ratones es la mas utilizada de ratones endocriados y es homocigota para Cdh23?", lo

que resulta en una pérdida de la audicion a partir de las 10 semanas de edad.

Cuidado de los animales de laboratorio

Los animales de las dos cepas mencionadas anteriormente fueron provistos por el
bioterio del Instituto de Medicina Experimental de la Academia Nacional de Medicina. Dichos
animales fueron endocriados bajo estrictas barreras sanitarias, las cuales son monitoreadas
periddicamente en Charles River Laboratory, Wilmington MA, USA mediante técnicas de PCR

(PRIA) que evaluan la presencia de mas de 30 agentes bioldgicos.

Para los ensayos detallados debajo se utilizaron ratones machos BALB/c y C57BL/6
de 6-8 semanas de edad, criados en las instalaciones del IMEX-ANM en Buenos Aires. Los
animales fueron mantenidos bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y a 22°C, alimentados
con una dieta estandar y acceso de agua ad libitum. Ademas, se aseguré que los animales
se encuentren libres de patégenos, siguiendo los protocolos establecidos en la “Guia de

cuidado y uso de animales de laboratorio” (NIH, 2011).

Declaracion ética

Todos los protocolos experimentales fueron llevados a cabo siguiendo estrictamente
estandares éticos internacionales para la experimentacion animal (Protocolo de Amsterdam
del bienestar y la proteccién animal y del Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos).
Ademas, todas las actividades que impliquen la manipulacién de animales han sido
aprobadas por el Comité de Etica Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Academia Nacional de Medicina (CICUAL N° 039/2017).
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Generaciéon de VLPs

La construccién plasmidica pZ-eGFP requerida para la produccién de VLPs (Figura 13)
ha sido generada previamente por integrantes del laboratorio (Borio, 2013). Este plasmido al
transfectarse a células eucariotas da lugar a la generacién de VLPs que portan una fusién proteica
Z-eGFP en la cara interna de las mismas. Las células utilizadas para ello fueron las HEK293T y
los procedimientos seguidos para la transfeccion de las mismas, recoleccién de sobrenadantes y
procesamiento de las muestras se encuentran detallados previamente. Con el fin de obtener una
cantidad suficiente para llevar a cabo los ensayos correspondientes, para cada lote de VLPsz.ecrp
se utilizaron al menos 8 frascos T75 cm?. Todos los pasos requeridos para la purificacion de VLPs
fueron realizados en condiciones asépticas y utilizando materiales y reactivos estériles en cuanto
fue posible. Las VLPs fueron utilizadas para analisis inmunolégicos unicamente cuando todos y
cada uno de los controles fueron correctos y unicamente se utilizaron las fracciones tratadas con

proteinasa K en todos los casos.
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Figura 13. Plasmido pZ-eGFP y morfologia en membrana celular. A. Mapa de la construccién
pZ-eGFP. El plasmido posee resistencia a kanamicina, un origen de replicacion procariota pBR322 y
origen de replicacion eucariota SV40. Ademas, la fusién proteica Z-eGFP se encuentra flanqueada por
el promotor de Citomegalovirus (CMV) y el terminador SV40. B. Ubicacién relativa de los
componentes del sistema. La proteina Z se ancla a la cara interna de la membrana plasmatica
mediante un residuo miristoilo que se adiciona en su extremo amino terminal, permitiendo que la fusion
proteica Z-eGFP se encuentre en el espacio intracelular. C. Morfologia de las VLPsz.crr. Como la
construccion se encuentra en la cara interna de la membrana celular, las VLPs son envueltas y la fusién

proteica se encuentra protegida dentro de la estructura de las vesiculas.

Western Blotting

Los anticuerpos utilizados para las VLPszecrp fueron tanto el suero policlonal de conejo
anti Z en una dilucién 1:1000 como el suero policlonal de conejo anti GFP utilizando una dilucion
1:2000. Las incubaciones para cada uno fueron de 1 hora a 37°C en agitacion. El resto del

procedimiento se realizé como se detalla anteriormente.
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Densitometria de bandas

Con el fin de determinar la carga de eGFP en las VLPs, se utilizaron imagenes de Western
Blotting utilizando el suero policlonal anti eGFP que contrastan las muestras con un estandar de
proteina eGFP pura. Las imagenes fueron analizadas mediante el uso del software Image J (NIH)
para determinar la relacién entre la intensidad de las bandas en la misma placa radiografica. Los
datos obtenidos fueron graficados utilizando el software GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad

Software).

Ensayo de LAL

Para precisar la presencia de endotoxina en las preparaciones de VLPs, 5 ug de las VLPsz.
ecrp Y PBS estéril como control fueron sujetos a analisis utilizando el kit comercial Limulus
Amebocyte Lysate test (LAL QCL-1000) (Lonza). Como estandar se utilizé lipopolisacarido (LPS)
de E. coli O111:B4 (Sigma) y se siguieron las instrucciones indicadas por el fabricante. Como
resultado, se obtuvo una lectura de absorbancia que al utilizar el estandar puede determinar tanto

la concentraciéon de LPS en las muestras como de unidades de endotoxina por ug.

Obtencion de células dendriticas derivadas de médula 6sea

Los ratones fueron eutanasiados en camara de CO. y se obtuvieron sus fémures y
tibias bajo condiciones de esterilidad. La médula 6sea de dichos huesos fue obtenida tras la
insercion de una jeringa de 1 mL con una aguja G25 dentro de la cavidad ésea con medio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 completo y la expulsion del mismo hacia el otro
extremo, recolectando el liquido en tubos coénicos de 15 mL. La mezcla obtenida se
homogeneizé y luego los glébulos rojos fueron lisados mediante el agregado de 1 volumen
de NH4CI 0,45M y posterior agitacion suave durante 2 minutos.

A continuacion, las células fueron centrifugadas a 1800 rpm (478xg) durante 10
minutos en una centrifuga refrigerada (Thermo IEC, modelo GP8R) y se descarté el
sobrenadante. Se resuspendio el pellet con 2 mL de medio RPMI completo y se contaron las
células en la camara de Neubauer utilizando una solucién de azul tripan 0,4% m/v.

Finalmente se distribuyeron las células en placas no tratadas (BIOFIL), en una
concentracion 1,5 x10° células/mL. Ademas, se agregé un 20% de Granulocyte-Macrophage
Colony-Stimulating Factor (GM-CSF, del inglés factor estimulante de colonias de granulocitos
y macréfagos) para promover la diferenciacion de las células hacia células dendriticas. Para
ello se utilizo6 el medio condicionado de células J558 productoras de GM-CSF.
Alternativamente se utilizaron las citoquinas recombinantes rmGM-CSF 50 ng/mL y rmIL-4 10
ng/mL (PreproTech Inc.). Se agregé medio de cultivo fresco cada dos dias y luego de 7-10
dias se recolectaron las células remanentes, considerando a las mismas células dendriticas

diferenciadas inmaduras.
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Ensayos de inmunocitoquimica

Un total de 2,5x10° células dendriticas derivadas de médula ésea fueron cultivadas
en cubreobjetos estériles de un diametro de 12 mm tratados con polilisina (Sigma-Aldrich).
Luego, las células fueron incubadas en presencia de 0.5 ug de VLPsz.crr durante 0, 10, 30 o
60 minutos en hielo. Una vez concluido el tiempo de incubacion las células fueron fijadas con
Paraformaldehido (PFA) 4% m/v durante 30 minutos a temperatura ambiente, luego se
lavaron dos veces con solucion fisiolégica y se permeabilizaron con PBS-TRITON X-1000,1%
v/v durante 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, las células fueron
bloqueadas con BSA 5% m/v durante 30 minutos a temperatura ambiente y se incubaron toda
la noche a 4°C con un suero de conejo policlonal anti eGFP (1:500) y un anticuerpo
monoclonal producido en ratas contra Lysosomal Associated Membrane Protein 1 (LAMP-1)
en una dilucién 1:500 (BD Pharmingen). Luego, los vidrios fueron lavados tres veces con PBS
y se incubaron con los anticuerpos secundarios diluidos 1:500 (anti-rata- PE y anti-conejo-
Alexa 488 (Jackson ImmunoResearch)). Las células fueron posteriormente montadas
utilizando VECTASHIELD® (VectorLaboratories) y los vidrios se dejaron secar toda la noche.
Una vez secos, se analizaron mediante microscopia confocal, utilizando un microscopio
FluoView 1000 Olympus Confocal equipado con los laseres de 457 nm, 488 nm, 515 nm, 543
nm y 635 nm. Se obtuvieron imagenes magnificadas 60X que posteriormente fueron

procesadas utilizando el software ImagedJ (NIH).

Inmunizacion de ratones y disefio experimental

Ratones machos BALB/c libres de patégenos (6 semanas de edad, 6 por grupo) recibieron
una inmunizacioén primaria por ruta intraperitoneal seguida por un refuerzo en un volumen final de
100 uL, 15 dias luego de la inmunizacién primaria. El esquema de inmunizacién consistié en 5 ug
de VLPs zecrpr 0 €GFP pura. En el control negativo, indicado como “mock”, los animales recibieron
inyecciones con 100 uL de PBS estéril. El dia final de cada experimento, los ratones fueron
pesados en una balanza digital. Luego, los animales fueron sacrificados en el dia 36 post-
inmunizacion y se obtuvieron tanto la sangre total como los bazos, los ganglios linfaticos
mesentéricos e inguinales (Figura 14). Los 6rganos linfoides secundarios de los ratones de

grupos “mock” e inmunizados fueron homogeneizados y resuspendidos en medio RPMI completo.
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Las muestras de sangre fueron sujetas a analisis hematolégicos para determinar el estado

fisioldgico de los ratones y para ello se utilizé un equipo Abacus Junior Vet 5 (Diatron).
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Figura 14. Esquema de inmunizaciéon y resumen de experimentos in vivo y ex vivo realizados. A
la izquierda se muestra el esquema de inmunizacién utilizado. El dia de corte de experimento se obtuvo
la sangre total de cada ratén, ademas de sus ganglios mesentéricos e inguinales y sus bazos. A partir
de la sangre se realiz6 un hemograma y a partir del suero derivado se realizé una determinacién de
anticuerpos anti eGFP mediante Enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA). Por otro lado, los
ganglios fueron utilizados para analizar el estado madurativo de las células dendriticas (CDs), su
funcionalidad, el estado de los linfocitos B y un recall de linfocitos T. Por ultimo, los bazos fueron
utilizados para analizar los estados de los linfocitos B y T y un recall de linfocitos T.

El experimento se realizé en 3 oportunidades en forma independiente, sumando en total 6
ratones control (PBS), 2 ratones inmunizados con eGFP pura y 10 ratones inmunizados con las VLPsz

eGFP.

Caracterizacion ex-vivo de linfocitos

Finalizado el protocolo de inmunizacion, se obtuvieron asépticamente los bazos y ganglios
linfaticos (mesentéricos, inguinales y placas de Peyer) de los ratones. A partir de dichos 6rganos
se generaron suspensiones celulares mediante disgregacion mecanica utilizando mesh y tijeras
curvas. Las células fueron contadas y utilizadas para diversos ensayos.

Una parte de las mismas fueron marcadas con carboxyfluorescein succinimidyl ester
(CFSE, Thermo Fisher) con la finalidad de determinar su proliferacién. Para ello, un maximo de
107 células fueron marcadas en un volumen final de 1 mL utilizando CFSE a una concentracion
final de 7.5 nM. Se incubé durante 30 minutos a 37°C en oscuridad y se realizaron 3 lavados con
RPMI-SFB 10%. Las células se mantuvieron por una ultima vez con RPMI-SFB 10% durante 30
minutos a 37°C y se centrifugaron durante 10 minutos a 1800 rpm. Los pellets celulares fueron

resuspendidos en RPMI completo y utilizados para ensayos posteriores.
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Dichos linfocitos fueron co-cultivados con CDs diferenciadas a partir de médula 6sea de
ratones naive (relacion 1:10), previamente estimuladas con 0.2 pg de distintos estimulos como
VLPs zecrr, eGFP pura o0 PBS como control negativo. Luego de 5 dias en placas de 96 pocillos
de fondo redondo, las células fueron recolectadas y marcadas con los anticuerpos
correspondientes. Los resultados se analizaron por citometria de flujo y los eventos fueron
acotados a la region de la poblacion de linfocitos. Se evalud la emision de fluorescencia de CFSE
(FL-1), CD8-PE (FL-2) y CD4-Cy (FL-3) en 10.000 eventos acumulados.

Ademas, para determinar los cambios fenotipicos en las células dendriticas murinas o
linfocitos murinos, las suspensiones celulares obtenidas a partir de los bazos o ganglios fueron
posteriormente marcadas con anticuerpos acoplados a distintos fluorocromos como Fluorescein
IsoTioCyanate (FITC), Phycoerythrin (PE) o PerCP-Cy5.5. Los epitopes de los anticuerpos
utilizados fueron: CD11c, MHC clase Il (IAd), CD86, B220, CD19, CD62L, CD69, CD4, CDS8, o

controles de isotipo (BD, eBioscience). El protocolo de tincién con anticuerpos se detalla debajo.

Separacion de células mononucleares

Con el fin de purificar los linfocitos de las suspensiones celulares, se procedié a realizar
una purificacion por centrifugacion en gradiente de Ficoll. Para ello se lisaron los glébulos rojos
utilizando buffer de lisis para glébulos rojos durante 2 minutos y luego se diluyé con PBS 1X estéril
y se centrifugd durante 10 minutos a 1400 rpm. El pellet de células resultante se resuspendi6 en
5 mL de PBS 1X y se sembraron suavemente sobre un colchén de Ficoll PM400 (GE healthcare)
de una densidad de 1,077 g/mL. Posteriormente se centrifugé durante 30 minutos a 700xg sin
freno en un tubo coénico de 15 mL y se recuperé la fraccidn de células mononucleares en la
interfase observada. Las células fueron finalmente lavadas con PBS 1X, resuspendidas en RPMI

completo y contadas para ser utilizadas en ensayos posteriores.

Marcacién con anticuerpos y citometria de Flujo

Las suspensiones celulares fueron contadas y se separaron aproximadamente 10° células
en cada tubo conico de 15 mL para proceder a la tincion con anticuerpos acoplados con
fluoréforos. A continuacion, las células fueron lavadas con PBS 1X e incubadas con los
anticuerpos correspondientes, considerando aproximadamente 0,2 pyL de cada uno por cada
millén de células. La tincion se llevd a cabo por 30 minutos a 4°C en oscuridad y se consideraron
los controles correspondientes como muestras sin marca y simples marcas. En caso de utilizar
mas de un anticuerpo para una misma muestra, la incubacién se realizé simultdneamente. Luego
de la incubacion las células fueron lavadas, fijadas con PFA 0,5% y el porcentaje de los eventos
positivos fue determinado tras la recoleccion de 10.000 o 50.000 eventos por muestra (células
dendriticas o linfocitos, respectivamente), limitando la region analizada en la poblacion que se

corresponde con los perfiles de tamafio y granularidad. Para ello, se utilizd6 el software
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CELLQUEST en un Citémetro FACSCalibur (BD Immunocytometry Systems) o un Partec CyFlow

Space con Cell Sorter (Sysmex).

Para la marcacion intracitoplasmatica de IFN-y, se inhibié el transporte de proteinas
utilizando Brefeldina A 10 ug/mL (Sigma-Aldrich). Luego de 6 horas de incubacién con VLPSz.ecrp
o PBS, las células fueron lavadas y marcadas con un anticuerpo CD4-FITC o CD8-FITC anti raton.
Luego, las células fueron lavadas, fijadas, permeabilizadas y marcadas con anticuerpo anti IFN-y
acoplado a PE (e-Bioscience). Posteriormente se lavé nuevamente y se obtuvieron los resultados
mediante citometria de flujo. Los datos resultantes fueron analizados mediante el uso del software
FlowJo v10.8.1.

Cuantificacion de la produccion de IFN-y

Para evaluar la respuesta inmunolégica celular, se obtuvieron linfocitos derivados de bazos
de los distintos grupos de ratones inyectados (4 x 108) y se cultivaron en medio RPMI completo,
estimulando con 0.2 yg de VLPs zecrp 0 sin estimulo. Las células fueron incubadas durante 72
horas a 37°C en una atmosfera con 5% de COz. Luego las células fueron centrifugadas y los
sobrenadantes de cultivo fueron preservados a -80°C hasta realizar las determinaciones
correspondientes. Para cuantificar las concentraciones de IFN-y en los sobrenadantes de cultivo
se utilizé un kit ELISA comercial especifico para IFN-y de ratones, siguiendo las instrucciones del
fabricante (Invitrogen). Tras el uso de los estandares incluidos en el kit pudo determinarse la
concentracién de IFN-y en los sobrenadantes de cultivos considerando una concentracion final de

pg/mL.

Estado madurativo in vivo de CDs

Seis ratones BALB/c fueron inyectados por via intraperitoneal con 5 ug de VLPSzecrp O
con PBS. Veinticinco horas mas tarde los ratones fueron sacrificados, se obtuvieron los ganglios
linfaticos y se procesaron como se describié anteriormente. Las muestras fueron incubadas con
anticuerpos monoclonales acoplados a fluoréforos direccionados contra las moléculas de
superficie MHC clase Il y CD86, cuya expresion fue analizada mediante citometria de flujo en la

poblacion de células CD11c".

Con la finalidad de llevar a cabo ensayos de Mixed Lymphocyte Reaction (MLR), se
utilizaron esplenocitos de ratones C57BL/6 naive que fueron separados del resto de la poblacién
celular mediante el uso de Ficoll PM400 (GE healthcare) siguiendo el procedimiento que se detallé
anteriormente. Dichas células fueron marcadas con CFSE vy utilizadas como células
respondedoras mientras que los esplenocitos de ratones BALB/c inmunizados con VLPSz.ecrr 0O
inyectados con PBS fueron utilizados como células estimuladoras en una relacién 1:10. Luego de

5 dias, se determind la proliferacion celular mediante citometria de flujo considerando la poblacién
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que demostraba una sefal de fluorescencia baja para el canal FL-1 correspondiente a la emision
de CFSE.

Evaluacion de las respuestas humorales

Al finalizar cada protocolo de inmunizacion se almacenaron los sueros de los ratones
a -20°C. Con el fin de determinar la presencia y cantidad de anticuerpos contra eGFP
inducidos por la inyeccion de las VLPsz.ecrp, Se revistieron placas de 96 pocillos para ELISA
(Greiner) con 0.5 ug de la proteina GFP diluida en buffer de coating, permitiendo que este
paso ocurra durante toda la noche a 4°C en camara humeda. Luego, las placas fueron
lavadas 4 veces con solucion de lavado y bloqueadas con la solucion de bloqueo a 37°C
durante 1 hora en camara humeda. Posteriormente, las placas fueron lavadas nuevamente
tres veces con solucidon de lavado y a continuacion se afadieron 50 yL de cada muestra de
suero, diluidas 1:50 en buffer de diluciéon. Las muestras se incubaron 2 horas a 37°C y luego
se lavo 3 veces con solucion de lavado. La deteccion de los anticuerpos unidos se determiné
mediante el uso de un anticuerpo anti-ratén IgG conjugado con peroxidasa de rabano picante
1:2000 (BIORAD), diluido en buffer de dilucion. La incubacion se llevd a cabo por 1 hora a
37°C y luego de 3 lavados, se procedid a revelar cada pocillo con 50 uL de
Tetrametilbencidina (TMB, Abcam). La reaccién se frené luego de 30 minutos mediante el
agregado de solucion de frenado para TMB (Abcam) y posteriormente se realizé la
determinacion de la absorbancia a 450 nm en un lector de microplacas UV visible (BioTek
Epoch). Se realizé un duplicado para cada muestra, asi como controles técnicos de pocillos
que no poseen muestra, pero si anticuerpo secundario y otros que no poseen muestra ni

anticuerpos secundarios.

Anadlisis estadisticos

Todos los datos obtenidos fueron analizados en primera instancia utilizando el software
InfoStat (Universidad Nacional de Cérdoba) y posteriormente con el software GraphPad Prism
8.0.2 (Graphpad). Se verificé la normalidad de cada conjunto de datos, asi como la homogeneidad
de varianzas. En funcion de lo obtenido se realizaron analisis paramétricos o no paramétricos
utilizando la prueba correspondiente. La significancia estadistica fue determinada mediante
analisis ANOVA seguidos por el test de comparacion multiple post hoc de Tukey o tests de t no
pareados, segun corresponda. Ademas, algunos experimentos fueron analizados mediante
ANOVA de dos vias seguidas por la comparacion multiple de Tukey, de acuerdo al disefio
experimental. Los datos se expresan como la media * el desvio estandar. Para considerar
significativo estadisticamente el p-valor debi6 ser menor que 0,05 y de acuerdo con la significancia

se utilizo el siguiente codigo: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 y n.s.= no significativo.
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Generacion de las herramientas de vehiculizacion y expresiéon

Diseio in silico de la estrategia de clonado

El objetivo del clonado molecular fue obtener las secuencias correspondientes a los
marcos abiertos de lectura de cuatro variantes de superantigenos virales de MMTV: BALB2,
BALB14, LA y mtv-7. La estrategia de clonado tuvo la finalidad de lograr las construcciones pZ-
SAgs, utilizando el vector pZ y portando las secuencias de los cuatro superantigenos cada uno
por su lado, con la intencién de vehiculizarlos en VLPs utilizando sistemas de expresion de células

de mamifero.

Por otro lado, la generacion de construcciones pET-28a-SAgs, utilizando el vector pET-
28a (+) para su expresion como proteinas individuales en sistemas de expresion de bacterias. El
vector pET28-a fue seleccionado para ser el plasmido de expresion por dos razones principales:
no hizo falta hacer una modificacién en el disefo del clonado molecular para que sea compatible
con el clonado en pZ y ademas facilita la purificacion de las proteinas recombinantes mediante su

expresion unida a un tag de histidina en la region amino terminal.

Para disefnar las construcciones plasmidicas se utilizaron secuencias de la plataforma
GenBank (NIH) considerando los siguientes numeros de acceso: U71271 (BALB2), U71270
(BALB14) y U71272 (LA). Algunas de dichas secuencias son parciales y han sido publicadas
gracias al trabajo previo de integrantes del Laboratorio de Inmunologia Experimental del
IMEX, Academia Nacional de Medicina de Buenos Aires (Golovkina et al., 1997). Para disenar
el clonado de la secuencia mtv-7 se utilizdé un trabajo que reportaba la misma pero dicha
secuencia no ha sido subida a bases de datos disponibles en linea (Brandt-Carlson et al.,
1993). Ademas, dicha secuencia se utilizé en conjunto con la de BALB14 para disefar la
estrategia de clonado del superantigeno recombinante LA. Un resumen de la estrategia de

clonado se puede observar en la Seccion lll, Capitulo IV, Figura 31.

Diseno de primers

Se disenaron primers para obtener los cuatro insertos deseados agregando en su
extremo 5’ secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion: BamHI en el sentido y
Notl en el antisentido, ademas de algunas pares de bases adicionales para asegurar el
reconocimiento del sitio y digestion. Entre las secuencias de la proteina Z y el marco abierto
de lectura de cada una de las variantes de los superantigenos se agregd una secuencia de
unidn unica que ha sido previamente optimizada para permitir el correcto plegamiento de

ambos integrantes de la proteina de fusién (Borio, 2013). Ademas, se tuvieron en cuenta los
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requerimientos que rigen para el disefio de primers: composicion de GC entre 50% y 60%;
evitar la formacion de estructuras secundarias en el mismo primer y entre pares (dimeros),
especialmente en el extremo 3"; adecuada temperatura de hibridacién y con una diferencia
no mayor de 5°C entre los dos primers; siempre que sea posible conservar una purina en el
extremo 3’, entre otros.

El mismo conjunto de primers fue utilizado para realizar los clonados en los dos
vectores de expresion. Para planificar el paso a paso del clonado molecular, asi como definir
estrategias de seleccion de colonias recombinantes, se utilizo el programa Clone Manager 7
version 7.11 (Sci Ed). Se determinaron las condiciones de amplificacion 6ptimas, asi como el
perfil de ciclado. La sintesis de los primers disefiados fue tercerizada (Biodynamics) y la

secuencia de cada uno se muestra en la Tabla 9.

Nombre Secuencia
BALB2 Fw 5 CGG GAT CCATCG CCA CCATGA GCC CAT CAGACAAAG T
BALB2 Rv 5 ATA AGA ATG CGG CCG CTT AAT AAC TCAAGG GCAATG 3
BALB14 Fw 5 CGG GAT CCATCG CCA CCATGA GCC CATCAGACAAAG T
BALB14 Rv 5" ATA AGA ATG CGG CCG CGG AACCGCAAGGTTGGCC ¥
Mtv7 Fw 5 CGG GAT CCATCG CCA CCATGC CGC GCC TGC AGCAGAAATG 3
Mtv7 Rv 5 ATA AG AAT GCG GCC GCT TAAAAG GGATCGAAG CCAAC ¥

Tabla 9. Listado de primers diseiiados para obtener los insertos requeridos para este proyecto.
Se muestran los nombres asignados y las secuencias de cada uno en sentido 5°— 3’. Las secuencias
subrayadas se corresponden con los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion BamHI y
Notl. Las secuencias en negrita se corresponden con la secuencia de union Unica entre Z y los marcos

abiertos de lectura de los genes de interés.

Clonado Molecular

Materia viva

Para llevar a cabo las etapas de clonado molecular se utilizé la cepa bacteriana E. coli XL1
BLUE, genotipo recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F" proAB lacly ZAM15
Tn10 (Tet’]. Esta cepa posee resistencia a tetraciclina y es deficiente para RecA, lo que
mejora la estabilidad del inserto. Ademas, es capaz de tolerar mejor el clonado de proteinas
toxicas que otras cepas de E. coli, siempre y cuando no se adicione isopropil-3-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) al medio y esa es la razén de eleccion de esta cepa para los
objetivos particulares del proyecto. Con ese fin, la cepa fue sometida a un protocolo de

generacion de competencia térmica (Sambrook et al., 1989).
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Vector de clonado
v pJET 1.2 BLUNT (CloneJET PCR Cloning Kit, Thermo Fisher Scientific). Este vector
posee un gen letal para las bacterias, que es interrumpido ante la insercién de un
fragmento de ADN dentro del sitio de clonado multiple y por lo tanto sélo las bacterias

recombinantes sobreviven. El mismo otorga resistencia al antibidtico ampicilina.

Vector de expresion eucariota
- pZ. Este vector ha sido desarrollado previamente en el Laboratorio de Virus
Emergentes, dentro del marco de la tesis doctoral de la Dra. Cristina Borio. El mapa

detallado del plasmido puede observarse en la Figura 15.

__Notl
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Figura 15. Esquema representativo de la construccion pZ-eGFP. El plasmido fue generado por el
Dr. Agustin Ure de la Universidad Nacional de La Plata y gentilmente cedido a nuestro grupo de
investigacion. Para ello se utilizé el vector comercial pPEGFP-N3 de Clontech al cual se le adicioné la
secuencia de Z del virus Junin, Cepa Candid# en el sitio multiple de clonado. Eso permite la expresion
de la proteina de fusion Z-eGFP que tiene un peso molecular estimado de 37,9 kDa. La construccién
otorga resistencia para neomicina/kanamicina, posee tanto un origen de replicacion eucariota (SV40)
como procariota (pBR322) y ademas cuenta con la maquinaria para la expresién de proteinas en

sistemas eucariotas mediante el promotor CMV vy la sefial de poliadenilacién SV40.

Vector de expresion procariota
- pET-28a (+). Este plasmido permite el clonado y la expresién de proteinas
recombinantes en el sistema de E. coli. Los genes de interés se encuentran bajo el
control de transcripcion del bacteriéfago T7. Este vector particular posee un sitio de
fusién a un tag de histidinas en la regién amino terminal que puede proteolizarse tras
el uso de trombina y también una secuencia de tag de histidinas en la regién carboxilo

terminal. El mapa detallado del plasmido se muestra en la Figura 16.
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Figura 16. Esquema representativo de la construccion pET28-a (+). El plasmido es comercial y fue
adquirido previamente por el laboratorio. La construccion otorga resistencia para kanamicina, posee
un origen de replicacion procariota (pBR322) y un origen de replicacion del bacteriéfago f1. Ademas,
cuenta con la maquinaria para la expresion de proteinas en sistema procariota mediante el promotor
T7, el terminador T7 y el inhibidor de lactosa para que la expresién sea inducida unicamente en
presencia de IPTG. Asimismo, el plasmido posee dos secuencias repetitivas de histidinas que permiten
la purificacion mediante pseudoafinidad utilizando resinas de niquel. La secuencia HisTag1 se
encuentra en el amino terminal de la proteina, mientras que la secuencia HisTag2 queda posicionada
en el carboxilo terminal de la proteina. Dependiendo del disefio deseado se puede seleccionar alguna

de las dos estrategias.

Obtencion de los moldes de partida para la generacion de los insertos

Para obtener los cuatro insertos se utilizaron distintas muestras de partida. En el caso
de los superantigenos exdégenos como BALB2, BALB14 y LA, se utilizaron glandulas
mamarias de ratones BALB/cJ infectados por los distintos virus. En el caso de BALB2, se
utilizaron las muestras de tumores de glandulas mamarias de ratones BALB/cJ cepa LA,
muestras “LA 50 BIS” Y “LA 57 BIS”, generadas por una integrante previa del Laboratorio de
Leucemia Experimental - IMEX-ANM (Dalia Burzyn). En el caso de BALB14 y LA se utiliz6 la
muestra de tumores de glandulas mamarias de ratones BALB/cJ cepa LA muestra “LA 206
TUMOR 12/12/2006”, también trabajo previo de Dalia Burzyn.

Las muestras fueron descongeladas desde un tanque de Nitrégeno Liquido, pesadas
y resuspendidas en TRIzol (ThermoFisher) para purificar el ARN total de las mismas
siguiendo el protocolo que se detalla debajo. Luego de cuantificar el ARN de cada muestra
mediante el uso de un NanoDrop 1000® (Thermo Fisher Scientific), se utilizaron

aproximadamente 100 pg en una reaccion de transcripcion reversa con el fin de obtener el
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ADN complementario total utilizando el kit FIREScript RT cDNA Synthesis (Solis Biodyne),
siguiendo las instrucciones indicadas por el proveedor.

En el caso del superantigeno endégeno mtv-7, se requeria utilizar muestra de genoma
de alguna de las cepas de ratones endocriados que porten dicho SAg inserto, como los AKR.
Dado que en el Bioterio del IMEX ya no se crian ratones AKR, se procedié a realizar un
screening de todas las muestras disponibles en los freezers del laboratorio con posibilidades
de portar la secuencia deseada. Ademas, la muestra deberia ser de tejidos linfoides, ya que
el resto de la secuencia del MMTV se halla modificada y el gen del SAg unicamente se
expresa en ese tipo de tejidos (Ross et al., 1997). Es por ello que la muestra de partida
utilizada fue el ADN complementario (ADNc) de un pool de placas de Peyer de retrocruzas
de ratones entre cepas AKR y BALB/cJ que se encontraba rotulado como “LA1 12/09/2003”,

trabajo previo de integrantes del Laboratorio de Leucemia Experimental del IMEX-ANM.

Purificacion de ARN total

Las muestras descongeladas fueron pesadas en una balanza digital de bolsillo y en
funcién de su peso fueron resuspendidas en TRIzol (Invitrogen) en una relacion de 1 mL del
mismo cada 100 mg de tejido. Luego, fueron disgregadas utilizando un homogeneizador de
punta (OMNI TH), siempre manteniéndose en hielo. A continuaciéon, se incubaron a
temperatura ambiente por 5 minutos y posteriormente se agregaron 0.2 mL de cloroformo
cada 1 mL de TRIzol. Se mezcl6 por inversion y luego se incubd por 5 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se centrifugaron a 12000xg a 4°C durante 15 minutos y se recuperé
la fase acuosa superior, la cual fue lavada con 0.5 mL de isopropanol por cada 1 mL de
TRIZol. Luego de incubar por 10 minutos a temperatura ambiente se centrifugd a 12000xg
por 10 minutos a 4°C y el pellet fue lavado con 1 mL de etanol 75%. Nuevamente se centrifugé
a 7500xg durante 5 minutos a 4°C y se descarto el sobrenadante con pipeta. Finalmente, el
pellet se dejo secar al aire por 10 minutos y luego se disolvié en 20 uL de agua libre de
RNAsas, colocando en un bloque térmico a 65°C hasta que se observé total disolucion del
pellet. EI ARN se almacené por unas horas a -20°C y posteriormente se guardé a -80°C para

su preservacion a largo plazo.

Sintesis del ARN complementario

Se cuantifico el ARN total purificado de las distintas muestras mediante el uso de un
NanoDrop 1000® (Thermo Fisher Scientific) y se evalud tanto la absorbancia a 260nm como
las relaciones A260/280 y A260/230. Luego se utilizaron aproximadamente 100 ug en una
reaccion de transcripcion reversa con el fin de obtener el ADN complementario total utilizando
el kit FIREScript RT cDNA Synthesis (Solis Biodyne), siguiendo las instrucciones indicadas

por el proveedor. Para ello se colocaron aproximadamente 100 ug de ARN total junto con 1
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uL de oligonucledtidos al azar 100 mM y llevando a volumen final 16 pL con agua libre de
dnasas y rnasas. A continuacion, los tubos se incubaron a 70°C durante 5 minutos en un
termociclador Multigene y posteriormente se incubaron brevemente en hielo. Luego, se
adicionaron: 1 pyL de la enzima FIREScript RT (10 U), 2 pL del buffer de reaccion con
ditiotreitol (DTT) y 0,5 pyL de dNTPs 20 mM. Finalmente se incubaron a 25°C durante 10
minutos, a 37°C por 1 hora, 85°C durante 5 minutos y a 4°C hasta almacenarlo a -20°C.

En todos los casos se priorizé el uso de oligonucleétidos al azar en lugar de utilizar
oligonucledtidos dT. Antes de proceder con la obtencion de los insertos, se verificd la
integridad y calidad del ADN complementario realizando una Polymerase Chain Reaction
(PCR, del inglés Reaccion en cadena de la polimerasa) utilizando los oligonucleétidos de la

proteina B-actina murina que se muestran en la Tabla 10.

Nombre Secuencia Temperatura de
hibridacién
Actina murina Fw 5 ATG GAT GAC GATATC GCT & 57°C
Actina murina 5 ATG AGG TAGTCTGTCAGGT 3 58°C
Rv

Tabla 10. Detalles de primers especificos para la amplificacion de la secuencia de B-actina

murina. Se muestran las secuencias y las temperaturas de hibridacion correspondientes.

El perfil de ciclado utilizado para dichos primers se muestra en la Tabla 11.

Desnaturalizacion 94°C 3 minutos 1 ciclo
inicial
Desnaturalizacion 94°C 45 segundos 35 ciclos
Hibridacién 55°C 30 segundos
Extension 72°C 1 minuto 30
segundos
Extension final 72°C 10 minutos 1 ciclo
Cooling 4°C foe)

Tabla 11. Perfil de ciclado para amplificar la secuencia de B-actina murina. Se muestran las

temperaturas, tiempos de incubacion y ciclos correspondientes a cada paso.

Obtencién de los insertos mediante PCR punto final
Las reacciones de amplificacion para obtener los insertos se realizaron bajo distintas
condiciones que se detallan debajo:

- mtv-7: El volumen final fue de 25 pL y las concentraciones finales de los reactivos
utilizadas fueron: 1 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, primers forward y reverse 1 yM cada
uno, DMSO 1% y 1,25 unidades de la ADN polimerasa termoestable Platinum™ Pfx
(Thermofisher). Como molde se utilizaron 2 yL del ADN complementario rotulado

como “LA1 12/09/2003", que se encontraba preservado a -20°C. En este caso se
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realizé un ciclado desdoblado para mejorar la especificidad del producto obtenido y

optimizar la cantidad del producto deseado. El perfil de ciclado utilizado se muestra en

la Tabla 12.

Desnaturalizacion
inicial
Desnaturalizacion
Hibridacién
Extension
Desnaturalizacion
Hibridacién
Extension

Extension final
Cooling

94°C

94°C
58°C
68°C

94°C
66°C
68°C

68°C
4°C

3 minutos 1 ciclo

45 segundos 10 ciclos
30 segundos

1 minuto 30

segundos
45 segundos
30 segundos 25 ciclos
1 minuto 30

segundos

10 minutos 1 ciclo

(00)

Tabla 12. Perfil de ciclado para amplificar el marco abierto de lectura de mtv-7. Se muestran las

temperaturas, tiempos de incubacion y ciclos correspondientes a cada paso. El tamafio esperado del

producto es de 1002 pb.

- BALB2, BALB14 y LA: El volumen final fue de 25 yL y las concentraciones finales de

los reactivos fueron: 1 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, primers forward y reverse 1 uM

cada uno y 1 unidad de la ADN polimerasa PFU (PB-L). Como molde se utilizaron 2

ML del ADN complementario generado a partir del ARN total extraido de las distintas

muestras. El perfil de ciclado para amplificar BALB2 se muestra en la Tabla 13 y el
perfil de ciclado para LAy BALB14, en la Tabla 14.

Desnaturalizacion
inicial
Desnaturalizaciéon
Hibridacién
Extension
Extension final
Cooling

94°C

94°C
55°C
68°C
68°C
4°C

3 minutos 1 ciclo
45 segundos 40 ciclos
30 segundos

1 minuto
10 minutos 1 ciclo
(0.0}

Tabla 13. Perfil de ciclado para amplificar el marco abierto de lectura de BALB2. Se muestran las

temperaturas, tiempos de incubacion y ciclos correspondientes a cada paso. El tamafio esperado del

producto es de 870 pb.

Desnaturalizacion
inicial
Desnaturalizacion
Hibridacidon
Extension

94°C

94°C
58°C
68°C

3 minutos 1 ciclo
45 segundos 40 ciclos
30 segundos

1 minuto
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Extensioén final 68°C 10 minutos 1 ciclo
Cooling 4°C fove)

Tabla 14. Perfil de ciclado para amplificar los marcos abiertos de lectura de LA y BALB14. Se
muestran las temperaturas, tiempos de incubacion y ciclos correspondientes a cada paso. Los tamanos

esperados de los productos de amplificacion son de 891 pb para LAy 912 pb para BALB14.

Los equipos empleados para llevar a cabo las reacciones de amplificacion fueron el
termociclador Ivema modelo T18, MJ Research PTC-200, Mastercycler® Gradient
(Eppendorf) o Multigene TC96-CM-10 y ademas siempre que fue posible incluyé un control
negativo para las reacciones en el cual se utilizé agua ultrapura (doblemente destilada y

autoclavada) reemplazando al molde de ADN.

Obtencion de los fragmentos para su clonado

Al finalizar las reacciones de PCR, la totalidad de los productos fueron sometidos a
una electroforesis preparativa en gel de agarosa 0,8% m/v para verificar la presencia de los
productos deseados. Los fragmentos correspondientes fueron escindidos del gel y el ADN
fue purificado utilizando el kit PURO gel extraction (PB-L), siguiendo las instrucciones
indicadas por el proveedor o alternativamente siguiendo un protocolo in house utilizando
silica-gel cuyo procedimiento se detalla debajo.

Al finalizar la purificacion, se cuantificaron los acidos nucleicos mediante el uso del
equipo NanoDrop 1000® (Thermo Fisher Scientific) teniendo en cuenta la absorbancia a 260
nm asi como las relaciones A260/230 y A260/280.

Purificacion de acidos nucleicos en tacos de agarosa utilizando silica

Se colocaron 500 L de buffer QG al tubo con el taco de agarosa y se incub6 a 50°C
hasta la disolucion del mismo. Luego se mezclé la solucion de silica, se adicionaron 15 L al
tubo con el taco de agarosa y 10 UL de acetato de sodio 3M pH 5,2. Se incubé a 50°C durante
10 minutos y se homogeneizé cada 2 minutos. Se centrifugd 30 segundos a maxima velocidad
y se descartd el sobrenadante. Luego, se lavo el pellet una vez con 500 pL de buffer QG y
dos veces con 500 uL de buffer PE. Luego de dejar secar el pellet por 10/15 minutos a
temperatura ambiente, se agregaron 20 uL de buffer EB y se incub6 a 50°C durante 5/10
minutos. Finalmente se centrifugé 30 segundos a velocidad maxima y se recuperd el

sobrenadante.

Ligacién y transformacion de bacterias
Los productos purificados fueron sometidos a reacciones de ligacién utilizando la
enzima ligasa de ADN del bacteriéfago T4 (Promega) siguiendo las instrucciones del

fabricante. Las condiciones utilizadas fueron: en ausencia de Polietilenglicol (PEG) 4000, una
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relacion inserto/vector de 5:1 y una temperatura de 4°C overnight. Ademas, se utilizaron 50
ng del vector comercial pJET 1.2 BLUNT (Kit Clone Jet, Thermofisher) y para realizar los
calculos correspondientes se utilizé Biomath (Promega Tools). Posteriormente se procedio a
transferir las construcciones ligadas a bacterias E. coli cepa XL1 BLUE competentes térmicas
mediante los procedimientos detallados anteriormente. Dado que el vector posee la
caracteristica que unicamente permite la subsistencia de bacterias que tengan un inserto
interrumpiendo un gen asesino, todas las bacterias recombinantes portaban algo en su sitio
de clonado multiple. Para verificar la especificidad de los insertos se llevaron a cabo
procedimientos de PCR de colonias, mapa fisico por digestion y finalmente secuenciacién

mediante método de Sanger, tercerizado a Macrogen.

Seleccion de bacterias recombinantes

Para seleccionar las colonias que portan las construcciones se llevaron a cabo las
técnicas de PCR de colonias y mapas fisicos por digestion enzimatica, ambos descritos
previamente. Las enzimas utilizadas para los clonados en pJET fueron: Bglll (Thermofisher)
y Notl-HF (NEB).

Posteriormente, las construcciones que obtuvieron resultados esperados mediante las
dos técnicas de seleccion de recombinantes fueron analizadas mediante secuenciacion por

Sanger.

Transferencia de insertos a vectores de expresion

Una vez confirmada la presencia de las secuencias deseadas, insertas en las
construcciones logradas, asi como la identidad de las mismas, se procedié a transferirlas a
los plasmidos de expresidn. Para ello, se realizaron purificaciones de los plasmidos pJET-
SAgs mediante miniprep por lisis alcalina seguida de precipitacion con isopropanol (Sambrook
et al., 1989). Posteriormente las construcciones fueron sometidas a digestiones enzimaticas
dobles con las enzimas BamHI y Notl (Promega), que habian sido consideradas en el disefio
de los oligonucleétidos en presencia del buffer H (Promega). También se realizé la digestion
enzimatica doble con las mismas enzimas de restriccion utilizando como objetivo los vectores
de expresion receptores de los insertos: pZ-eGFP y pET-28a (+). Las digestiones se
realizaron durante toda la noche a 37°C.

Las construcciones digeridas fueron sometidas a electroforesis preparativas en geles
de agarosa 0,8% m/v con el fin de escindir los fragmentos necesarios para las ligaciones
posteriores. Los geles de agarosa fueron sometidos brevemente a luz UV para evitar
mutaciones en las secuencias de ADN y luego los tacos de agarosa escindidos fueron
sometidos a un protocolo de purificacion de ADN mediante el uso de silica, detallado

anteriormente. Luego, se procedié a llevar a cabo las reacciones de ligaciéon utilizando una
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relacién inserto:vector de 5:1 y las condiciones especificadas previamente. Se transformaron
bacterias E.coli XL1 blue competentes térmicas y se sembraron en LB con agar portando el
antibiético kanamicina. Para verificar la especificidad de los insertos se llevaron a cabo
procedimientos de PCR de colonias, mapa fisico por digestion y finalmente secuenciacion
mediante método de Sanger tercerizado a Macrogen.

Para los clonados realizados en el vector pET-28a(+) se utilizaron las enzimas Ncol
(Promega) y Hincll (Promega). Para los clonados en el vector pZ se utilizé la enzima Pstl
(Thermofisher). Una vez verificada la secuencia e identidad de las construcciones plasmidicas
logradas, se procedié a preservar stocks bacterianos portando los plasmidos deseados y

posteriormente a expresar las construcciones en sistemas heterdlogos.

Analisis bioinformatico

Una vez obtenidas las secuencias se analizaron los intervalos de confianza de los
cromatogramas y en funcién de eso se hizo una limpieza de las secuencias. A continuacion,
se realizaron alineamientos de las secuencias generadas con los primers forward y reverse
para cada clon, generando la secuencia definitiva para cada uno. Dichas secuencias fueron
comparadas con las de referencia en funcidn de trabajos previos o de su disponibilidad en
bases de datos mediante alineamientos utilizando el software MEGA. Posteriormente se
evaluo la identidad de las mismas tras una busqueda en la base de datos de BLAST.

Al seleccionar un clon para cada construccién se llevaron a cabo alineamientos de los
nucleotidos correspondientes a las cuatro variantes de los SAgs de MMTYV utilizando también
el software MEGA. A partir de dicho alineamiento se generé un gréfico del tipo Sequence

Logo (https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi) con el fin de evidenciar las regiones mas

conservadas y las mas variables de las secuencias de los superantigenos clonados.
Ademas, a partir de las secuencias nucleotidicas se llevaron a cabo analisis

bioinformaticos con respecto a las proteinas que se expresaran en cada sistema. Inicialmente

se utilizé la herramienta “Translate” de Expasy Tools para transformar las secuencias

nucleotidicas en aminoacidicas (https://web.expasy.org/translate/). Posteriormente se

determinaron los parametros de las proteinas de fusion resultantes utilizando la herramienta
“ProtParam”, que predice los pesos moleculares y el punto isoeléctrico, entre otros

parametros (https://web.expasy.org/cgi-bin/protparam). También se analizé la presencia de

dominios transmembrana utilizando la herramienta HMMTOP, desarrollada por G.E Tusnady

y I. Simon (http://www.enzim.hu/hmmtop/server/hmmtop.cgi). Por ultimo, para las

construcciones a ser empleadas en sistemas de producciéon de bacterias se utilizd la
herramienta NetSolP-1.0 con la finalidad de determinar la solubilidad de las mismas
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetSolP-1.0).
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Caracterizacion del repertorio de linfocitos T

Purificacion de ARN celular total

Como se indico previamente, sumado a los analisis realizados mediante citometria de
flujo, para cada dia y cada tratamiento se almacenaron pellets de las células tratadas a -80°C
para realizar analisis transcripcionales. Para ello se obtuvo el ARN de dichas células
utilizando el kit Viral Nucleic Acid Extraction Kit (Geneaid), siguiendo las instrucciones
brindadas por el fabricante. Brevemente, cada pellet de células se resuspendié en 200 pL de
solucién fisioldgica estéril y se agregd a un tubo en el que previamente habian 400 pL de
buffer de lisis VB. Se homogeneizé y se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente, y
luego se adicionaron 450 pL de buffer AD. Luego de mezclar bien, la totalidad del volumen
se transfirié a las columnas incluidas en el kit. Se centrifugd durante 1 minuto a 13200 rpm en
una centrifuga de mesada (Eppendorf) y se descarté el liquido remanente en el tubo colector.
Posteriormente se lavé la columna dos veces: primero con 400 uL de Buffer W1 y luego con
600 pL de Wash Buffer. Se secé la resina de la columna tras centrifugacion de 3 minutos a
13200 rpm y la columna se colocd en un microtubo nuevo. Luego, se agregaron 50 uL de
agua en el centro de la columna, incubando 3 minutos a temperatura ambiente. Finalmente,
se eluyd centrifugando durante 1 minuto a temperatura ambiente y el ARN se almacené a

corto plazo a -20°C.

Obtencion del ADN complementario celular

Una vez obtenido el ARN total, se llevé a cabo una reaccion de transcripcion reversa
para obtener el ADN complementario utilizando el kit de M-MLV (PB-L). Se tomaron 11 pL del
ARN obtenido de cada pellet celular y se colocaron en un microtubo para PCR junto con 2 uL
de primers al azar 10 yM y 2 uL de dNTPs. Luego de incubarlos a 70°C durante 5 minutos y
2 minutos de hielo, se procedié a agregar 4 uL del buffer de primera cadena (PB-L) y 1 yL de
la enzima M-MLV. Se incubé durante 10 minutos a 25°C, 50 minutos a 42°C y 5 minutos a
95°C. Para ello se utilizdé un termociclador lvema T21. Finalmente, los tubos se colocaron en

hielo y se almacenaron a -20°C hasta ser utilizados.

Integridad del ADN complementario

Antes de avanzar con los ensayos de interés se aseguré la integridad del ADN
complementario realizando una reaccion de amplificacién del gen de la B-actina humana
utilizando el ADN complementario como molde en una reaccion de PCR. Las concentraciones
de los reactivos utilizados son las mismas que se indicaron previamente para el caso de la
amplificacién por PCR del gen de la B-actina murina. Las secuencias y temperaturas de

hibridacion de los primers utilizados se muestran en la Tabla 15.
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Nombre Secuencia Temperatura de

hibridacion
Actina humana Fw 5 TAT GTG GGT GAC GAG GCC CAG AG 3 69°C
Actina humana Rv 5 TACTCCTGC TTG CTG ATC CAC ATC 3 66°C

Tabla 15. Detalles de primers especificos para la amplificacion de la secuencia de B-actina

humana. Se muestran las secuencias y las temperaturas de hibridacion correspondientes.

El perfil de ciclado utilizado para dichos primers se muestra en la Tabla 16.

Desnaturalizacién 94°C 3 minutos 1 ciclo
inicial
Desnaturalizacion 94°C 45 segundos 40 ciclos
Hibridacién 56°C 30 segundos
Extension 72°C 1 minuto
Extension final 72°C 10 minutos 1 ciclo
Cooling 4°C fove)

Tabla 16. Perfil de ciclado para amplificar la secuencia de B-actina humana. Se muestran las
temperaturas, tiempos de incubacion y ciclos correspondientes a cada paso. El tamafio esperado del
producto de amplificacién es de 929 pb.

Los productos de amplificacion fueron analizados mediante electroforesis en geles de
agarosa 0,8% siguiendo las indicaciones detalladas anteriormente. En caso de observar las
bandas de amplificacién en el tamafo esperado, se avanzo en el uso de las muestras de ADN

complementario como molde para otras reacciones de amplificacion.

Caracterizacion molecular de la actividad biolégica

Con la finalidad de caracterizar los procesos ocurriendo tras incubar a las diversas
células con los distintos tratamientos, se evalud la presencia de los ARN especificos para
genes de relevancia como Fas y Fas ligando. Las secuencias de los primers utilizados se
muestran en la Tabla 17. El perfil de ciclado utilizado fue idéntico al utilizado para B-actina
humana (Tabla 16).

Nombre Secuencia Ten'_lpe_ratu_r’a de
hibridacion
Fas humana Fw 5 ACT GTA TGT GAA CAC TGT GAC CCT & 65°C
Fas humana Rv 5 CAC TGT TTC AGG ATTAAGGTTGG & 61°C
Fas ligando Fw 5 GGATTG GGC CTG GGG ATGTTTCA 3 69°C
Fas ligando Rv 5 TTG TGG CTC AGG GGCAGG TTGTTG 3 71°C

Tabla 17. Detalle de primers especificos para la amplificacion de secuencias varias. Se muestran

las secuencias y las temperaturas de hibridacion correspondientes.
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Caracterizacion de cadenas VB del receptor de linfocitos T

El ADN complementario también se utilizé para determinar las variantes de las

cadenas del receptor de linfocitos T y asi poder determinar la especificidad de los

tratamientos. Para ello, se realizaron reacciones de amplificacion en cadena utilizando

diversos primers especificos para cada una de las variantes de las cadenas V(. El panel se

encontraba previamente disefiado y las condiciones de las reacciones se determinaron

mediante analisis bioinformaticos llevados a cabo por la Est. Ornella Denise Flores. Las

secuencias de todos los primers se encuentran debajo, y su denominacion se corresponde

con la nomenclatura de Arden et al. El disefo de la reaccién implica que las variantes de las

cadenas VB se amplifican mediante el uso de primers forward especificos, mientras que se

utiliza un solo primer reverse que hibrida en una region conservada por fuera del locus del

VB.
Nombre Secuencia Ten_1pe_ratu.r’a de
hibridacién
C reverse 5 AGATCTCTGCTTCTGATGGCTC & 63°C
VB1 5" GAACTAAACCTGAGCTCTCTG 3 59°C
VB2 5 CAGCTTCTACATCTGCAGTGC 3 63°C
VB3 5 CTGGAGTCCGCCAGCACCA ¥ 68°C
VB4 5" GAGCAACATGAGCCCTGAAG 3 63°C
VB5A 5" GCTCTGAGATGAATGTGAGCGCC 3’ 67°C
VB5B 5" GCTGAATGTGAACGCCTTGTTG 3 65°C
VB6A 5" ATCCAGCGCACACAGCAGGAG 3 69°C
V6B 5" GAAGATCCAGCGCACAGAGC 3’ 65°C
VB7A 5" CTCACCTGAATGCCCCAACAG 3 65°C
VB8 5" GCCCTCAGAACCCAGGGACT & 67°C
VB9 5" CTGGAGCTTGGTGACTCTGCTGT & 68°C
VB10 5" GATCCAGTCCACGGAGTCAGG 3 65°C
Vp11 5" CCTGGAGTCTGCCAGGCCCTC & 60°C
VB12 5 CACTCTGGAGTCCGCTACC 3 63°C
VB13A 5" TCAGGCTGCTGTCGGCTGCTC 3 71°C
VB13B 5 TGGGGTTGGAGTCGGCTGCTC & 70°C
VB13C 5" TCAGGCTGGAGTCGGCTGCTC 3 70°C
VB13D 5" TCAGGCTGGAGTCAGCTGCTC 3 68°C
VB13E 5" CCTCACGTTGGCGTCTGCTGT 3 69°C
VB14 5 GTCTCTCGAAAAGAGAAGAGG 3 59°C
VB15 5" CCCTAGAGTCTGCCATCCC & 62°C
VB16 5" GTGCAGCCTGCAGAACTGGAG ¥ 67°C
VB17 5" CACTGTGACATCGGCCCAAAAG 3’ 66°C
VB18 5" GGATCCAGCAGGTAGTGCG 3’ 64°C
VB19A 5 ATCCTGTCCTCAGAACCGGGA 3 66°C
VB20 5 CCTCCTCAGTGACTCTGGC & 63°C
V21 5" ATCCAGCCTGCAGAGCTTGG 3’ 66°C

79




VB22 5" GAAGATCCGGTCCACAAAGCTG & 65°C

VB23A 5 CTGAACTGAACATGAGCTCCTT & 62°C
VB24 5 CATCCGCTCACCAGGCCTG 3 67°C
VB25 5 TCCCAAATTCACCCTGTAGCCTTG & 66°C

Tabla 18. Listado de primers especificos para la amplificacion de las secuencias de las variantes
de cadena VB. Se muestran los nombres de cada primer, las secuencias y las temperaturas de

hibridacién correspondientes.

El perfil de ciclado utilizado para dichos primers se muestra en la Tabla 19.

Desnaturalizacién 94°C 3 minutos 1 ciclo
inicial
Desnaturalizacion 94°C 45 segundos 40 ciclos
Hibridacién 55°C 30 segundos
Extension 72°C 1 minuto
Extension final 72°C 10 minutos 1 ciclo
Cooling 4°C fove)

Tabla 19. Perfil de ciclado para amplificar las secuencias de las variantes de cadenas V. Se
muestran las temperaturas, tiempos de incubacion y ciclos correspondientes a cada paso. Los tamafios

de amplificacion varian entre 140 y 346 pb.

Los productos de amplificacion fueron analizados mediante electroforesis en gel de

agarosa 0,8% siguiendo las indicaciones detalladas anteriormente.

Disefio de paneles de primers y bioinformatica

Con la finalidad de disefiar los paneles de primers para evaluar la variacion en la
presencia de ARN mensajero codificante para cada tipo de cadena Vj3, se llevaron a cabo
analisis bioinformaticos con varias finalidades. En principio se determinaron las condiciones
de reaccion y se caracterizaron los tamafios e identidades de cada uno de los productos que
se generarian tras la PCR mediante el uso de la herramienta Primer blast.

Por otro lado, se determind la homologia entre los VB murinos y humanos con la
finalidad de predecir los clones humanos que se verian afectados utilizando determinados
superantigenos virales que no habian sido caracterizados previamente en su accién con
células humanas. Para ello se accedid a las secuencias murinas de referencia desde la base
de datos del IMGT utilizando la nomenclatura segun Arden et al. Posteriormente se empleé
la herramienta BLAST para realizar alineamientos entre cada una de las secuencias de los
VB murinos con los VB humanos. Los pardmetros para cada busqueda fueron los
predeterminados a excepcion que en lugar de utilizar megablast se utilizé el algoritmo BlastN
que genera alineamientos entre secuencias no tan similares. Se tuvieron en cuenta aquellas
homologias que presentaban un E-value menor a 10 En el caso de VB 8.2 y VB11 los
resultados no estan disponibles para todos los V3 murinos que hay de cada uno de ellos (4 y

5 variantes respectivamente), por ello se seleccionaron solo 2.
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Vehiculizaciéon de superantigenos virales en VLPs producidas en células de
mamifero

Materia viva
Para llevar a cabo la caracterizacion del sistema de expresién y la produccion de VLPs
se utilizé la linea celular HEK293T cuyos detalles y mantenimiento se describen en los

Materiales y Métodos compartidos entre todos los capitulos.

Transfeccion de células eucariotas animales

La transfeccidn con las construcciones plasmidicas pZ-SAgs se llevo a cabo siguiendo
el protocolo descrito anteriormente. En este caso se utilizaron placas de 6 pocillos para la
caracterizacion de la expresion o 2 frascos de cultivo T75 (BIOFIL) para cada construccion.
Para cada lote siempre se consideraron los controles correspondientes de control positivo
(pZ-eGFP), cuya expresion puede verificarse por microscopia de fluorescencia y mock como
control negativo en el cual se siguié el mismo protocolo de transfeccion, pero no se agregé
material genético.

Para los ensayos de expresion se aguardaron 48 horas post transfeccion y se
recuperaron las monocapas celulares para llevar a cabo analisis moleculares como

electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes y Western Blotting.

Purificacion de VLPs

La purificacion de las VLPs resultantes tras la expresidén de las construcciones en
células HEK293T se llevd a cabo como se detallé anteriormente. En el caso de las VLPsz
sags, Se utilizaron al menos 2 frascos de cultivo T75 para cada plasmido para obtener cada
lote de VLPs.

Validacion y cuantificacién de VLPs

Durante cada lote de produccién de VLPs se llevaron a cabo siempre los controles
correspondientes: verificacion de la calidad y cantidad del ADN a transfectar, control de la
expresion de eGFP mediante microscopia de fluorescencia, examen de la accién de la
proteinasa K y comprobacién de la expresion de Z mediante Western Blotting.

Para poder avanzar a los ensayos de actividad biologica de las VLPszsags se
consideré que tanto el ensayo de proteccién a proteinasa K como la inmunodeteccion
utilizando un suero anti Z de las fracciones de las VLPs purificadas sean satisfactorias.
Posteriormente, se realizé una cuantificacion de las VLPs mediante el método de Bradford,
como se detalld previamente. Todos los lotes de VLPs que hayan superado los controles

detallados anteriormente fueron almacenados a 4°C hasta su momento de uso.
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Caracterizacion de la actividad biolégica de las VLPs

Ensayos in vitro utilizando sangre periférica de dadores sanos

Declaracion de ética para el uso de muestras

Con el fin de utilizar el modelo in vitro mas fisioldgico posible, se realizaron cultivos
primarios a partir de muestras de sangre venosa periférica de dadores voluntarios sanos, que
fueron obtenidas en las instalaciones de la Universidad Nacional de Quilmes tras la firma del
consentimiento informado, de acuerdo con la version 1 del protocolo “Disefio y desarrollo de
una terapia contra linfomas y leucemias basada en superantigenos virales del MMTV”,
aprobado por el Comité de Etica del Hospital del Cruce mediante el dictamen 0022/2024. Las
extracciones fueron realizadas por el Biog. Alejandro Castello o la Tec. Cynthia Gulino en la
sala de serologia de la Planta de Servicios Biotecnoldgicos de la Unidad de Aplicaciones

Biotecnoldgicas de la Salud.

Purificacion de células mononucleares de sangre periférica

Las muestras de dadores sanos (aproximadamente 15 mL) fueron diluidas al medio
con solucion fisiolégica estéril y sembradas sobre un colchén de 12 mL de Ficoll-Hypaque
(GE Healthcare) en tubos coénicos de 50 mL. Luego de una centrifugacion a 400xg a
temperatura ambiente durante 30 minutos sin freno en una centrifuga J2-MC (Beckman
Coulter) utilizando el rotor basculante 7.5, se recuperé la nube de células mononucleares con
una pipeta Pasteur estéril. Las células se lavaron 2 veces con PBS 1X estéril y luego se
resuspendieron en 2 mL de medio RPMI completo. Posteriormente se realizé un recuento de

células utilizando azul de tripan y una camara de Neubauer.

Tincion de células mononucleares con CFSE

Con el fin de caracterizar la proliferacién de las células mononucleares durante los
ensayos de actividad biolégica con las VLPszsags, una vez contadas las células
mononucleares, se procedio a tedir las mismas utilizando el mismo protocolo que se detallé

anteriormente.

Cultivos primarios de PBMCs de dadores sanos

Una vez purificadas y contadas las células mononucleares, se procedio a la siembra
en cada uno de los wells de las placas de 96 pocillos para llevar a cabo los ensayos de
actividad biologica. En cada pocillo se colocaron 10° células con el fin de evitar el agotamiento
del medio de cultivo tras varios dias de ensayo.

Los tratamientos utilizados fueron: VLPSzmw7, VLPSzsae14, VLPSzBALB2, VLPSZLA,
VLPsz.ecrpy PBS estéril. Las cantidades utilizadas como estimulo fueron de 200 ng para cada

pocillo. Para cada tratamiento se realizaron 3 series independientes de pocillos: células
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tefidas con CFSE para evaluar proliferacién, células sin tefir para analizar apoptosis
posteriormente y células sin tedir para guardar los pellets de células y analizar la expresién
de ARN mensajeros posteriormente. Ademas, para cada serie y tratamiento se utilizé un

pocillo por dia durante 7 dias, con la finalidad de caracterizar la cinética del efecto bioldgico.

Microscopia de campo claro

Durante los ensayos de actividad biolégica se analizé la morfologia celular en los
distintos tratamientos tras observacion ante una lupa invertida. Se tomaron fotos de los
campos observados utilizando los objetivos de 10X y 20X mediante el uso de la camara de

un teléfono celular inteligente (Samsung).

Tincién con ioduro de propidio u 7-AAD y Anexina-V

Cumplidos los periodos de tiempo establecidos en el disefio experimental de cada
ensayo, se procedié a recuperar las células de cada uno de los pocillos y colocarlos en tubos
de citometria (Beckton Dickinson). Los tubos fueron sometidos a una centrifugacién a 1500
rom durante 10 minutos a temperatura ambiente y se descartaron los sobrenadantes.
Posteriormente, los pellets celulares se lavaron dos veces con PBS 1X estéril y luego se
resuspendieron en 100 uL de buffer de unién 1X diluido inmediatamente antes (BD). A
continuacion, se agregé 1 uL de Anexina-V-FITC o Anexina-V-PE (BD) segun corresponda y
2 uL de loduro de Propidio 50 ug/mL o 1 pyL de 7-aminoactinomicina D (7-AAD) 50 ng/pL.
Luego de 15 minutos en oscuridad a temperatura ambiente, se procedié a analizar las

muestras marcadas mediante citometria de flujo.

Citometria de Flujo

Una vez preparadas las células para ser analizadas mediante citometria de flujo, se
utilizé un FACSCalibur (BD) para analizar los perfiles de tamafio, granularidad y emision de
fluorescencia de las mismas. En todos los casos el analisis se redujo a la region de los
linfocitos de acuerdo con su perfil de tamano y granularidad.

En el caso de marcaciones con CFSE, una vez lavadas y resuspendidas en 200 yL
de isoflow (BD), se procedio a analizar la emision de fluorescencia en el canal FL1 utilizando
un seteo establecido por los controles sin marca.

En el caso de dobles marcaciones Anexina-V-FITC - loduro de Propidio, se analizo la
emision de fluorescencia en los canales FL1 y FL3, respectivamente. Para ello se utilizé un
seteo establecido por los controles sin marca y simples marcas.

En el caso de dobles marcaciones 7-AAD/ Anexina-V-PE, se analiz6 la emision de
fluorescencia en los canales FL1 y FL2, respectivamente. Para ello se utilizd un seteo
establecido por los controles sin marca y simples marcas.

Los datos fueron posteriormente analizados mediante el uso del software FlowJo VX.
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Estadistica
Para la generacion de los graficos se utilizdé el software GraphPad Prism 8.0.2

(Graphpad). Al carecer de réplicas no se llevaron a cabo analisis estadisticos.

Expresidén y purificacion de superantigenos virales en sistemas bacterianos

Materia viva

Los ensayos de expresion de proteinas recombinantes fueron desarrollados utilizando
la cepa bacteriana E. coli DE3 Rosetta cuyo genotipo es F- ompT hsdSB(rB- mB-) gal decm
(DE3) pRARE (CamR). Esta variante se encuentra derivada de la cepa BL21 y posee un
disefo particular para mejorar la expresion de proteinas de origen eucariético que contienen
codones raramente utilizados en E. coli. Para ello, porta un plasmido que confiere resistencia
a cloranfenicol y que codifica para los ARN de transferencia AGG, AGA, AUA, CUA, CCCy
GGA, que ademas posee el gen de la lisozima de T7. DE3 indica que la cepa es un liségeno
de ADE3 y como consecuencia porta una copia cromosomal de la T7 ARN polimerasa bajo el

control del promotor lacUV5.

Con el fin de utilizar dichas bacterias como sistema de produccion de proteinas
heterdlogas se produjeron competentes térmicas de las mismas, utilizando el mismo protocolo

gue ha sido descrito anteriormente para la cepa E.coli XL1 BLUE.

Transformacion de bacterias E. coli Rosetta

Las cuatro construcciones plasmidicas pET-28a-SAgs fueron transferidas a bacterias
E. coli Rosetta competentes térmicas siguiendo protocolos descritos anteriormente. Luego de
sembrar las mismas en placas de agar sélido con kanamicina y cloranfenicol, se procedié a
corroborar que las colonias seleccionadas efectivamente portaban la construcciéon, mediante
la técnica de PCR de colonias utilizando los primers universales T7 promy T7 ter. Finalmente

se selecciond una unica colonia por construccion y se guardaron stocks de las mismas.

Prueba de expresién a pequeina escala

Se produjeron cultivos de 5 mL de LB conteniendo kanamicina y cloranfenicol,
inoculados con cultivos saturados tras crecimiento durante toda la noche de las colonias
seleccionadas de E.coli Rosetta portando las cuatro construcciones pET-28-SAgs cada una
por separado. Una vez lograda una Densidad Optica a 600 nm (DOgoo) entre 0.5 y 0.9, se
indujo la expresion tras el agregado de IPTG a una concentracion final de 1 mM. Como control
“no inducido”, también se utilizé un duplicado de cada cultivo al cual no se le agrego IPTG.
Se tomaron alicuotas de las bacterias de todos los cultivos para analizar la expresion a

distintos tiempos: 0 horas, 2 horas y 4 horas.
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Los pellets bacterianos fueron separados tras centrifugacion a 13200 rpm durante 1
minuto y se descartaron los sobrenadantes. Posteriormente, los pellets celulares fueron
mantenidos a -20°C hasta el analisis de los mismos. Inicialmente los ensayos se llevaron a
cabo en condiciones estandar: agitacion de 200 rpm, 37°C e induccion con IPTG
concentracion final 1mM.

El analisis de la expresion de proteinas se llevé a cabo mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida 12% m/v en condiciones desnaturalizantes siguiendo el protocolo que
se indico previamente. Para estandarizar la cantidad de bacterias sembradas en cada calle a
pesar que las mismas siguen creciendo durante el ensayo, se utilizaron 0.2 unidades de DOggo
en cada calle.

Para verificar la correcta expresioén y la identidad de las proteinas recombinantes, se
llevd a cabo un Western Blotting de las muestras bacterianas utilizando un anticuerpo contra

el tag de histidina, siguiendo los protocolos que se detallaron previamente.

Optimizacion de la expresion a pequena escala
Con la finalidad de determinar las condiciones 6ptimas de expresion y purificacion de
las cuatro variantes de las proteinas, se analizaron diversas variaciones a las condiciones
estandar:
- expresion durante toda la noche (16 horas) induciendo con una concentracion de IPTG
100 pM.
- expresion a 16°C y 22°C.
Siempre se mantuvo la agitacion de 200 rpm, se tomaron muestras a tiempos 0 (previo
a la induccion), 2 horas y 4 horas de expresion. Ademas, como control se utilizaron cultivos
“no inducidos”. Los resultados fueron obtenidos como se detallé anteriormente, realizando
electroforesis de proteinas y comparandolos con los patrones de expresién obtenidos

utilizando las condiciones estandar.

Analisis de solubilidad a pequeiia escala

Una vez determinadas las condiciones optimas de expresion, se analizo la solubilidad
de las proteinas recombinantes tras lisis de las bacterias. Para ello, se resuspendieron los
pellets bacterianos correspondientes a 1 mL de cultivo en 500 uL de buffer de lisis y se sonico
en hielo durante 6 ciclos de: 10 segundos encendido y 1 minuto apagado, a una intensidad
del 50%. Se utilizd un sonicador de punta gentiimente prestado por el Laboratorio de
Investigaciones en Biotecnologia Sustentable de la Universidad Nacional de Quilmes. Todo
el proceso se realizé con sumo cuidado de no elevar la temperatura, utilizando hielo y recesos
necesarios. Ademas, se asegurd que la punta del sonicador quede en el centro del liquido,

sin tocar las paredes del tubo. Los Joules totales entregados a las bacterias fueron de
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aproximadamente 270 considerando pellets de aproximadamente 1 mL. Posteriormente se
procedié a centrifugar durante 10 minutos a 13200 rpm a 4°C para separar las fracciones
solubles e insolubles. Las mismas se fraccionaron en tubos diferentes y fueron utilizadas
como muestras para observar el patron de proteinas de cada una en geles de poliacrilamida
12% m/v desnaturalizantes.

Con la finalidad de evaluar si mejora la solubilidad de las proteinas, se analiz6 el efecto

del agregado de trehalosa al buffer de lisis.

Produccién de proteinas recombinantes

Una vez determinadas las condiciones éptimas de expresion y purificacion para cada
proteina, se llevé a cabo la produccion a mayor escala de las mismas, considerando un
volumen de cultivo de 250 mL. Luego del tiempo determinado para la expresién, se obtuvieron
los pellets bacterianos tras centrifugacion del cultivo en tubos cénicos de 50 mL y a una
velocidad de 5000 rpm durante 10 minutos a 4°C en una centrifuga Beckman Coulter J2-MC
utilizando el rotor JA-14. Tras la centrifugacién se descartd el sobrenadante y los pellets
bacterianos fueron almacenados a -20°C hasta ser utilizados.

Los pellets fueron luego resuspendidos en 5 mL de buffer de lavado Tris y sometidos
a sonicado en hielo, completando 6 ciclos de: 10 segundos encendido y 1 minuto apagado, a
una intensidad de 50%, otorgando una energia total de 483 Joules. Posteriormente se
procedi6 a separar las fracciones solubles e insolubles mediante centrifugacion a 10000 rpm
durante 10 minutos a 4°C, utilizando una microcentrifuga de mesada. Dado que en general
las proteinas se encontraban en la fase insoluble, se procedio a purificar, solubilizar y romper

los cuerpos de inclusion.

Fraccionamiento y solubilizacion de cuerpos de inclusion

Las fracciones insolubles obtenidas como se menciona arriba fueron resuspendidas
en 5 mL de buffer de lavado con tritdn. Se sonicd por cuatro ciclos iguales a los utilizados
previamente y se centrifugd durante 10 minutos a 14000 rpm a 4°C. Luego se resuspendio el
pellet obtenido en 5 mL de buffer de lavado de urea. Nuevamente, se sonico durante 4 ciclos
iguales a los utilizados previamente y se centrifugé durante 10 minutos a 14000 rpm a 4°C.
El pellet obtenido fue resuspendido en 5 mL de buffer de lavado Tris. Se sonicd nuevamente
por un total de cuatro ciclos, iguales a los utilizados previamente y se centrifugé durante 10
minutos a 14000 rpm a 4°C. Este ultimo pellet fue almacenado a -20°C hasta ser utilizado.

Para solubilizar los cuerpos de inclusion se trabajé a temperatura ambiente para evitar
la cristalizacion de la urea. Los pellets almacenados previamente fueron resuspendidos en 5
mL de buffer A, al que se le afadié inmediatamente antes de su uso DTT y también PMSF

como inhibidor de proteasas. Se mantuvo en agitacion por un periodo entre 30 y 60 minutos
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a temperatura ambiente utilizando un agitador magnético. Posteriormente se centrifugd
durante 15 minutos a 14000 rpm a 4°C y se recuperd la fraccion soluble. Dichas fracciones
fueron utilizadas para la purificacion de las proteinas recombinantes. Todas las fracciones
restantes en cada uno de los pasos fue guardada y ninguna se descarté, con la finalidad de

analizar la presencia de las proteinas deseadas en cada una de las mismas.

Purificacion por cromatografia de afinidad

Dado que las proteinas recombinantes se hallan fusionadas a un tag de histidina en
su region carboxilo terminal, se procedio a la purificacion de las mismas utilizando la columna
de Niquel HisTrap (Cytiva). El proceso se realizé manual, utilizando jeringas de 10 mL.

Inicialmente se analizé la correcta coloracion de la matriz de la columna, para evitar
que haya problemas debido a que el niquel capturado en la resina no se encuentre en el
estado que corresponde. Todas las soluciones utilizadas fueron filtradas previamente
utilizando un filtro de 0.45 pm y ademas se coloco otro filtro de 0.45 pm en el extremo de
ingreso de muestras a la columna. Para comenzar con la purificacion se lavo la columna con
10 mL de agua miliQ y se equilibré la misma con 10 mL del buffer A. Se inyecté 1 mL de la
muestra y se lavé con 15 mL de buffer A. Posteriormente se lavoé con 10 mL de una mezcla
de 90% buffer A, 10% buffer B. Finalmente se eluyd con buffer B y se colectaron fracciones
de 500 uL del eluato. Todas las otras fracciones también fueron recuperadas y almacenadas
a -80°C hasta analizarlas. El analisis del proceso de purificacion se llevé a cabo mediante

electroforesis en geles de poliacrilamida 12% m/v, como se describié anteriormente.

Eliminacion de urea mediante dialisis en dos pasos

Considerando que se desea evaluar la actividad biolégica de las proteinas
recombinantes en condiciones de cultivos celulares eucariotas y que ademas su funcién
depende del plegamiento de las mismas, se procedid a eliminar la urea de las preparaciones
mediante dialisis. Para ello, se colocaron las muestras a dializar dentro de membranas de
dialisis selladas con broches plasticos utilizando la membrana estandar de celulosa (Fisher
Scientific), que posee un cutoff de 12- 14 kDa. Se colocaron entre 1y 2 mL de las fracciones
de purificacion seleccionadas y los paquetes fueron sumergidos en 500 mL de solucion de
didlisis. La dialisis se realizé durante toda la noche a 4°C con agitacion moderada y al dia
siguiente se realizé un recambio de la solucion, manteniendo el segundo paso de dialisis
durante 6 horas. Finalmente se recuperd la fraccion dentro de la membrana de didlisis y la
misma se sometio a una centrifugacion de 13200 rpm durante 15 minutos, a 4°C para separar
las fracciones solubles e insolubles. Los resultados se observaron mediante electroforesis en

geles de poliacrilamida.

Eliminacion de urea mediante didlisis escalonada
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Con la intencion de obtener las proteinas recombinantes en la fraccidén soluble, se
llevé a cabo un protocolo de didlisis escalonada. Para ello, se utilizé la misma membrana de
didlisis y los mismos volumenes de muestra dentro del caramelo, pero el proceso se llevé a
cabo en 6 pasos. Cada paso consto de la incubacién de 500 mL de la solucion de dialisis 1l y
la incubacién por 1 hora con agitacion moderada a 4°C. Luego del primer paso se retiro el
30% del volumen de la solucién de dialisis y se reemplazé con solucién de didlisis fresca. Los
pasos posteriores constaron de retirar el 50% del volumen de la solucion de didlisis y
reemplazarla con solucion fresca. Al finalizar el proceso, se recuperd el contenido del
caramelo y se analizaron las fracciones solubles e insolubles tras centrifugacion como se

detallé previamente.

Evaluacion del efecto del pH sobre la solubilidad de las proteinas recombinantes

Para poder determinar si existe una relacién entre el pH del buffer en el que se
encuentran los SAgs-HT con su solubilidad, se procedié a tomar una de las fracciones de
purificacion de mtv-7-HT (Alicuota #16). Se determind la concentraciéon de la proteina
mediante el método de Bradford. Posteriormente se determiné el pH original de la proteina
utilizando tiras reactivas (Whatman) y se llevaron a cabo diluciones 1/10 utilizando distintas
soluciones buffer. solucion amortiguadora HCI/KCI 0.1M pH 2.0; solucion amortiguadora
Acetato de sodio 0.1 M pH 4.5; solucién amortiguadora Tris/HCI 0.1 M pH 6.6 y solucion
amortiguadora Tris/HCI 0.1 M pH 8.0. Se tomaron 20 pL de la proteina y se llevaron a volumen
final 200 pL con las soluciones que se detallan arriba. Se mantuvo en agitacién durante 30
minutos y posteriormente se centrifugé durante 10 minutos a velocidad maxima en una
centrifuga de mesada para separar las fracciones soluble e insoluble.

Con la finalidad de equiparar las proporciones entre ambas fracciones, se precipitaron
las proteinas de las fracciones solubles utilizando Acido TriCloro acético (ATC). Brevemente,
se utilizé una solucion stock de ATC 50% m/v y se llevé a concentracion final 13% m/v. Las
muestras se incubaron en hielo durante 30 minutos y luego se centrifugaron durante 10
minutos a velocidad maxima a 4°C. Se descartaron los sobrenadantes y se repitio el paso de
centrifugacion con las mismas condiciones. Luego se lavo 2 veces con acetona fria,
afiadiendo 1 volumen (200ul) a cada microtubo, se homogeneizé utilizando un vértex y se
volvié a centrifugar a 4°C por 10 minutos a velocidad maxima. Finalmente se dej6 secar el
pellet al aire durante 10 minutos.

Para evaluar el efecto del pH sobre la solubilidad se llevo a cabo una electroforesis en
gel de poliacrilamida 12% m/v preparando las muestras de la siguiente manera afadiendo 5

uL de buffer de siembra, 10 uL de agua ultrapura y 5 uL de Buffer Tris 1M pH 8,3.
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MATERIALES Y METODOS DEL CAPITULO VI

Generacion de las herramientas de vehiculizacion y expresiéon

Diseio in silico de las herramientas

Dado que era necesario contar con diversas construcciones plasmidicas para llevar
adelante el proyecto de investigacion, se disefaron cuatro construcciones para las dos
estrategias propuestas. Por un lado, se planifico la vehiculizacion del SAg BALB2 en VLPs
derivadas del sistema AP205 y por otro lado la vehiculizacién del SAg BALB2 en nanojaulas
sintéticas utilizando el sistema SpyCatcher/SpyTag. Se seleccioné el SAg BALB2
considerando su clonalidad mas reducida y con la intencién de facilitar las pruebas de
concepto para caracterizar la especificidad de su actividad biolégica. Ademas, ante la
posibilidad econémica de generar dos variantes se decidié sintetizar el marco abierto de
lectura completo de BALB2, idéntico a la secuencia obtenida de los clones caracterizados del
Capitulo IV y por otro lado una versién mas corta a la que nos referiremos como “CT” porque
corresponde al dominio carboxilo terminal del marco abierto de lectura desde el motivo RKRR
hacia el 3'.

Para el sistema AP205 es necesario contar con las secuencias nucleotidicas de los
antigenos a vehiculizar en un plasmido de clonado convencional, cuyo Multiple Cloning Site
(MCS) esté flanqueado por las enzimas Pstl y Ncol que permiten la transferencia del inserto
en forma direccionada al vector de expresion, llamado pAPKP. Un resumen de la estrategia
de clonado se puede observar en la Seccioén lll, Capitulo VI, Figura 60.

Para el sistema de vehiculizacion en nanojaulas sélo es necesario contar con los
marcos abiertos de lectura en un plasmido que permita la expresién de los antigenos SpyTag
en el sistema de expresion elegido, que en este caso al ser bacteriano se seleccioné el mismo
que se utilizé en el Capitulo IV: pET28-a (+). Dicho plasmido permite la purificacion de las
proteinas expresadas mediante el uso de resinas de niquel ya que ofrece la posibilidad de
fusionar el marco abierto de lectura a un fag de histidinas en el amino terminal o en el carboxilo
terminal. En este caso se selecciond una estrategia de uso del tag de histidinas en el carboxilo
terminal ya que la secuencia SpyTag se halla en la regidon amino terminal, pero ademas se
incorpord una secuencia de reconocimiento de trombina entre el fin del marco abierto de
lectura de BALB2 y el fag de histidinas para obtener una versiéon mas limpia de las proteinas

de fusion.

89



Obtencién de las construcciones plasmidicas

Las cuatro construcciones que portan el marco abierto de lectura de BALB2 en sus
dos versiones fueron solicitadas para su sintesis a Twist Biosciences. Al llegar en forma
liofilizada fueron resuspendidas a una concentracion final de 20 ng/uL.

La construccion para la generacion de las nanojaulas sintéticas fue solicitada desde
Addgene, cuyo nombre es SpyCatcher003-mi3 (numero de catalogo 159995). La
construccion fue generada de forma artificial utilizando la 2-ceto-3-desoxi-fosfoglutanato
algolasa de la bacteria Thermotoga maritima (Rahikainen etal., 2021). Las particulas
derivadas de la expresion de dicho plasmido en bacterias E. coli son nanojaulas cubiertas de
la proteina SpyCatcher003 que es una versién mutada de la original para reducir la
neutralizacién de las mismas por anticuerpos preexistentes en seres humanos. Sin embargo,
mantiene las propiedades de interaccién y creacion de una unién isopeptidica espontanea al
reconocer a su contraparte, SpyTag. La construccion plasmidica fue recibida en una puncién
bacteriana de bacterias E. coli DH5a sobre agar sélido. A partir de dicho material se realizé
una siembra por agotamiento en una placa de agar sélido con kanamicina. A partir de ello se
utilizé una colonia individual para inocular medio liquido con antibiético y posteriormente

realizar miniprep utilizando el kit Qiaprep Spin Miniprep (Qiagen).

Clonado Molecular

Materia viva

Para llevar a cabo las etapas de clonado molecular se utilizé la cepa bacteriana E. coli
10G, genotipo F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) endA1 recA1 ¢80dlacZAM15 AlacX74
araD139 A (ara, leu)7697 galU galK rpsL (StrR) nupG A- tonA. Esta cepa posee resistencia a
estreptomicina y es deficiente para RecA, lo que mejora la estabilidad del inserto. Con ese

fin, la cepa fue sometida a un protocolo de generacién de competencia eléctrica (Sambrook,
J., Maniatis, T., & Fritsch, 1989).

Vectores de expresion procariotas
- pET28-a (+). Este vector es idéntico al utilizado en el Capitulo IV y el mapa detallado
del plasmido se muestra en la Figura 16.
-> pAPKP. Este vector ha sido desarrollado previamente por el Dr. David Peabody y el

mapa detallado del plasmido puede observarse en la Figura 17.
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Figura 17. Esquema representativo de la construccion pAPKP. El plasmido fue generado por el
grupo liderado por el Dr. David Peabody y gentilmente cedido al grupo de investigacion liderado por el
Dr. Chackerian. La proteina de capside de AP205 se incorpord en un plasmido derivado de pBAD-
topo-THIO. Eso permite la expresion de la proteina de la capside de dicho bacteriéfago bajo el promotor
de arabinosa. La construccion otorga resistencia para ampicilina, posee un origen de procariota
(pBR322) y ademas cuenta con la posibilidad de expresar las proteinas fusionadas a un fag de

histidinas.

Transformacion de bacterias mediante choque eléctrico

Las construcciones sintetizadas fueron transferidas a las bacterias E. coli 10G
electrocompetentes mediante un protocolo de transformacion eléctrica. Para ello, se
colocaron 10 uL de bacterias junto con 1 yL de las mezclas de ligacion, y se causé un shock
eléctrico con el equipo MicroPulser (BIORAD). Luego de 1 hora de recuperacién en 1 mL de
medio LB liquido sin antibidticos, se disperso la totalidad de las bacterias en placas de medio

sélido LB con los antibiéticos correspondientes en cada caso.
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Transferencia de insertos a los vectores de expresion

Con la finalidad de generar las construcciones finales pAPKP-BALB2 y pAPKP-CT,
los plasmidos pTwist-BALB2 y pTwist-CT fueron digeridos con las enzimas Pstl y Ncol (NEB).
También se realizé la digestién doble del vector final de expresion, pAPKP. Posteriormente
los productos de digestién fueron sometidos a electroforesis preparativas en geles de agarosa
1% ml/v y los fragmentos esperados fueron escindidos. El material genético fue purificado de
los tacos de agarosa utilizando el kit Qlaquick gel extraction (Qiagen). Se cuantificé la

concentracién del ADN purificado mediante el uso de un nanodrop.

Se prepararon dos mezclas de ligacion utilizando 50 ng de vector, considerando un R
de 5:1. Las ligaciones se realizaron durante toda la noche a 4°C, utilizando la enzima T4 DNA
ligasa (NEB). Al finalizar el tiempo de incubacion, se inactivo la enzima incubando las mezclas
de ligacion a 65°C durante 10 minutos. Posteriormente, 5 pL de las mezclas de ligacion fueron
transferidas a las bacterias E. coli 10G electrocompetentes mediante un protocolo de

transformacion eléctrica, como se indico previamente.

Luego de sembrar en placa de LB agar sélido con ampicilina y obtener varias unidades
formadoras de colonias, se realizé una verificacion de las colonias recombinantes. Para ello
se comenzaron cultivos liquidos de dos colonias de cada construccion y se purificé el ADN
plasmidico total utilizando el kit Qiaprep Spin Miniprep (Qiagen). Para determinar la
especificidad de los insertos en los vectores se realizaron mapas fisicos por digestion con las
enzimas Pstl y Ncol (NEB) y finalmente secuenciacion mediante método de Sanger,

tercerizado a GeneWiz utilizando los primers universales pBAD Fw y pBAD Ruv.

Analisis in silico de las secuencias obtenidas

Una vez obtenidas, las secuencias fueron analizadas en funcion de los intervalos de
confianza de los cromatogramas, lo que permitid realizar una depuracion de los datos.
Posteriormente, se alinearon los fragmentos obtenidos con los primers forward y reverse
correspondientes a cada clon, lo que permitid reconstruir la secuencia final. Estas fueron
luego comparadas con las utilizadas en la sintesis.

Ademas, a partir de las secuencias nucleotidicas se llevaron a cabo andlisis
bioinformaticos con respecto a las proteinas que se expresaran en cada sistema. Inicialmente
se utilizé la herramienta “Translate” de Expasy Tools para transformar las secuencias

nucleotidicas en aminoacidicas (https://web.expasy.org/translate/). Posteriormente se

determinaron los parametros de las proteinas de fusion resultantes utilizando la herramienta
“ProtParam”, que predice los pesos moleculares y el punto isoeléctrico, entre otros

parametros (https://web.expasy.org/cgi-bin/protparam). También se analizé la presencia de

dominios transmembrana utilizando la herramienta HMMTOP, desarrollada por G.E Tusnady
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y |. Simon (http://www.enzim.hu/hmmtop/server/hmmtop.cgi). Por ultimo, se utilizd la

herramienta NetSolP-1.0 con la finalidad de determinar la solubilidad de las mismas
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetSolP-1.0).

Vehiculizaciéon de superantigenos virales utilizando el sistema AP205

Materia viva
Los ensayos de expresion de las construcciones para la vehiculizacién de BALB2

fueron desarrollados utilizando las cepas bacterianas:

- E. coli BL21 DE3 cuyo genotipo es fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdS
A DE3 = A sBamHlo AEcoRI-B int: :(lacl: PlacUV5:T7 gene1) i21 Aninb.

= E. coli BL21 DE3 Magic, gentilmente cedidas por la Dra. Ménica Rosas Lemus,
profesora asistente de la Universidad de Nuevo México.

= E. coli DE3 C41 cuyo genotipo es F- ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3).
Dicha cepa deriva de BL21 (DE3) y posee varias mutaciones que previenen la muerte
celular a causa de la expresion de diversas proteinas téxicas.

- E. coli DE3 Rosetta, que fue detallada previamente.

Con el fin de utilizar dichas bacterias como sistema de produccion de proteinas heterdlogas

se utilizaron competentes eléctricas comerciales de las mismas.

Transformacion de bacterias

Para avanzar en la expresion, se transformaron las construcciones plasmidicas a
distintas cepas de bacterias E. coli BL21 DE3 mediante un protocolo de electroporacion.
Posteriormente, se sembraron las bacterias en placas de agar solido con los antibioticos
correspondientes y algunas de las colonias obtenidas fueron seleccionadas para ser

utilizadas en ensayos de expresion.

Prueba de expresién a pequeina escala

Se produjeron cultivos de 5 mL de LB conteniendo los antibiéticos correspondientes
(s6lo kanamicina o kanamicina y cloranfenicol), inoculados con cultivos saturados tras
crecimiento durante toda la noche de las colonias seleccionadas de E. coli portando las
construcciones deseadas. Una vez lograda una DOsgo entre 0.5 y 0.9, se indujo la expresion
tras el agregado de IPTG a una concentracion final de 1 mM. Como control “no inducido”,
también se utilizé un duplicado de cada cultivo al cual no se le agrego IPTG. Se tomaron

alicuotas de las bacterias de todos los cultivos para analizar la expresién a distintos tiempos.
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Los pellets bacterianos fueron separados tras centrifugacion a 13200 rpm durante 1
minuto y se descartaron los sobrenadantes. Posteriormente, los pellets celulares fueron
mantenidos a -20°C hasta el analisis de los mismos. Inicialmente los ensayos se llevaron a
cabo en condiciones estandar: agitacion de 200 rpm, 37°C e induccion con arabinosa a una
concentracion final de 0,2%.

El analisis de la expresion de proteinas se llevd a cabo mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida 12% m/v en condiciones desnaturalizantes siguiendo el protocolo que se
indico previamente. Para estandarizar la cantidad de bacterias sembradas en cada calle a
pesar que las mismas siguen creciendo durante el ensayo, se utilizaron 0.2 unidades de DOsgqo
en cada calle. Tras algunos problemas técnicos se comenzaron a preparar las muestras para
la electroforesis resuspendiendo los pellets bacterianos con buffer de lisis sin DTT vy
sonicando durante 6 ciclos de 30” ON + 1" OFF.

Optimizacion de la expresion a pequena escala
Con la finalidad de determinar las condiciones éptimas de expresién de las VLPs, se
analizaron las condiciones:
- expresion a 15°C y 25°C.
- DOego cercana a 1.
Siempre se mantuvo la agitacion de 200 rpm, se tomaron muestras a tiempos 0 (previo
a la induccion), 2 horas y 4 horas de expresion. Ademas, como control se utilizaron cultivos
“no inducidos”. Los resultados fueron obtenidos como se detalld anteriormente, realizando
electroforesis de proteinas y comparandolos con los patrones de expresion obtenidos

utilizando las condiciones estandar.

Produccién de VLPs

Se prepararon 100 mL de cultivos bacterianos en medio LB liquido y los antibioticos
correspondientes. Se aguardé a que los cultivos lleguen a una DO600 de 0,6 y se indujo la
expresion mediante el agregado de arabinosa 20% m/v hasta una concentracion final de
0,2%. Luego de expresar durante toda la noche a temperatura ambiente, se obtuvieron los
pellets bacterianos tras centrifugacion de los cultivos en tubos cénicos de 50 mL y a una
velocidad de 3273xg durante 30 minutos a 4°C en una centrifuga Beckman Coulter Allegra X-
12R utilizando el rotor TA-14. Alternativamente la expresion se realizé a 37°C induciendo a
DOesoo superiores a 1,2. Tras la centrifugacion se descarté el sobrenadante y los pellets

bacterianos fueron almacenados a -20°C hasta ser utilizados.
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Analisis de la solubilidad de las VLPs

Se separé una fracciéon de 5 mL de cada cultivo inducido y dichos pellets bacterianos
fueron resuspendidos en 500 uL de buffer de lisis sin DTT y se agregaron 5 uL de Detergente
de desoxicolato sddico (DOC, ThermoFisher) 5%. Se incubdé 30 minutos en hielo y
posteriormente se procedié a sonicar durante 5 ciclos de 10” ON + 10” OFF. Se agregaron
0,63 pL de MgCl, 2M (Quality Biological INC) y 0,12 uL de CaCl, 2M (Quality Biological INC).
Luego de homogeneizar utilizando un vértex se agregaron 0,5 puL de dnasa 10 mg/mL y se
incubd 1 hora en hielo. Se trasvaso a tubos coénicos con rosca y se centrifugd durante 30
minutos a 4°C a 10733xg. Se separaron los pellets de los sobrenadantes y se analizé el perfil
de expresion de proteinas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida. Ademas, se
analizé la presencia de ARN de bacteriéfagos en cada una de las fracciones mediante

electroforesis en geles de agarosa.

Purificacion de VLPs

Los pellets bacterianos de 100 mL de cultivos inducidos fueron resuspendidos en 5
mL de buffer de lisis sin DTT y se agregaron 50 pL de DOC 5%. Se incubd 30 minutos en
hielo y posteriormente se procedié a sonicar durante 7 ciclos de 15” ON + 15” OFF. Se
agregaron 12,5 yL de MgCl> 2M (Quality Biological INC) y 2,5 pL de CaCl; 2M (Quality
Biological INC). Luego de homogeneizar utilizando un vortex se agregaron 10 uL de dnasa
10 mg/mL y se incubd 1 hora en hielo. Se trasvaso a tubos cénicos con rosca y se centrifugd
durante 30 minutos a 4°C a 10733xg. Se separaron las fracciones solubles en tubos de 50
mL nuevos y se adicioné sulfato de amonio para llegar a una concentracion final del 70%.
Aproximadamente para 10 mL de sobrenadante se utilizaron 4,5 gramos de sulfato de

amonio, calculados utilizando la herramienta https://files.encorbio.com/protocols/AM-

SO4.htm. Se solubilizd por inversion y se incubd durante 15 minutos en hielo. Los pellets
fueron resuspendidos en 2,5 mL de SCB 1Xy se almacenaron a 4°C para ser utilizados como
control. Luego de los 15 minutos de incubacién, se centrifugd durante 15 minutos a 4°C a
10733xg y se separd nuevamente el sobrenadante para almacenarlo como control a 4°C.
Finalmente, el pellet fue resuspendido en 2,5 mL de SCB 1X y se almacené a 4°C durante
toda la noche.

Al dia siguiente se avanzd con la purificacion de las VLPs mediante cromatografia de
exclusion molecular utilizando una columna de sefarosa CL-4B (Sigma). Para ello, se retir6 el
exceso de liquido de la columna y se abri6 el robinete. Se colocaron los 2,5 mL de muestra
en la parte superior de la columna luego de asegurarse que la muestra ingreso a la columna,
se agregaron 5 mL de SCB 1X y se comenzaron a recolectar fracciones. Se utilizé un colector
automatico de fracciones (BIORAD Modelo 2110), programado para recolectar 20 minutos

por tubo, lo que equivale a fracciones de 5 mL aproximadamente. La recoleccion transcurrié
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durante toda la noche a 4°C, recuperando aproximadamente 60 fracciones para cada
construccion.

Para determinar las fracciones en las cuales se encuentran las VLPs, se realizaron
electroforesis en geles de agarosa 1% m/v, sembrando todas las alicuotas pares. Las
fracciones que demostraron contener ARN fueron unidas en un mismo tubo (separando por
cada construccién), y se precipitaron las VLPs utilizando sulfato de amonio, a una
concentracion final del 70%. Luego de homogeneizar se incub6 en hielo durante 15 minutos
a 4°C y se resuspendio el pellet obtenido en PBS 1X. Finalmente se realizé una dialisis
colocando el pellet resuspendido dentro de una membrana de dialisis snakeskin de cutoff 14
kDa (ThermoFisher) y colocando en un envase con 2 litros de PBS 1X. Este proceso se realizé
sin agitacién a 4°C durante toda la noche y se repitié una vez mas, renovando el PBS 1X. El
contenido dentro de las membranas de dialisis fue recuperado y almacenado a -20°C hasta

SuU uUsoO.

Caracterizacion de VLPs

Una vez purificadas las VLPs, las mismas fueron analizadas mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida desnaturalizantes y geles de agarosa 1% m/v. Como referencia de
tamafo y para aproximar su cantidad, en los geles de poliacrilamida se utilizé tanto el
marcador de peso molecular SeeBlue Plus2 (Thermoscientific) como diferentes cantidades
de lisozima de huevos de gallinas (HEL, del inglés Hen Egg Lysozyme). Para validar el lote
de VLPs generadas mediante el sistema AP205 es necesario que el ARN observado en los
geles de agarosa coincidan con las bandas proteicas, analisis realizado tras tincion de los

mismos con Coomasie Blue.

Vehiculizacién de superantigenos virales en nanojaulas sintéticas utilizando el
sistema SpyCatcher/SpyTag

Materia viva
Los ensayos de expresion de las construcciones para la vehiculizaciéon de BALB2

fueron desarrollados utilizando las cepas bacterianas:

= E. coli BL21 DE3 cuyo genotipo es fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdS
A DE3 = A sBamHIo AEcoRI-B int: :(lacl: PlacUV5:T7 gene1) i21 Anin5.

- E. coli BL21 DE3 Magic, gentilmente cedidas por la Dra. Ménica Rosas Lemus,
profesora asistente de la Universidad de Nuevo México.

= E. coli DE3 C41 cuyo genotipo es F- ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3).
Dicha cepa deriva de BL21 (DE3) y posee varias mutaciones que previenen la muerte

celular a causa de la expresion de diversas proteinas toxicas.
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= E. coli DE3 Rosetta, que fue detallada previamente.

Con el fin de utilizar dichas bacterias como sistema de produccion de proteinas heterdlogas

se utilizaron competentes eléctricas de las mismas.

Transformacion de bacterias E. coli BL21

Las dos construcciones pET28a-BALB2 fueron obtenidas de las bacterias E. coli 10G
y transferidas a distintas cepas de bacterias E. coli BL21 competentes eléctricas siguiendo
protocolos descritos anteriormente. Luego de sembrar las mismas en placas de agar sélido
con los antibidticos correspondientes, se procedidé a realizar las pruebas de expresion a
pequefa escala.

El plasmido SpyCatcher003-mi3 fue obtenido tras miniprep por el uso de un kit
comercial de cultivos de bacterias DH5a conteniendo el plasmido. Se transformé a bacterias

E. coli BL21 C41 y se sembré en placas de agar sélido con kanamicina.

Prueba de expresién a pequeina escala de VLPs SpyCatcher

Se produjeron cultivos liquidos de 10 mL de LB conteniendo kanamicina, inoculados
con cultivos saturados tras crecimiento durante toda la noche de una colonia de bacterias E.
coliBL21 C41 transformadas con el plasmido SpyCatcher003-mi3. Una vez lograda una DOeoo
entre 0.6 y 0.9, se indujo la expresion tras el agregado de IPTG a una concentracion final de
1 mM. Se evalud la expresion en agitacién de 200 rpm y durante toda la noche, a temperaturas
37°Cya22°C.

Los pellets bacterianos fueron separados tras centrifugacion a 3750 rpm durante 30
minutos a 4°C y se descartaron los sobrenadantes. Posteriormente se resuspendieron los
pellets en 1 mL de buffer de lisis sin DTT y se agregaron 10 uL de DOC 5%. Se incub6 30
minutos en hielo y posteriormente se procedié a sonicar durante 7 ciclos de 15” ON + 15”
OFF. Se agregaron 1,25 pyL de MgCl> 2M (Quality Biological INC) y 0,3 yL de CaCl; 2M
(Quality Biological INC). Luego de homogeneizar utilizando un vértex se agregd 1 yL de dnasa
10 mg/mL y se incubd 1 hora en hielo. Se trasvasé a tubos conicos con rosca y se centrifugd
durante 30 minutos a 4°C a 10733xg. Se separaron las fracciones solubles e insolubles y se

almacenaron a 4°C hasta analizar mediante electroforesis en geles de poliacrilamida.

Produccién y purificacién de VLPs SpyCatcher

Se prepard un cultivo bacteriano de 250 mL de medio LB liquido con kanamicina. Se
aguardo a que los cultivos lleguen a una DOgo de 0,6 y se indujo la expresiéon mediante el
agregado de IPTG a una concentracion final de 1mM. Luego de expresion overnight a 37°C
a 200 rpm, se obtuvieron los pellets bacterianos tras centrifugacion de los cultivos en tubos

conicos de 50 mL y a una velocidad de 3273xg durante 30 minutos a 4°C en una centrifuga
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Beckman Coulter Allegra X-12R utilizando el rotor TA-14. Los pellets fueron almacenados a -
80°C hasta ser utilizados. La purificacion de las VLPs se realiz6 siguiendo el mismo protocolo
descripto anteriormente para la Purificacion de VLPs del sistema AP205, utilizando
cantidades proporcionales al volumen de cultivo utilizado. Se recuperaron 48 fracciones y se
evaluaron las alicuotas positivas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
desnaturalizantes (NuPage Bis Tris 10%, Thermofisher) y electroforesis en geles de agarosa
1% m/v tefidos con bromuro de etidio.

Las fracciones observadas como positivas fueron reunidas en un mismo tubo y
concentradas utilizando un concentrador de un cutoff de 100 kDa (Millipore-Sigma),
centrifugando durante 40 minutos a 3273xg a 4°C. Posteriormente se realizé una didlisis en
dos pasos utilizando la membrana Snakeskin de cutoff 10 kDa (ThermoFisher), siguiendo los

procedimientos indicados previamente.

Deplecion de LPS en VLPs SpyCatcher

La preparacion de VLPs purificadas y dializadas fue tratada con triton X-114 (Sigma)
a una concentracion final de 1% y se incub6 en hielo durante 5 minutos. A continuacion, se
incubd a 37°C durante 5 minutos y se centrifugd a 13200 rpm durante 2 minutos a 37°C. La
fase acuosa superior se trasvaso a un tubo nuevo y se repitié el procedimiento 2 veces mas.
Luego se repitidé el proceso, pero sin el agregado de detergente y el resultado final se

almaceno a -20°C.

Microscopia Electronica de Transmision

La preparacion de VLPs SpyCatcher fue analizada mediante microscopia electrénica
de transmisién gracias a la ayuda de Tamara Howard del Departamento de Biologia Celular
y Fisiologia de la Universidad de Nuevo México, Facultad de Ciencias de la Salud. Se
utilizaron grillas de carbono tratadas con una descarga por plasma durante 30 segundos.
Luego, sobre dichas grillas se incubaron 10 pL de las muestras durante 20 minutos y se lavo
3 veces durante 15/30 segundos con agua ultrapura, retirando el exceso de liquido con papel
de filtro. Se realiz6 la tincion tras incubacion durante 2 minutos de la grilla con una solucion
acuosa 1% de acetato de uranilo y se retird el exceso de liquido dejando secar al aire.
Finalmente se tomaron las imagenes utilizando el equipo Hitachi HT7700 operando a 80 kV,

utilizando una camara CCD de 16 megapixeles (AMR XR-81).

Prueba de expresiéon a pequena escala de los antigenos SpyTag-BALB2

Se produjeron cultivos liquidos de 5 0 10 mL de LB conteniendo solo kanamicina o
kanamicina y cloranfenicol, inoculados con cultivos saturados tras crecimiento durante toda
la noche de una colonia de distintas cepas de las bacterias E. coli BL21 transformadas con

los plasmidos pET28-SpyTag-BALB2. Una vez lograda una DOsgo entre 0.6 y 0.9, se indujo
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la expresion tras el agregado de IPTG a una concentracion final de 1 mM. Se evaluo la
expresion en agitacion de 200 rpm y durante toda la noche, a 37°C.

Los pellets bacterianos fueron separados tras centrifugacion a 3750 rpm durante 30
minutos a 4°C y se descartaron los sobrenadantes. Posteriormente se resuspendieron los
pellets en 1 mL de buffer de lisis sin DTT y se agregaron 10 yL de DOC 5%. Se incub6 30
minutos en hielo y posteriormente se procedid a sonicar durante 7 ciclos de 15” ON + 15”
OFF. Se agregaron 1,25 pyL de MgCl: 2M (Quality Biological INC) y 0,3 yL de CaCl; 2M
(Quality Biological INC). Luego de homogeneizar utilizando un vortex se agregd 1 uL de dnasa
10 mg/mL y se incubd 1 hora en hielo. Se trasvasé a tubos cénicos con rosca y se centrifugd
durante 30 minutos a 4°C a 10733xg. Se separaron las fracciones solubles e insolubles y se

almacenaron a 4°C hasta analizar mediante electroforesis en geles de poliacrilamida.

Optimizacion de la expresion de SpyTag-BALB2
Con la finalidad de determinar las condiciones 6ptimas de expresion y purificacion de
las dos variantes de las proteinas, se analizaron diversas variaciones a las variables
consideradas como estandar:
- expresion durante 2 horas.
- DOeoo mayor o igual a 1,5.
Siempre se mantuvo la agitacion de 200 rpm, se tomaron muestras diferentes tiempos
de expresion. Los resultados fueron obtenidos como se detallé anteriormente, realizando
electroforesis de proteinas y comparandolos con los patrones de expresién obtenidos

utilizando las condiciones estandar.

Produccién y purificacion de las proteinas SpyTag-BALB2

La produccion de los antigenos se realizé tras inoculacién de 100 mL de medio liquido
con cultivos saturados de bacterias y expresion durante 2 horas a 37°C. Al finalizar el tiempo
se obtuvieron los pellets bacterianos tras centrifugacion de los cultivos en tubos conicos de
50 mL a una velocidad de 3273xg durante 30 minutos a 4°C en una centrifuga Beckman
Coulter Allegra X-12R utilizando el rotor TA-14. Los pellets fueron almacenados a -80°C hasta
ser utilizados.

La obtencién de los lisados bacterianos se realiz6 como se indica anteriormente en la
prueba de expresién a pequefia escala. Las fracciones solubles e insolubles fueron
analizadas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (NuPage Bis
Tris 10%, Thermofisher).

Solubilizaciéon de cuerpos de inclusién y purificacién por cromatografia de pseudoafinidad
Los pellets de las fracciones insolubles fueron pesados para determinar su masa y por

cada gramo de tales se agregaron 3 mL de buffer IB. Posteriormente se sonicé durante 3
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ciclos de 20” ON + 20” OFF. Se incubé durante 30 minutos a temperatura ambiente y luego
se centrifugd a 10000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente en una centrifuga
Allegra 25R (Beckman Coulter). Se separo6 el sobrenadante (IB1) y el pellet se resuspendio
nuevamente en 3 mL de buffer IB, se sonico y centrifugd en las mismas condiciones. Se
recuperd el sobrenadante (IB2) y se repitié el procedimiento para obtener el IB3. El pellet
resultante fue resuspendido en 100 pyL de agua ultrapura. Todas las muestras fueron
almacenadas a 4°C hasta ser utilizadas.

La purificacion de las proteinas se llevé a cabo utilizando esferas de agarosa cubiertas
de niquel (His Select Nickel Affinity Gel, Sigma). Para ello, se tom6 1 mL de dichas esferas y
se centrifugaron a 2000 rpm durante 2 minutos a 4°C para retirar el etanol de
almacenamiento. Se lavo dos veces con agua miliQ y posteriormente se agreg6 la muestra
IB1, trasvasando la mezcla a un erlenmeyer de 25 mL. Se cubrié con papel aluminio y se
incubd durante 1 hora a 4°C con agitacion suave. Se centrifugd durante 3 minutos a 2000 rpm
a 4°C y se guardo el sobrenadante como “no unido”. Las esferas fueron lavadas con 10 mL
de buffer de lavado pH 8.0 y tras la centrifugacion el lavado fue almacenado como “1° lavado”.
Se repitid el lavado y el sobrenadante se rotulé como “2° lavado”. Finalmente se adicionaron
3 mL de buffer de elucion (pH 4.5) a las esferas y se incubd durante 30 minutos a temperatura
ambiente, en una columna para cromatografia con placa porosa. Se recuperd el liquido,
rotulando como “1° elucién” y se repitid el proceso 2 veces mas, obteniendo las fracciones
“2° elucién” y “3° elucién”. Todas las muestras fueron almacenadas a 4°C y se analizaron
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes.

Las fracciones observadas como positivas fueron sometidas a una dialisis en dos
pasos utilizando la membrana Snakeskin de cutoff 10 kDa (ThermoFisher), proceso llevado a
cabo durante 2 horas o toda la noche a 4°C en agitacion moderada. Para ello, se prepararon
caramelos de didlisis con 1 mL de muestras, en 1 litro de PBS 1X. Luego de las 2 horas de
dialisis se resuspendio y recupero la mitad del volumen dializado, al cual se le agregaron 25

WL de glicerol 50% para favorecer la solubilidad.

Evaluacion del efecto del DTT en la solubilidad de las proteinas SpyTag-BALB2

Todos los métodos para la purificacion de las proteinas SpyTag-BALB2 fueron
realizados utilizando buffer sin DTT y con la intencién de optimizar la solubilidad, se intento
agregar DTT a pellets ya resuspendidos en buffer a una concentracion final de 5mM. Luego
del agregado, se dejoé en agitacién durante toda la noche a 4°C. Posteriormente se analizé la
solubilidad separando las fracciones solubles e insolubles mediante centrifugacion 10 minutos
a 13200 rpm a temperatura ambiente y observando el patron de expresiéon de proteinas

mediante electroforesis en geles de poliacrilamida 10%.
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Conjugacion de VLPs SpyCatcher con las proteinas SpyTag-BALB2

Dado que la unién entre SpyCatcher y SpyTag es espontanea, solo es necesario
incubar ambos componentes en el mismo tubo. Dicho procedimiento se llevé a cabo en
agitacion suave a 4°C durante toda la noche. Luego, se analizé la presencia de las especies

conjugadas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes.
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CAPITULO 1i: CARACTERIZACION
INMUNOLOGICA CELULAR DE VLPS -

QAVAAVIAV VAV AV



INTRODUCCION

Virus-like particles y su destino inmunolégico

Las VLPs poseen una diversidad de caracteristicas deseables para ser utilizadas para
el desarrollo de vacunas profilacticas y terapéuticas. Como se abordd anteriormente, su
tamafo, geometria y composicién hace que sean grandes estimuladoras del sistema
inmunolégico de manera integral. Las VLPs en general son mas inmunogénicas que los
antigenos como subunidad o las proteinas recombinantes y pueden inducir tanto respuestas
humorales como celulares (Palladini et al., 2018). Dichas particulas pueden administrarse de
forma intranasal, intravaginal, rectal, oral, intradérmica, subcutanea, intraperitoneal e
intramuscular (Ball et al., 2017; Bessa et al., 2008; Fraillery et al., 2009; Hunter et al., 2011;
Kim et al., 2019; Meyer et al., 2019; Serradell et al., 2019). Ademas, dado que generalmente
son capaces de inducir una adecuada respuesta inmunoldgica en ausencia de adyuvantes,
también pueden inocularse de forma intravenosa (Ruzzi et al., 2022; Temchura et al., 2014).

Su pequefio tamano (20-200 nm) facilita su ingreso al sistema linfatico y su drenaje
directo a los ganglios linfaticos como particulas libres (Young et al., 2015). Una vez presentes
en los ganglios linfaticos las VLPs son capturadas por CDs residentes o linfocitos B. Luego,
las VLPs son internalizadas, sus epitopes son procesados y presentados en MHCI y MHCII
de CPAs que interactian con linfocitos T CD4 y CD8 para activarlos. Ademas, las VLPs
podrian llegar a los ganglios linfaticos transportadas por CDs migratorias que las capturaron
en el sitio de inyeccién (Manolova et al., 2008).

Por otro lado, luego de ingresar al seno subcapsular de los ganglios linfaticos las VLPs
pueden difundir a las regiones foliculares mediante pequenos poros (0,1-1 uM) en la base del
seno, donde ocurre la interaccion entre los antigenos y los linfocitos B naive. El tamafio de
dichos surcos es lo suficientemente grande como para permitir que las VLPs ingresen
facilmente por lo que podrian entrar en la region de la corteza en su forma libre y alcanzar la
region de la paracorteza donde se encuentran mayormente los linfocitos T naive circulantes
(Cubas et al., 2009).

Evaluacion de respuestas celulares

Al considerar el objetivo de prevenir o tratar diversas patologias es necesario verificar
que las formulaciones utilizadas sean eficaces y seguras en cada caso. En general la eficacia
de las vacunas e inmunoterapias se determina tras ensayos utilizando muestras de sangre.
La cuantificacion de anticuerpos en dichos sueros es relativamente simple y como se puede
realizar mediante la metodologia de ELISA, se pueden analizar un gran volumen de muestras

en simultaneo, pero ademas en forma especifica y sensible. Sin embargo, hay que considerar
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que la presencia de anticuerpos puede no tener un correlato de proteccidén ya que dependera
de las caracteristicas de la patologia en juego y de la informacion disponible al respecto.

Uno de los eventos mas recientes que hemos transitado en los cuales se volvio a dar
la discusién de como evaluar las respuestas inmunoldgicas fue la pandemia causada por
COVID-19. Antes que existan vacunas disponibles para prevenir los cuadros graves de la
enfermedad, se encontré que los pacientes severos tenian grandes titulos de anticuerpos,
incluso neutralizantes, pero de todas formas no lograban resolver la infeccién. Tras estudios
de individuos con inmunodeficiencias adquiridas o heredadas queda claro que mientras que
la deficiencia de anticuerpos aumenta la susceptibilidad para infectarse, la deficiencia de
células T implica la incapacidad de controlar al patégeno y por lo tanto resolver la infeccién
(Pollard & Bijker, 2021). Es por ello que surgié la necesidad de evaluar las respuestas
celulares que estaban ocurriendo en dichos casos, que permitieron proponer tratamientos
exitosos como el uso de sustancias inmunosupresoras, como la dexametasona.

Cuando las vacunas ya estuvieron disponibles, también fue relevante evaluar la
respuesta celular, porque a pesar de la existencia de una gran variedad de ensayos que
determinaban la presencia de anticuerpos en muestras de suero, era desconocido el valor de
corte que permitia definir a partir de cuando la persona se encuentra protegida contra el
SARS-CoV-2. En este sentido, las lecciones aprendidas luego de la pandemia, entre otras,
permiten darle la relevancia que corresponde a las respuestas celulares ya que dichos
estudios permitieron respaldar acciones importantes para definir estrategias de salud publica

que han logrado que el mundo salga de la emergencia sanitaria.

Antecedentes de las VLPsz.ccrp

Con el propésito de caracterizar la expresién y procesamiento en un contexto celular
de presentacion de antigenos para las VLPs obtenidas a partir de la expresion de la proteina
Z en un sistema eucariota in vitro, se procedid a generar el vector pZ-eGFP, que presenta la
fusion de la proteina indicadora eGFP en el extremo &'. Dichas particulas, denominadas
VLPsz.ecrp, S€ emplearon para inmunizar ratones BALB/c via intramuscular. Los resultados
obtenidos mostraron que las VLPs fueron capaces de inducir titulos de anticuerpos de tipo
IgG contra eGFP significativamente mayores que los obtenidos inyectando la proteina eGFP
como subunidad e incluso las VLPs tratadas con tritén X-100, un detergente que rompe su
estructura (Borio et al.,, 2012). Estos datos indican, a priori, que para lograr una buena
respuesta humoral no sélo es importante la composicién de las VLPsz.crp, Sino también que
se mantenga integra su estructura.

A continuaciéon, se continué explorando el funcionamiento del sistema de
vehiculizacioén utilizando antigenos virales como por ejemplo de rotavirus (Bergier, 2016; De

Ganzd, 2017), del virus del sarampion (De Ganzd, 2017) y del virus del dengue (Mareze et al.,
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2016). Sin embargo, en ninguno de esos casos se exploro la activacion de los componentes

celulares del sistema inmunolégico como respuesta a las VLPs.

Respuestas celulares in vitro causadas por VLPsz.ccrp

Luego de los resultados obtenidos que demostraban la existencia de una respuesta
inmunolégica humoral eficiente contra eGFP, nos propusimos analizar como afectaban las
VLPsz.ecrr a distintos componentes celulares del sistema inmune. En mi tesis de grado, fue
posible caracterizar las respuestas in vitro de CPAs tras el estimulo de VLPsz.crp (Pastorini,
2019). Pudo verse que las VLPsz.ecrp SON capaces de inducir un aumento en la expresion de
las moléculas de MHC clase | y MHC clase Il de CDs en ensayos in vitro utilizando células
dendriticas derivadas de médula 6sea de ratones BALB/c. Ademas, las CDs presentaron un
aumento de las moléculas co-estimulatorias CD40, CD80 y CD86, necesarias para la
interaccion con los linfocitos T (Pastorini, 2019).

Considerando que los resultados anteriores indicaron que las VLPsz..cre SON capaces
de inducir maduracion en CDs, y teniendo en cuenta el protocolo de purificacion de las VLPs,
se realiz6 el agregado de polimixina B para secuestrar el LPS presente, logrando descartar
que los efectos observados se deban a la presencia de dicha sustancia. Finalmente, se
comprob6 la funcionalidad de las CDs maduras luego de ser incubadas con VLPsz.ecrr Ya
que las mismas lograron inducir proliferacion de linfocitos T alogeneicos en ensayos de MLR
in vitro. Ademas, se pudo comprobar que las CDs maduras con VLPsz.ecrr aumentan la
secrecion de las citoquinas IL-12, TNF-a e IL-10.

Al estudiar los macrofagos, se observd que las VLPszecre inducen la secrecion de
cantidades significativas de citoquinas proinflamatorias tales como IL-12 y TNF-a en
comparacion con el control. También se detecto la presencia de IL-10 en el medio de cultivo
de los macrofagos estimulados con VLPszecrr. Un resumen de los resultados obtenidos se

muestra en la Figura 18.
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4 IN VITRO

CITOMETRIA ELISA CULTIVO
DE FLUJO CELULAR

200 ng VLPs Z-eGFP
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—
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MHC Il
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SECRECION DE

SECRECION TNF-a TRAS
DE IL-12,
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TNF-a e IL-10 CELULAS L929

Macréfagos peritoneales
de ratones BALB/c

Figura 18. Caracterizacion de la respuesta celular in vitro. A partir de ratones BALB/c, se utilizaron
células dendriticas y macréfagos peritoneales, y se incubaron por 24 o 48 hs con 200 ng de VLPsz
eGFp. Todos los experimentos llevados a cabo se realizaron in vitro e implicaron el uso de técnicas de
Citometria de Flujo utilizando anticuerpos acoplados a fluoréforos, kits de ELISA comerciales o cultivo
celular (Pastorini, 2019).

Considerando los resultados previos, resulta de gran relevancia caracterizar la
respuesta celular inducida por las VLPsz.ecre in vivo, con la finalidad de determinar el potencial
de este sistema para la vehiculizacion de antigenos, ya sea para propositos tanto preventivos
como terapéuticos. En relacion con el objetivo especifico de la presente tesis para evaluar las
VLPs derivadas de la proteina Z del virus Junin como plataforma para el delivery de antigenos
utilizando un antigeno modelo, planteamos el disefio experimental que se muestra en la

Figura 19.
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Figura 19. Resumen grafico del disefio experimental. Se planificaron experimentos in vitro (derecha
arriba), in vivo (derecha abajo) y ex vivo (izquierda). Los experimentos in vitro incluyeron: determinacién
de la proporcion de carga de eGFP por ng de VLPs, determinacion de endotoxina/LPS mediante un
ensayo de LAL y analisis de la captura de VLPs por parte de CDs derivadas de médula ésea de ratones
naive. Los ensayos in vivo constaron de la inmunizacién de ratones con 5ug de VLPs o 100 yL de PBS
y posteriormente: determinacion de masa corporal de los ratones de todos los grupos, andlisis
hematolégico de la sangre de los ratones a lo largo del experimento, determinacién del estado
madurativo de CDs y capacidad de inducir proliferacion mediante ensayos de MLR, cuantificacion de
anticuerpos en suero mediante ELISA, caracterizacion de linfocitos B derivados de ganglios linfaticos
y caracterizacion de linfocitos B y T derivados de bazo. Por ultimo, se realizaron ensayos ex vivo
mediante un recall de linfocitos, utilizando por un lado esplenocitos y por otro, linfocitos derivados de
ganglios linfaticos.

Los materiales y métodos de este Capitulo se encuentran detallados en la Seccion II,

paginas 59 a 66.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Produccién y control de calidad de las VLPsz.ccrp

Como se indicé anteriormente, el sistema de produccion de VLPs basado en la expresion
de la proteina Z del virus Junin utilizando células HEK293T fue previamente desarrollado en el
LVE (Borio et al., 2012; Pastorini, 2019). Para cada lote de VLPs se realizan controles de los
pasos de la producciéon y purificacion de las particulas tales como Western Blotting de las
suspensiones utilizando tanto el anticuerpo Z como eGFP, SDS-PAGE para verificar la accion de

la proteinasa K y microscopia de fluorescencia de las células transfectadas (datos no mostrados).

Hasta el momento de la escritura de esta tesis aun no se conoce la estructura cristalizada
de la proteina Z de JUNV. Con la finalidad de elaborar hipdtesis sobre la interaccion entre los
componentes del sistema de presentacion de antigenos, se utilizaron herramientas
bioinformaticas utilizando la estructura de una proteina homaologa como la proteina matriz del virus
Lassa. Mediante el uso de dichas herramientas se predijo que las fusiones proteicas Z-antigeno
se encuentran en la cara interna de la membrana plasmatica y el agregado de una secuencia
optimizada de 9 pares de bases entre dichas secuencias nucleotidicas permitirian un plegamiento

adecuado de cada uno de los miembros (Borio et al., 2012; Pastorini, 2019).

Pese a ello, las predicciones basadas en modelos bioinformaticos suelen ser poco
eficientes para determinar la proporcién de carga de antigenos por cada VLP individual o en
relacion a las copias de la proteina Z de JUNV. Es por ello que se estimaron las copias de eGFP
por ug de VLPs mediante densitometria de bandas utilizando placas radiograficas de Western
Blotting (Figura 20A). Como se puede observar en la Figura 20B el analisis arrojo que 1 pg de
VLPsz.ecrp porta aproximadamente 0,474 ug de eGFP. Considerando las cantidades usualmente
utilizadas en los ensayos realizados, se emplearon aproximadamente 94,8 ng de eGFP por cada
200 ng de VLPszccrp para los ensayos in vitroy 2,37 ug de eGFP cada 5 ug de VLPszecrr para

los ensayos in vivo.
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Figura 20. Carga de antigenos en VLPsz.crp. A. Western Blotting utilizando el anticuerpo contra
eGFP. B. Densitometria de bandas para la expresion de eGFP en VLPsz..crp y GFP pura. Una cantidad
total de 9,8 ug de VLPsz.ecrr demuestran aproximadamente 23,2 veces mas expresion de eGFP que 0,2

pg de GFP pura.

Como se mostré previamente en la Figura 18, se pudo comprobar que las VLPsz.ecrp €ran
capaces de inducir la maduracion de CDs y que ello no se debia a una contaminacion con LPS.
Con el paso de los lotes de produccion de VLPs hemos puesto un especial énfasis en preservar
la asepsia de las particulas, por lo que extremamos los cuidados al respecto. En ese sentido, se
utilizaron reactivos de calidad apta para seres humanos tales como agua libre de pirégenos y
solucidn fisiolégica inyectable. Sin embargo, a pesar de los esfuerzos era una tarea pendiente la
determinacion exacta de la posible contaminacién de endotoxina en nuestros productos. Es por
ello que llevamos a cabo la determinacién de LPS y unidades de endotoxina mediante el uso de
un kit comercial (Figura 21), determinandose que las VLPsz.ecrer poseen 0,126 ng de LPS/ug o
0,037 Unidades de endotoxina (UE)/ug. Al comparar con otras preparaciones de VLPs, las UE/ug
son menores o similares en los lotes de las utilizadas en este capitulo (Benen et al., 2014; Pitoiset
et al., 2017; Pushko et al., 2010).
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Figura 21. Niveles de endotoxina y LPS en suspensiones de las VLPsz..crp. Una suspension de 5 ug
de VLPsz.ccrr y PBS estéril fueron sometidos a una cuantificacion de endotoxinas utilizando un ensayo de
LAL. A. Unidades de endotoxina por pg de VLPsSz.crp. Los resultados indican que las VLPSz.ecrp
contienen 0,037 UE/ug. B. Nanogramos de LPS por cada pg de VLPSzcrp. LOs resultados muestran
que las VLPsz.ccrp. contienen 0,126 ng de LPS por cada ug. Los datos del PBS se muestran en color gris,

mientras que los valores correspondientes las VLPsz..crp S€ muestran en color violeta sin relleno.

Captura de VLPsz..crp por CDs diferenciadas a partir de médula 6sea murina

Dado que las CDs tienen un rol fundamental para el desarrollo de respuestas adaptativas,
avanzamos en la caracterizacion del proceso de captura de las VLPsz.ecrp por parte de dichas
células mediante ensayos de inmunocitoquimica. Para ello se aislaron células de médula ésea de
ratones BALB/c y se cultivaron en medio RPMI completo suplementado con GM-CSF e IL-4
durante 10 dias para obtener CDs. Dichas células en su estado inmaduro se incubaron luego con
VLPsz.ecrp a diferentes tiempos (0, 10, 30 y 60 minutos) y luego las células fueron fijadas y
marcadas con anticuerpos a-LAMP-1y a-GFP. El anticuerpo contra GFP se utilizé con la intencién
de amplificar la sefial de las VLPs, ya que la misma era débil. Para visualizar los resultados se
utilizé un microscopio confocal y las imagenes capturadas se muestran debajo. Como se puede
observar en la Figura 22, las CDs fueron capaces de capturar eficientemente las VLPSsz.ccre €n
un periodo de tiempo entre 10 y 30 minutos. Ademas, se puede observar que el proceso de
captura implica la via endosomal, como se evidencia tras la co-localizacién de las VLPsz.ecrp CON
la proteina LAMP-1 (lysosomal-associated membrane protein 1), un marcador de
endosomas/lisosomas tardios. La rapidez observada puede deberse a la naturaleza de las
particulas ya que otros grupos de investigacion han encontrado que diferentes VLPs ingresan a
las CDs también en un periodo de 30 minutos (Da Silva et al., 2007; Sharma et al., 2012).
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Figura 22. Deteccion confocal de la union e internalizacion de VLPsz.crr. Las CDs derivadas de
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médula 6sea de ratones inmaduras fueron adheridas sobre portaobjetos de vidrio y luego de 2h, se
adicionaron 500 ng de VLPsz.ecrp durante distintos periodos de tiempo en hielo. Columna izquierda: Canal
de fluorescencia para observar emisién de GFP; Columna central: Canal de fluorescencia para observar
emision de PE (LAMP-1); Columna derecha: fusién de las dos imagenes previas. Se muestran las tres
colecciones de imagenes tras incubar a las CDs con las VLPs durante 0 minutos, 10 minutos, 30 minutos y

60 minutos (fila 1, 2, 3 y 4) respectivamente.

La transicion de experimentos in vitro a modelos animales
Considerando los resultados obtenidos mediante experimentos in vitro, consideramos
avanzar con la caracterizacion de la plataforma presentadora de antigenos en experimentos in

vivo. En este sentido, se llevaron a cabo tres experimentos independientes con una cantidad

112



reducida de ratones basandose en los principios éticos de las 4R (reduccién, reemplazo,

refinamiento y responsabilidad) al considerar la experimentacion con animales (Kang et al., 2022).

Una de nuestras prioridades en la ejecucién de estos experimentos fue asegurar que las
VLPszecrp NO induzcan toxicidad o causen perjuicios para los ratones, por lo que prestamos
atencion especialmente en el bienestar animal. Para poder cuantificar eso, llevamos a cabo
diversos controles como evaluacion de la masa corporal de los animales de todos los grupos al
final de los esquemas de inmunizacién y analisis hematoldgicos al comienzo, durante y al final de
los experimentos. Ademas, hemos preservado muestras de suero para realizar analisis
toxicoldgicos, especialmente para verificar que no haya dano hepético o renal asociados con la

inmunizacion, pero no pudimos llevar a cabo dichos examenes por cuestiones presupuestarias.

Comenzando con los analisis in vivo que se muestran en la Figura 23, se evalud la
presencia de variaciones de la masa corporal de los ratones y los valores hematoldgicos. En
primer lugar, pudimos observar que no habia diferencias significativas en la masa corporal de los
ratones de los dos grupos de inmunizacién al finalizar los experimentos (Figura 23A). En general
para evaluar a grandes rasgos la toxicidad de las formulaciones vacunales en modelos animales
se suele analizar el peso de los ratones inyectados como una medida de seguridad de los
componentes (Momose et al., 2010). Sin embargo, en este caso se realizé sin seguir un protocolo
particular como la medicién en dias especificos post-inmunizacién, sino que la idea era obtener
indicios que sefalen que los animales inyectados no reducian su peso o lo aumentaban
significativamente en comparacion con el grupo control. Esta evidencia no es suficiente para

asegurarlo, pero la hemos considerado una herramienta mas para la caracterizacion.

Si bien no se llevaron a cabo ensayos de desafio porque la construccidn utilizada no
permite esta opcion, los ratones fueron monitoreados todos los dias para verificar su bienestar,
tanto por integrantes del equipo de investigacion como por personal del bioterio del IMEX. Los
animales inmunizados se mostraron sin signos de sufrimiento ni decaidos hasta el ultimo dia del
experimento. Para ello se consideraron las tablas de score como por ejemplo la escala Grimace
para ratones que considera diversas expresiones faciales de los ratones que implican dolor como
el fruncido de las orbitas de los ojos, la posicion de las orejas y el estado de los bigotes, entre
otros (Langford et al., 2010).

Sumado a esto, encontramos que los ratones de ambos grupos demostraron valores
normales en su composicion hematoldgica al final de los experimentos (Figura 23B). Debajo se
pueden observar soélo cinco parametros, ya que poseen una gran propiedad informativa,

permitiendo realizar un analisis general del estado del animal.

El parametro WBC indica el recuento de gldbulos blancos en sangre, y tipicamente en
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ratones deberia ser de 2.000 a 10.000 por microlitro (O’Connell et al., 2015). Considerando dichos
valores, ambos grupos de ratones poseen concentraciones fisiolégicas. Por otro lado, el
parametro HCT (hematocrito) es una medida del volumen de los glébulos rojos y en ratones sanos
deberia encontrarse entre 35% y 52%, siendo generalmente 3 veces mayor a la concentracion de
HGB (O’Connell et al., 2015). Como se puede observar en la Figura 23, tanto el grupo de los
ratones inmunizados con VLPsz.crr cOmo el grupo control poseen los valores de HCT dentro del

rango normal e incluso una proporcion aproximada de 3 veces el HGB.

Otro parametro interesante para analizar es el porcentaje de granulocitos, que debe
encontrarse entre 8% y 48%, y que se hallé que esta dentro del rango normal en ambos grupos
de ratones. Los granulocitos son los neutréfilos, eosindfilos y baséfilos, células del sistema inmune
innato que participan en distintos procesos inmunolégicos. Cuando se observa un aumento en los
granulocitos es un indicativo de infecciones o afecciones de la médula ésea. Al contrario, cuando
se observa una disminucion, esto implica que el organismo se encuentra mas susceptible a
infecciones por la baja cantidad de células que podrian responder ante el eventual ingreso de un

patégeno.

Por ultimo, se puede observar que el porcentaje de linfocitos también se encuentra en el
rango de los valores normales en ambos grupos de ratones. Este dato también es interesante ya
qgue nos permite determinar que la inmunizacién con las VLPsz.cre N0 afecta significativamente a

las poblaciones linfocitarias, al menos al observar un panorama general.
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£ . : . . Mock VLPs Z-eGFP Valores normales
g s WBC (10°/uL) 5,38 +2,14 4,47 1,83 (2-10)
3 - HCT 40,32 2,70 39,66 + 0,99 (35-52)
3 HGB 2,99 veces HCT 2,92 veces HCT 3 veces HCT
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Figura 23. Estado fisiolégico de los ratones inmunizados. A. Masa corporal de los ratones al final
del experimento. Se muestran los valores promedio en gramos de las mediciones de masa corporal de los
ratones al finalizar el protocolo de inmunizacién y el respectivo desvio estandar. No se han encontrado
diferencias estadisticas entre los dos grupos de inmunizacion. Los datos del grupo control o Mock se
muestran en color gris, mientras que los valores correspondientes al grupo de ratones inyectados con
VLPsz.ecrr se muestran en color violeta sin relleno. B. Valores hematolégicos de los ratones de ambos
grupos. Se muestra la tabla resumen con los valores promedio y desvio estandar para cada uno de los
parametros y considerando los grupos de ratones. A la derecha se detallan los valores normales para cada
uno de los parametros. Los valores mostrados corresponden con los analisis de las muestras el dia final de

los experimentos.
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Luego de tener evidencias que indican que a priori las VLPs no son tdxicas para los
ratones, nos enfocamos en otros experimentos para evaluar la respuesta celular asociada a la

inmunizacion de dichas VLPs en los modelos utilizados.

En trabajos previos de integrantes de nuestro laboratorio hemos demostrado que las
VLPsz.ecrp son capaces de inducir maduracion en CDs derivadas de médula 6sea de ratones,
luego de 24 horas de incubacién con las mismas in vitro. Ademas, se pudo comprobar que dichas
CDs eran funcionales al lograr inducir la proliferacion de linfocitos alogeneicos en ensayos de
MLR, también in vitro (Pastorini, 2019). Naturalmente las CDs luego de activarse, migran a los
organos linfoides para secretar citoquinas inflamatorias que como consecuencia colabora al

montaje de una respuesta adaptativa especifica contra el antigeno.

Habiendo demostrado la habilidad de las VLPsz.crp para activar CDs in vitro, se procedio
a evaluar la activacion de CDs in vivo. Para ello se inyectaron 3 ratones BALB/c via intraperitoneal
con VLPsz.cre 0 solucion fisiologica y luego de 25 horas se evalu6 el estado de maduracion de
las CDs en los ganglios inguinales y mesentéricos. Se acoto el analisis para la poblacion celular
CD11c+, evaluando la expresion de las moléculas MHCII y CD86 mediante citometria de flujo. Al
inmunizar ratones con VLPsz.crp Se puede observar una tendencia al aumento de la expresién

de MHCIl y CD86 en comparacion con el grupo control (Figura 24A).

Cuando se refiere a CDs en su estado maduro implica que las mismas poseen el perfil
fenotipico de expresién de altos niveles de MHC, moléculas de adhesion y co-estimulatorias. Sin
embargo, para verificar que efectivamente dichas células tienen una funcionalidad se avanzé en
la realizacion de un ensayo de MLR, con la finalidad de comprobar que las CDs son capaces de
inducir proliferacion a linfocitos alogeneicos. Para eso se utilizaron esplenocitos de ratones
C57BL/6 naive como células respondedoras, purificadas mediante gradiente de densidad de Ficoll.
Se observé un aumento significativo en el MLR de los ratones inmunizados en comparacion con
el grupo control, indicativo de un mayor estado de maduracién de las CDs (Figura 24B). Como
puede observarse en la region izquierda de la Figura 24B, hay una poblacion que posee un gran
corrimiento a la izquierda de la sefal de CFSE, implicando que hay un grupo de células en
proliferacion activa. En este sentido, dichos resultados confirman que las CDs se encuentran

funcionales en términos de inducir proliferacion de linfocitos.
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Figura 24. Estado madurativo y funcional CDs in vivo en ratones inyectados con VLPszccre. A.
Expresion de MHC clase Il y CD86 en CDs de ratones de ambos grupos. Las suspensiones celulares
derivadas de ganglios linfaticos fueron tratadas con anticuerpos marcados con fluoréforos y se evaluaron
las senales de fluorescencia de CD86 y MHCII de las células CD11c* mediante citometria de flujo. 1zq: Se
muestra la intensidad de fluorescencia media (IFM) y desvio estandar de la expresion de MHC clase Il en
la poblacion celular CD11c+. Der. Se muestra la IFM y desvio estandar de la expresion de CD86 en la
poblacién celular CD11c+. B. Proliferacién de linfocitos durante ensayos de MLR. Dichos experimentos
fueron realizados incubando esplenocitos de ratones C57BL/6 marcados con CFSE junto con células de
ganglios linfaticos de ratones BALB/c. Izq: Histograma superpuesto representativo de la fluorescencia en el
canal FL1 correspondiente a la sefial de CFSE. Der: Porcentajes de células con sefial de CFSE baja en
células CD4+. Se muestra la media y el desvio estandar para cada grupo de ratones, asi como la
significancia estadistica. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (*p< 0.05 vs

Control; **p<0.01 vs Control; ***p<0.001 vs Control; ns=no significativo). Los datos del grupo control o Mock

se muestran en color gris, mientras que los valores correspondientes al grupo de ratones inyectados con

VLPsz.ecrpr s muestran en color violeta sin relleno.

Analisis de los linfocitos B tras la inmunizacion con VLPsz..cre

Como se ha abordado varias veces en esta tesis, la inmunizacion de ratones BALB/c con
VLPsz.ecrr generd la produccién de titulos de anticuerpos IgG anti-GFP significativamente
mayores que el resto de los grupos de ratones (Borio et al., 2012). A pesar que los procedimientos
de purificacion de VLPs se realizaron replicando los utilizados en dicho trabajo, al cambiar la ruta
de administracién decidimos evaluar la produccién de anticuerpos en nuestro modelo. Mientras
que el esquema de inmunizacion utilizado en dicho trabajo implicé dos dosis de 5 ug de VLPsz
«crp €N los dias 0 y 21, en la presente tesis también se utilizaron dos dosis de 5 ug de VLPszcrp,
aplicadas en los dias 0 y 15. Para ello se utilizaron sueros de ratones inyectados con VLPSz.ecrp
y del grupo control, cuantificando los anticuerpos IgG especificos anti-eGFP, resultados que se
muestran en la Figura 25A. Como se puede observar, los resultados no son tan robustos como
los observados en el trabajo de Borio y colaboradores, pero esto puede deberse a varios factores:

en principio la utilizacion de técnicas mas asépticas para la purificacion de las particulas podria
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reducir las respuestas inmunolégicas ya que los contaminantes podrian servir como adyuvantes
accidentales. Por otro lado, la ruta de inmunizacién puede tener implicancias en los tipos de
respuestas inmunoldgicas asociadas, dado que por ejemplo las inmunizaciones intraperitoneales
suelen fomentar el desarrollo de inmunidad en mucosas y la produccion de anticuerpos en el

compartimento peritoneal (Kocabiyik et al., 2024).

Ademas, en linea con los objetivos de nuestro proyecto, nos propusimos la caracterizacion
de la respuesta celular de linfocitos B contra las VLPsz.ecrp. Con ese fin, analizamos la frecuencia
y estado de activaciéon de linfocitos B en bazos y ganglios linfaticos tanto de los ratones
inmunizados como de los ratones del grupo control. El esquema de inmunizacién y un resumen

de todos los analisis realizados se muestran en la Figura 14.

Para poder obtener informacion mas clara al respecto, analizamos por separado los bazos
de los ganglios linfaticos. Con respecto a los bazos, como se puede apreciar en la Figura 25B,
aparece una poblacion distintiva en los animales inmunizados con V0LPsz.ecre al observar los
perfiles de FSC/CD19, ausente en el grupo control. Mas aun, cuando se evalué la expresion de
los marcadores B220 y CD19 en bazo se encontré que los ratones inmunizados con VLPSz.ecrp
mostraron un aumento en la poblacién celular CD19*, en comparacion con el grupo control (Figura
25C). Durante el desarrollo de respuestas de linfocitos B, se originan distintas poblaciones
celulares y cambian sus perfiles fenotipicos, especialmente en érganos linfoides secundarios, un
hecho que ha sido reportado previamente en bazo por ejemplo (Baumjohann et al., 2013). CD19
es un marcador especifico para el linaje de linfocitos B, se considera un co-receptor del receptor

de células B (BCR) y es capaz de reducir el umbral de activacion de dicha estirpe celular.

Por otro lado, se analizaron los ganglios linfaticos (mesentéricos e inguinales), observando
una disminucion de la expresion de B220 en los ratones del grupo de inmunizados con VLPSz.ecrp
(Figura 25D). Este hecho puede sugerir la presencia de una poblacion de blastos de células
plasmaticas en proliferacion activa, como ha sido previamente reportado que ocurre durante

infecciones virales en individuos vacunados (Ardavin et al., 1999).

A pesar que en este capitulo no se investigaron las respuestas de memoria en gran
profundidad, las células derivadas de los ganglios linfaticos demostraron una disminucién
significativa de la expresion del marcador B220, el cual puede servir como un indicador temprano
de plasmablastos en division y la formacion de células plasmaticas. Las células plasmaticas son
linfocitos B especializados en la secrecidon de anticuerpos, cuyo origen ocurre en los centros
germinales de los ganglios linfaticos donde linfocitos T helpers juegan un rol critico y ocurren
varios procesos, incluyendo el cambio de clase de anticuerpos y la hipermutacién de los

segmentos génicos variables. Se ha reportado anteriormente que las células B220- contribuyen a
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la produccién de anticuerpos como consecuencia luego de la inmunizacién con otras

formulaciones vacunales (Driver et al., 2001).

Sumado a esto, la intensidad media de fluorescencia de CD19 se observo
significativamente reducida en las células derivadas de ganglios linfaticos en el grupo de ratones
inmunizados con VLPszecrr al comparar con el grupo control (Figura 25D). Esta ultima
observacién podria deberse a la diferenciacion de los linfocitos B a células plasmaticas dado que

las ultimas no expresan CD19.
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Figura 25. Respuestas relacionadas con linfocitos B en ratones tras la inmunizacién con VLPsz.cgFp.
A. Cuantificacién de anticuerpos IgG contra GFP en sueros de ratones de ambos grupos. Se
muestran las densidades Opticas a 450 nm tras la realizacion de ensayos de ELISA indirecto. B. Perfiles
de tamaio y granularidad de los esplenocitos de los distintos grupos. Se muestran dot plots
representativos considerando la expresiéon CD19/FSC-H y CD19/B220. Izqg: ratén inyectado con solucion
fisiolégica. Der: raton inmunizado con VLPsz.crp. C. Poblacién de células CD19 positivas en bazo. Se
consideraron los porcentajes de células correspondientes a la poblacion CD19+. Se muestran las medias y
el desvio estandar de cada una. D. Expresiéon de B220 y CD19 en poblaciones celulares de ganglios

linfaticos. |zq: Expresion diferencial de B220 en ratones de los diversos grupos de inmunizacién. Se
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muestra la intensidad de fluorescencia media, expresada como mediatdesvio estandar. Der: Expresién de
CD19 en muestras de ratones de distintos grupos de inmunizaciéon. Se muestra la Intensidad Media de
Fluorescencia de CD19 expresada como media + desvio estandar. Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas (*p< 0.05 vs Control; **p<0.01 vs Control; *** p<0.001 vs Control). Los datos
del grupo control 0 Mock se muestran en color gris, mientras que los valores correspondientes al grupo de

ratones inyectados con VLPsz.crp Se muestran en color violeta sin relleno.

Analisis de la activacion de linfocitos T tras la inmunizacion con VLPsz.ccre

Habiendo evaluado el estado de las CPA y continuando con el montaje de una respuesta
inmunologica adaptativa, avanzamos en la evaluacion de los linfocitos que interactuan con dichas
células. La activacién de CDs causada por VLPsz.ecrr que se observo puede mejorar directamente
la capacidad de presentar antigenos por parte de dichas células y consecuentemente la activacion
de linfocitos especificos. Con la intencién de determinar la eficacia de la inmunizacién con VLPsz
«GFP, 3 Semanas luego del ultimo refuerzo se examinaron los marcadores de activacién de
linfocitos en los 6rganos linfoides secundarios, incluyendo el bazo, los ganglios inguinales y
mesentéricos de los grupos de ratones BALB/c inyectados con VLPszecrr Y grupo control
inyectados con solucién fisiolégica. El esquema de inmunizacion es el mismo que para los

ensayos anteriores y se muestra en la Figura 14.

Al analizar las muestras mediante citometria de flujo se observan perfiles de tamafio y
granularidad (FSC/SSC) diferenciales entre ambos grupos de ratones (Figura 26A). Como se
puede observar en dicha figura, los linfocitos provenientes de ratones inmunizados muestran la
aparicion de una nueva poblacion celular en la region derecha, sugiriendo una proliferacion activa
de dichas células. Por otro lado, se observé un aumento significativo de la expresién de CD69 en
linfocitos T CD4" en ratones inyectados con las VLPsz.ecrr €n comparacién con el grupo control,
como se muestra en la Figura 26B. Dado que CD69 se considera un marcador temprano de
activacion debido a que aparece rapidamente en la superficie de la membrana plasmatica de los

linfocitos luego de la estimulacion, podria significar una mayor activacion de los linfocitos.

Durante el disefio de los experimentos nos hemos propuesto evaluar la respuesta de
memoria, y en linfocitos T eso se puede lograrse mediante la expresién de CD44 y CD62L en
superficie celular. Lamentablemente por problemas presupuestarios sélo tuvimos acceso a
anticuerpos CD62L, por lo que la caracterizacion realizada fue parcial. Como se observa en la
Figura 26C, las VLPsz.ecrr indujeron un aumento significativo en la expresion de CD62L tanto en
las poblaciones de linfocitos CD4+ como CD8+ tanto en bazo como en ganglios en comparacién
con el grupo control. La molécula CD62L o L-selectina tiene un rol en la adhesion celular y se
encuentra en la superficie celular de leucocitos permitiendo el ingreso a érganos linfoides y como
consecuencia, es un marcador para células de memoria central. Las células CD62L residen en la

zona de células T de dorganos linfoides y pueden responder rapidamente a la re-estimulacion
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antigénica mediante proliferacion y diferenciacién a células efectoras. Los resultados obtenidos

podrian indicar que las VLPsz.ecrp SON capaces de inducir mecanismos de memoria central celular.
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Figura 26. Caracterizacion de las poblaciones de linfocitos T en érganos linfoides de los grupos de
ratones inyectados. A. Perfiles representativos de tamafo y granularidad de las células obtenidas
de los dos grupos de ratones. Se muestran perfiles representativos de las sefiales FSC-H y SSC-H para
dos ratones. |zq: Perfiles de dos bazos de ratones de distintos grupos (grupo control a la izquierda e
inyectados con VLPsz.ecrp a la derecha. B. Expresion de CD69 en células CD4*. Se muestra la IFM para
el marcador CD69 en células CD4+. Arriba: células derivadas de bazo. Abajo: células derivadas de ganglios
linfaticos. C. Expresion de CD62L en poblaciones CD4* y CD8". Luego de 5 dias de estimulacién ex vivo,
las células se marcaron con anticuerpos anti CD4, CD8 y CD62L y la expresidon se analizé mediante
citometria de flujo. Arriba: porcentaje de células CD62L positivas en bazo (CD4+ a la izquierda y CD8+ a la
derecha). Abajo: porcentaje de células CD62L positivas en ganglios linfaticos (CD4+ a la izquierda y CD8+
a la derecha). Todos los datos se representan como la media + el desvio estandar. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas (*p< 0.05 vs Control; **p<0.01 vs Control; *** p<0.001 vs Control).
Los datos del grupo control o Mock se muestran en color gris, mientras que los valores correspondientes al

grupo de ratones inyectados con VLPsz.ecrr Se muestran en color violeta sin relleno.
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Analisis de las funciones efectoras de linfocitos T tras inmunizacién con VLPsz.ccrp

La intensidad de las respuestas celulares mediadas por linfocitos T juega un rol
fundamental en la generacion de tanto la inmunidad humoral como celular. Considerando que no
existe la posibilidad de hacer un desafio con algun agente patolégico para evaluar la eficacia de
las VLPszecre, propusimos la realizacién de un protocolo de recall de linfocitos. El objetivo
principal de este ensayo es analizar la capacidad de los linfocitos provenientes de animales
inmunizados para reconocer antigenos especificos de los componentes de la formulacién vacunal

en un contexto ex vivo.

Para ello, 3 semanas luego del ultimo refuerzo se llevé a cabo un ensayo de proliferacion
de linfocitos isogeneicos utilizando como estimulos GFP pura, VLPszesrr 0 PBS. Como la
proliferacion requiere la presencia de CPA, antes del agregado de los linfocitos se colocaron CDs
derivadas de médula ésea de ratones BALB/c que fueron maduradas 24 horas antes de la
incubacién con los linfocitos con distintos estimulos. De esta forma, esperamos simular un
contexto de infeccidon, en el cual los linfocitos puedan responder si una CPA se encuentra
presentando los antigenos vehiculizados en la plataforma (antigenos blanco del patégeno) y
actuar en consecuencia. La diferencia con el MLR es que en este caso no es nuestro deseo
evaluar el estado madurativo de las CDs, por lo que la cepa de los ratones a partir de los cuales
se generan las suspensiones celulares a utilizar debe ser la misma. El esquema de inmunizacion
fue idéntico al utilizado para los experimentos anteriores (Figura 14) y los linfocitos provenientes
de los ratones inmunizados fueron mantenidos en cultivo durante 5 dias junto con las CDs

estimuladas previamente.

El resultado esperado para indicar que la inmunizacién indujo una respuesta de memoria
y por lo tanto fue exitosa, seria que los linfocitos derivados de ratones inyectados con las VLPsz
«crp proliferen ante la presencia de GFP pura. Esto es, porque justamente esta plataforma se
propone como presentadora de antigenos heterélogos y por mas inmunogénica que sea, el
objetivo es que la respuesta obtenida sea especifica. Consistente con los resultados previos sobre
la produccion de anticuerpos tras la inmunizacion en ratones BALB/c, los ratones inmunizados
unicamente con GFP no montaron una respuesta inmunoldgica celular diferente a la del grupo
control (Figura 27). Al contrario, la inmunizacion con VLPszecrp indujo significativamente la
proliferacion de los linfocitos T en respuesta a las VLPsz.cre (p<0.001 vs Control) y a la proteina
GFP pura (p<0.001 vs Control) luego de la re-estimulacion ex vivo (Figura 27). Este hecho sugiere
que las VLPszecrr pueden ser utiles como una plataforma adecuada para proveer
inmunogenicidad a una proteina o antigeno que no la tiene por si misma, como se reportd

anteriormente (Borio et al., 2012).
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Figura 27. Respuestas de linfocitos T tras la inmunizacion de ratones con VLPsz..crp y estimulacion
ex vivo. Las suspensiones celulares derivadas de ganglios linfaticos de los ratones inmunizados fueron
marcadas con CFSE y estimuladas con 0.2 ug de PBS, VLPsz.ecrr 0 GFP durante 5 dias. Se muestran los
porcentajes de células de la poblacion con baja sefial de CFSE en los distintos grupos. En gris se muestran
las células estimuladas ex vivo con PBS; en violeta se muestran las células estimuladas ex vivo con VLPsz.
eGFP; €n verde relleno con pintitas se muestran las células estimuladas ex vivo con GFP pura. Los datos se
representan como la media + desvio estandar (n = 6). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas (*p< 0.05 vs Control; **p<0.01 vs Control; *** p<0.001 vs Control).

En los resultados previos a esta tesis se observo que las VLPsz.ecrr indujeron la secrecion
de citoquinas tipicamente proinflamatorias como IL-12 y TNF-a, que son clasicamente parte de
una respuesta de tipo 1. En ese sentido, para evaluar las funciones efectoras de los linfocitos
decidimos evaluar la produccién de IFN-y por parte de esplenocitos en los ratones de ambos
grupos de inmunizacion. Al finalizar el esquema de inmunizacién, se obtuvieron los ganglios
linfaticos y los bazos de los ratones y las células fueron re-estimuladas con VLPszecrr 0 PBS
durante 72 horas. La secrecion de IFN-y fue evaluada tanto por ELISA como por citometria de
flujo. Como se muestra en la Figura 28A, los esplenocitos del grupo inmunizado mostraron
significativamente mayores cantidades secretadas de IFN-y, unicamente en la presencia de
VLPszecrp €n la re-estimulacion (p<0.01). En este sentido, solo los esplenocitos de los ratones
inmunizados con VLPsz.crp fueron capaces de secretar cantidades significativas de IFN-y, ya que
los ratones inmunizados en ausencia del estimulo no lo hicieron. Las células derivadas de ratones

del grupo control no demostraron produccion de IFN-y incluso en presencia de las VLPSz.ecrp.

Ademas, la caracterizacion fenotipica de las células secretoras de IFN-y mediante
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citometria de flujo mostrd que tanto los linfocitos CD4* como CD8" estan involucrados en dicho
proceso (Figura 28B). Uniendo todos los resultados obtenidos, los datos sugieren que las VLPsz
«GFP SON capaces de inducir una respuesta funcional CD4 y CD8 contra el antigeno vehiculizado,

siendo eGFP en este caso.
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Figura 28. Produccién y secrecion de IFN-y en bazos de ratones inmunizados con VLPsz.grr. A.
Cuantificacién del IFN-y secretado por los esplenocitos re-estimulados ex vivo. Los esplenocitos
obtenidos de ratones de ambos grupos fueron cultivados en presencia de 0.2 ug de VLPszecrp durante 3
dias y se recolectaron los sobrenadantes de cultivo a partir de los cuales se realizé una cuantificacion de
IFN-y utilizando un ELISA disponible comercialmente. Cada muestra fue medida por triplicado y los datos
se representan como media + desvio estandar (n = 6). B. Produccion representativa de IFN-y por
esplenocitos estimulados ex vivo. Las suspensiones celulares fueron obtenidas a partir de los bazos de
los ratones de ambos grupos y cultivadas con 0.2 pg de VLPsz.ecrp durante 17 horas. Luego, las células
fueron tratadas con brefeldina A, fijadas y marcadas con anticuerpos contra CD4 y CD8. Luego se llevo a
cabo la marcacion intracelular con un anticuerpo monoclonal contra IFN-y y se analizaron los resultados
mediante citometria de flujo. Los datos se representan como la media + desvio estandar (n = 6). Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (*p< 0.05 vs Control; **p<0.01 vs Control; ***
p<0.001 vs Control).
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CONCLUSIONES

En este capitulo se describe la respuesta inmune celular inducida por las VLPSz.ecrp €n un
modelo de raton, estudiando diversos distintos componentes del sistema. Un resumen de los

resultados se puede observar en la Figura 29.
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Figura 29. Resumen grafico de los resultados de este capitulo. A la derecha arriba se muestran los
hallazgos in vitro, a la izquierda se muestran los resultados ex vivo y a la derecha abajo se detallan los

descubrimientos in vivo.

En los resultados que anteceden a esta tesis, se encontré que las VLPsz.ecrp tienen la
habilidad de inducir la maduracién de CDs in vitro, evidenciado al medir la expresién aumentada
de moléculas co-estimulatorias, MHCI y MHCII (Pastorini, 2019). Es importante tener en

consideracion que este fendmeno fue observado tanto con CDs de ratones BALB/c como
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C57BL/6, en un intento para analizar los efectos de dichas VLPs de acuerdo con distintos
backgrounds genéticos (datos no mostrados).

Mediante la realizacion de ensayos in vivo en ratones BALB/c se observaron efectos
congruentes con los resultados in vitro. Las CDs en ratones inyectados con VLPSz.ecrr mostraron
un aumento en la expresion de CD86 y MHC I, y ademas las mismas son funcionales, logrando
inducir la proliferacion de linfocitos alogeneicos durante los ensayos de MLR. Ademas, se
encontré que las VLPsz.ecrp S€ unen eficientemente y son rapidamente internalizadas por las CDs,
considerando un periodo entre 10 y 30 minutos en experimentos in vitro.

También se observé que una gran cantidad de células muestran marcadores de activacion
tanto en el bazo como en ganglios linfaticos regionales, tales como linfocitos T CD4+, CD8+ y
linfocitos B CD19+. Este hecho indicaria que las VLPszecrr estimulan eficientemente tanto las
respuestas humorales como celulares.

La prueba de concepto utilizada para demostrar la utilidad de las VLPsz fue exitosa, ya
que se observé un aumento significativo de la proliferacion de linfocitos T derivados de ratones
inmunizados al encontrarse con la proteina GFP pura en un contexto ex vivo. Se encontré ademas
que las células respondedoras a los estimulos fueron tanto T CD4+ como CD8+. Es importante
recalcar que la actividad inmunogénica observada depende de la estructura intacta de las
particulas ya que el uso de un detergente como tritdn X-100 es capaz de eliminar la capacidad
observada de dichas VLPs envueltas (Borio et al., 2012).

Es interesante resaltar que los efectos observados fueron logrados en ausencia de
adyuvantes y eso seria una ventaja ya que se podrian evitar los efectos adversos de dichas
sustancias. Ademas, eso permitiria que las VLPs puedan ser administradas mediante distintas
vias que en presencia de adyuvantes no seria posible, tales como: intravenosa, intranasal y oral,
entre otras.

Ademas, las VLPs han demostrado su capacidad de inducir una respuesta inmune a bajas
dosis, lo que puede reducir considerablemente los costos de inmunizacién. En este caso, la carga
aproximada de eGFP en las VLPsz.ecrr €s 2,37 ug de eGFP cada 5 ug de VLPs, dosis que indujo
una respuesta inmunoldgica significativa cuando los linfocitos de ratones inmunizados se
encontraron con GFP ex vivo. Esta reaccién fue lograda utilizando solo 2,37 yg de antigeno, en
contraste con la imposibilidad de inducir una respuesta inmunolégica de memoria con 5 g de la
proteina GFP pura. Ademas, esto indica que el sistema de produccién de VLPs presentado aqui
es mejor que otros sistemas reportados, por ejemplo, hay un trabajo que reporté que 0.0004 g
del antigeno estaba siendo vehiculizado por cada ug de VLP (Molinari et al., 2014).

La posibilidad de disminuir las dosis de antigenos es relevante, especialmente
considerando que podrian evitarse los efectos secundarios para proteinas patogénicas. Para este
escenario, las VLPsz.crp fueron capaces de inducir una respuesta inmunolégica especifica contra

eGFP sin demostrar efectos téxicos dado que no se encontraron diferencias significativas entre el
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peso de los animales de los distintos grupos ni cambios significativos de los componentes de la
sangre a lo largo de todos los experimentos.

Es asi que el modelo de VLPsz..crr ha mostrado resultados acordes con lo esperado. Para
poder seguir indagando en la capacidad de este sistema en el marco del desarrollo de
formulaciones con aplicaciones en el campo de la salud, es necesario modificar la proteina
indicadora por otra que presente un interés en el campo de las enfermedades infecciosas o
crénicas, contemplando las posibilidades de abordajes profilacticos o terapéuticos. Animadas por
los resultados que se presentan aqui, hemos avanzado en la realizacion de proyectos para la
vehiculizacién de diversos antigenos. Por un lado, en el contexto de la pandemia causada por
COVID-19 se llevé a cabo el desarrollo de VLPs vehiculizando diversos antigenos del virus. Los
mejores resultados se obtuvieron utilizando el dominio de union al receptor (RBD) de la proteina
espiga de SARS-CoV-2, y dichas VLPs denominadas VLPszrep fueron utilizadas para llevar a
cabo ensayos inmunolégicos in vitro e in vivo (manuscrito en preparacion). Por otro lado, el
reemplazo del marco abierto de lectura de eGFP por los de SAgs virales del MMTV para el
desarrollo de una posible terapia contra leucemias y linfomas sera abordado en el siguiente

capitulo.
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INTRODUCCION

Uso del sistema de VLPs;z para nuevos desarrollos

Al concluir la caracterizacién de las VLPsz.ecrp, fue posible identificar el gran potencial
para constituir una plataforma para la vehiculizaciéon de antigenos heterélogos de manera
eficiente y segura, estimulando al sistema inmune para dar inicio a una respuesta tanto celular
como humoral. Por ello, se procedié a poner a prueba el sistema con un antigeno de interés.
En este sentido, la experiencia previa iniciada en el ILEX, en particular las lineas de
investigacion dirigidas por la Dra. Piazzén, fueron determinantes para disefar una posible
terapia para el tratamiento de leucemias y linfomas T. En este contexto, resulta central poner
en relevancia la actividad bioldgica que poseen los SAgs del MMTV en cuanto a su capacidad
para inducir apoptosis especifica a determinados clones de los linfocitos T, asi como la
capacidad inmunomoduladora de las VLPs derivadas de la proteina Z de JUNV, lo cual deriva
en una gran estimulacion del sistema inmunolégico, siendo posible ampliar las vias de

administracion y el direccionamiento de los SAgs hacia las CPAs.

Linfomas y leucemias como objetivo terapéutico

Existe una gran diversidad de leucemias y linfomas. Actualmente, el proceso de
diagnéstico y caracterizacidon molecular de dichas patologias se basa particularmente en
marcadores moleculares de relevancia, para definir el mejor tratamiento de acuerdo con el
tipo de célula neoplasica. Se suelen analizar los marcadores inmunofenotipicos tales como
CD3, CD19, CD20 y CD22 y en paralelo se examina la presencia de anormalidades
citogenéticas (Emadi & York Law, 2023).

La interaccion entre los linfocitos T y los superantigenos es no convencional y tiene
una especificidad atipica, basandose en la region V@ del TCR del linfocito T. La especificidad
de la interaccion es empirica, pero puede predecirse mediante analisis y modelados
bioinformaticos utilizando docking molecular. En la Figura 30 se muestran en forma resumida
las especificidades de los cuatro superantigenos con los que se trabajo a lo largo de esta
tesis en especies murinas y humanas. Como se puede observar en dicha figura, el Unico de
los cuatro superantigenos con el que se cuenta con informacion previa es mtv-7, el cual se
reporté que interactua con las regiones humanas V12, V13, VB15y VB23 (Labrecque et al.,
1993). Esta ultima variante tiene una ligera homologia con su contraparte murina (entre 44 y
56%), pero se ha determinado empiricamente que la interaccién ocurre. Ademas, en dicho
trabajo se confirma que los linfocitos T humanos poseen los componentes estructurales

requeridos para responder a SAgs murinos.
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Figura 30. Especificidades de interaccion de superantigenos en ratones y en seres humanos.

Basado en Golovkina et al., 1997; Labrecque et al., 1993.

Superantigenos del MMTV

En el Capitulo 1 se presentaron los SAgs del MMTV, su rol en la infeccion viral y la
estructura de los mismos. Ademas, se aclar6 que aun no se cuentan con estructuras
cristalizadas de tales como para predecir su plegamiento y la interaccién con otros
componentes celulares de interés. Un trabajo de 1995 muestra que fue posible la expresion
y la purificacion de dos versiones de mtv-7 en sistemas de E. coli, pero no pudo lograrse en
su forma soluble (Mottershead et al., 1995). Desde ese entonces, no existen estudios
cientificos que hayan logrado purificarlo en su forma soluble. Ademas, todos los trabajos
previos utilizan el virus completo en sus experimentos, en lugar de enfocarse solo en las
proteinas responsables de la linfotoxicidad, incluyendo los antecedentes generados en el
IMEX.

Caracterizacion de variantes de MMTV en ILEX

En el bioterio del IMEX (ex ILEX), se contaba con distintas cepas de ratones, tanto
portadoras de MMTV enddgenos como exdgenos. En ese sentido, el grupo de investigacion
dirigido por la Dra. Isabel Piazzén llevé a cabo la caracterizacién de multiples linajes de
ratones y los MMTV que portaba cada uno, en funcién de cdmo se veia afectado su repertorio
de linfocitos T (Tabla 20).

Por un lado, hay dos cepas de ratones nombradas LOR y ETO, en honor a la Parroquia
Nuestra Senora de Loreto que se encuentra a tan sélo 350 metros de la Academia Nacional
de Medicina. Por otro lado, el linaje LA es recombinante y tanto su identificacion como
caracterizacion pueden observarse en un trabajo publicado en 1997 (Golovkina et al., 1997).
En dicho trabajo cientifico se reportd el hallazgo de la cepa de MMTV LA, un virus exégeno
que se sugiere que surgié de la recombinacion entre el SAg enddégeno mtv-7 y el virus
exogeno MMTV BALB14. Ademas, las autoras sugieren que el sitio de recombinacion se
encuentra entre las bases 721 y 789 ya que hasta la base 720 la secuencia es idéntica a

BALB14 y el nucleétido 890 es especifico para mtv-7.
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Las cepas murinas que se encontraban disponibles en ese entonces eran varias,
incluyendo ratones AKR, BALB/cJ y luego varios experimentos incluian la generacion de
retrocruzas interespecie. La particularidad de los ratones BALB/cJ, es que poseen el fenotipo
H-2d Mtv7~, por lo que no poseen el SAg endégeno mtv-7 y al portar la variante H2d del MHC,

se han podido hacer analisis de restriccién de la actividad de los SAgs en dichas condiciones.

Ce|_3a Nombre de linaje murino Variantes de MMTV Fenotipo
murina que porta
BALB/cJ LA BALB2, BALB14y LA VB2 VB6 VB14
BALB/cJ LOR* LA VB6" VB7 VB8.1- VB9
BALB/cJ ETO* mtv-7 endégeno VB6"
BALB/cJ PV# LA VB6  VB7 VB8.1- VB9

Tabla 20. Resumen de las cepas y linajes murinas cuyas muestras derivadas se utilizaron en
este trabajo. Se muestran los detalles de cepa murina, las variantes de MMTV que portan, asi como
su fenotipo relacionado con el repertorio de linfocitos T de las cuatro lineas de ratones. * La linea
murina ETO tenia el virus recombinante LA obtenido igual que PV y LOR, pero luego lo perdi6 a través

de las sucesivas generaciones. # Obtuvieron el virus por pasajes sucesivos.

SAgs para el tratamiento de linfomas y leucemias

El equipo liderado por la Dra. Piazzén ademas de trabajar con SAgs del MMTV, trabajo
con SAgs bacterianos. De hecho, las publicaciones mas recientes del grupo se corresponden
con trabajos en los cuales se utilizé el SAg bacteriano SEE. En un modelo murino de leucemia
tras inoculacion de células Jurkat se pudo observar que el tratamiento con SEE logré una
reduccion drastica del tamafio de los tumores que surgieron tras el proceso de metastasis.
Ademas, se observé un aumento en la sobrevida de los ratones del grupo tratado con el SAg.
Por otro lado, los resultados in vitro sugieren que el mecanismo de apoptosis involucra la via
extrinseca Fas/Fas ligando (Duarte et al., 2023).

En el Capitulo 1 se han presentado los SAgs bacterianos, los cuales poseen gran
importancia clinica por la diversidad y gravedad de las reacciones que causan al estar
presentes en los seres humanos. Algunos de los mismos son considerados armas bioldgicas,
catalogadas como bioterrorismo Categoria B por el Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) (Ahanotu et al., 2006). Ademas, su efecto puede ocurrir a muy bajas
concentraciones, ya que se estima que la dosis letal 50 es de 0,02 ug/kg de masa corporal
para los seres humanos, tras inhalacién del mismo (Fries & Varshney, 2013). Es por ello que
para poder utilizarlos para un desarrollo terapéutico habria que modificar las posiciones
aminoacidicas que se conoce que aportan toxicidad, pero a la vez evitando modificar las
regiones que otorgan la funcionalidad. En contraste, los SAgs virales tienen una accién mas

lenta, moderada y si bien colaboran en el comienzo o desarrollo de determinadas patologias,
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su toxicidad no se puede comparar con el de los SAgs bacterianos. Ademas, cuentan con la

ventaja de que no hay que modificarlos para poder utilizarlos en seres humanos.

En este sentido, con la finalidad de evaluar la potencialidad de un nuevo tratamiento

para leucemias y linfomas T basado en SAgs del MMTV, los objetivos de este capitulo son

e vehiculizar los SAgs en VLPs derivadas de la proteina Z del virus Junin y evaluar la
eficacia del sistema.
e expresar los SAgs de MMTV como subunidades en un sistema de expresion basado

en bacterias.

Los materiales y métodos de este Capitulo se encuentran detallados en la Seccion Il,

paginas 67 a 88.

RESULTADOS Y DISCUSION

Generacion de las herramientas de vehiculizacién y expresion

Estrategia del clonado molecular

Para comenzar el proyecto se disefiaron los primers que permiten la amplificacion de los
marcos abiertos de lectura completos de cuatro SAgs virales. Por un lado, se seleccioné mtv-7
que se considera el SAg universal ya que es el SAg de MMTV mas estudiado y del que mas
informacion se cuenta. Por otro lado, se seleccionaron BALB2, BALB14 y LA que son tres

variantes de MMTYV caracterizadas en el Laboratorio de Leucemia Experimental.

Dado que uno de los objetivos es el clonado de los ORF fusionados a Z, el oligonucleétido
con orientacion sentido porta una secuencia de reconocimiento para la enzima de restricciéon
BamHI, algunas bases recomendadas para optimizar la digestion enzimatica, la secuencia de
unién unica y luego la secuencia especifica del comienzo del ATG del SAg. Asimismo, los
oligonucledtidos con orientacién antisentido portan la secuencia de reconocimiento de la enzima
Notl, acompanada por algunas bases que hacen que la reaccién sea mas eficiente y la secuencia
final del marco abierto de lectura, incluyendo el codén de stop. El uso de las enzimas de restriccidon
permitid un clonado direccionado en los vectores de expresion. El disefio experimental para

obtener la construccion plasmidica de trabajo puede observarse en la Figura 31.
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Figura 31. Estrategia molecular para el clonado de los cuatro SAgs de MMTV. De forma representativa
se muestra el esquema de clonado para el SAg BALB2. Cada una de las secuencias codificantes para los
cuatro SAgs se obtienen mediante reacciones de amplificacién utilizando distintos materiales de partida y
combinaciones de primers. El amplicon obtenido se ligé con el vector pJET 1.2 BLUNT, dando lugar a las
construcciones pJET-SAgs. Todos los clones resultantes son recombinantes, dado que dicho vector posee

el gen eco47IR que genera un metabolito téxico para células bacterianas (mostrado en color naranja),
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regulado bajo el promotor lactosa (lac, representado en gris). Finalmente se libero el inserto correspondiente
a cada SAg, representado como BALB2 en este caso mediante la digestion enzimatica con BamHI y Notl.
Luego se llevaron a cabo ligaciones con los vectores de expresion pZ o pET-28a (+). Las secuencias de los
genes de resistencia para los distintos antibiéticos se muestran en color rojo y los origenes de replicacion
procariotas se muestran representados en color celeste. Ademas, se muestra el origen de replicacion
eucariota derivado del Simian Virus 40 (SV40) en color azul, la secuencia de poliadenilacion también

derivada de SV40 en naranja y el promotor de Citomegalovirus (CMV) en color violeta.

Obtencion de los insertos
Considerando la forma de transmision de cada uno de los virus que dan origen a los SAgs,
se utilizaron distintos materiales de partida para obtener los insertos. Un resumen de ello se puede

observar en la Tabla 21.

Inserto Material de partida Nombre de muestra Primers
cDNA de una mezcla de
mtv-7 placas de Peyer de LA1 mtv-7 Fw y mtv-7 Rv
retrocruzas de ratones
BALB/c x AKR

BALB2 cDNA de tumores de LA 57 bis BALB2 Fw y BALB2 Rv
glandula mamaria de BALB14 Fwy

BALB14 ratones de distintos LA206 BALB14Rv

LA linajes BALB14 Fw y mtv-7 Rv

Tabla 21. Resumen del origen de las muestras para obtener los insertos y los primers utilizados
para cada uno. Se muestran los nombres de los insertos, el material de partida considerando que mtv-
7 es endégeno mientras que el resto son exdgenos, el nombre de las muestras a partir de las cuales
se obtuvieron finalmente los productos de amplificacién y los primers utilizados. Las condiciones de

reaccion y los perfiles de ciclado se detallan en Materiales y Métodos.

Para la amplificacion de mtv-7 se tuvo que recurrir a muestras previas del IMEX ya que ya
que en el Bioterio del IMEX ya no se crian ni mantienen ratones AKR. Al desconocer cual de todas
las muestras encontradas podrian ser utiles para amplificar el fragmento deseado, se realizaron
diversas reacciones de PCR utilizando todas las muestras como molde, cada una por separado
(Figura 32A).

Por otro lado, para obtener los insertos correspondientes a BALB2, BALB14 y LA se
accedieron a muestras almacenadas en los tanques de nitrégeno y se procedié a extraer el ARN
total, sintetizar el ADN complementario y utilizar dicho material como molde en las reacciones de
PCR (Figura 32B). En ese sentido, la seleccién de las muestras se realizé en base a lo descrito
en la Tabla 20.
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Figura 32. Productos amplificados correspondientes a los fragmentos del ORF de los cuatro SAgs
de MMTV. En ambos casos se utilizaron marcadores de peso molecular para utilizar como referencia y con
una flecha rosa se sefiala la posicion aproximada de 1kpb. A. Obtencién del marco abierto de lectura del
SAg mtv-7. En la primera calle se observa el marcador de peso molecular 100pb y el resultado de las PCR
utilizando cuatro muestras de partida como molde. La Unica muestra que permitié obtener el fragmento
deseado fue “LA1” correspondiente a la calle nimero 4 del gel de agarosa. El tamafio esperado de mtv-7
es de 1002 pb. B. Obtencién del marco abierto de lectura de los SAgs BALB2, BALB14 y LA. En la
quinta calle se observa el marcador de peso molecular comercial 100pb (PB-L) y el resultado de las PCR
utilizando tres muestras de partida distintas y diversas combinaciones de los primers. En el caso de BALB2
las dos muestras utilizadas demostraron amplificacion en el tamafo deseado (~870 pb), mientras que la
muestra LA206 permitié la amplificacion de los marcos abiertos de lectura de BALB14 (~912 pb) y LA
(tamafo desconocido). También se muestra que el control negativo utilizando los primers de BALB2 no

produjo un producto de amplificacién en los tamafios esperados, descartando que lo observado sea

producto de una contaminacion.

Los fragmentos de ADN obtenidos a partir de la amplificacion fueron recuperados de
los geles de agarosa y purificados mediante el uso de una solucion de silica. Posteriormente
se procedi6 a ligar dichos fragmentos con el vector comercial pJET 1.2 BLUNT. La ligacion
se llevé a cabo durante toda la noche a 4°C y posteriormente se transformaron las mezclas a
bacterias E. coli XL1 BLUE competentes térmicas y fueron sembradas en medio sélido LB
con ampicilina.

Para seleccionar los clones que portan las secuencias esperadas se realizé un analisis
de recombinantes mediante la técnica de PCR de colonias. Inicialmente para mtv-7 se llevé
a cabo utilizando los primers especificos del plasmido comercial que vienen en el kit: pJET
1.2 Fwy pJET 1.2 Rv. Se utilizé la Tag Pegasus (PB-L) con las concentraciones estandares
para PCR vy el perfil de ciclado “pJET” que se detalla en la Seccién Il (Tabla 5).
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Al evaluar las construcciones restantes, se realizaron dos mezclas de reaccion
distintas: las mezclas A se encontraban compuestas por los primers T7 y los primers Reverse
especificos de cada inserto (por separado) y, por otro lado, las mezclas B contenian a los
primers T7 y los primers Forward especificos de cada inserto (por separado). Los fragmentos

de amplificacion presentaron tamaros entre 983 y 1280 pb (Tabla 22).

Construccion Mezcla A: T7 + Rv Mezcla B: T7 +
especifico Fw especifico
pJET-BALB2 1001 pb 1138 pb
pJET-LA 983 pb 1280 pb
pJET-BALB14 1004 pb 1145 pb

Tabla 22. Detalle de los primers utilizados en las mezclas A y B de la PCR de colonias en las
construcciones pJET-SAgs. Se muestran los tamafios esperados de los fragmentos en cada caso.

Se utilizoé el perfil de ciclado “T7+esp” que se muestra en Materiales y Métodos.

Los resultados de las PCR de colonias se muestran en la Figura 33.
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Figura 33. PCR de colonias para la identificacion de recombinantes con mezclas de primers
universales y especificos. Visualizacion de las electroforesis analiticas en geles de agarosa 0,8%
m/v de los productos de PCR. En rojo se indican las colonias recombinantes seleccionadas. A.
Construccion pJET-mtv7. El producto esperado tiene un tamafio de 1121 pb. B. Construcciones

BALB2, BALB14 y LA. La mezcla A refiere al empleo de los primers T7 y Rv especificos para cada
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inserto mientras que la mezcla B contenia a T7 y Fw especificos de cada inserto. C. Construcciones

BALB2, BALB14y LA.

Las colonias seleccionadas fueron inoculadas en cultivos liquidos con ampicilina tanto
para almacenar stocks de cada una de las mismas con glicerol a -80°C, como para extraer el
ADN plasmidico mediante miniprep por lisis alcalina y precipitacion alcohdlica. Inicialmente
se verificd que el material genético purificado se encuentre integro y tenga suficiente cantidad
como para avanzar en las digestiones. Se selecciono la enzima Bglll, esperando obtener

perfiles de digestion diferenciales ante la presencia de los insertos deseados (Figura 34).
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Figura 34. Mapas fisicos tras digestion con la enzima Bglll. A. Analisis de las colonias #10 y #24
de pJET-mtv-7. Se observan las calles correspondientes al marcador de peso molecular 100, la
muestra sin digerir y la muestra digerida. El patrén de digestién esperado es de 2928 pb + 1048 pb en
caso positivo y de 2928 pb y 46 pb en caso negativo. B. Andlisis de diversas colonias de pJET-
BALB2, pJET-LA y pJET-BALB14. Para la construccion pJET-BALB2 se esperaba que tras la
digestion se generen dos fragmentos: uno de 1181 pb y otro de 2928 pb. En el caso de la construccion
pJET-LA se esperan dos fragmentos: uno de 937 pb y otro de 2928 pb. Para pJET-BALB14 el patrdn
de digestion esperado consta de 3 fragmentos: uno de 2928 pb, otro de 1138 0 1118 pb y otro de 13 o
31 pb, dependiendo del sentido de insercion en el plasmido. Se observan las calles correspondientes

al marcador de peso molecular 100pb (PB-L), las muestras sin digerir y las muestras digeridas.

Como se puede observar en la Figura 34A, la colonia pJET-mtv7#10 digerida
demostré el patron de digestion esperado. Al analizar la colonia #24, hubo un problema
técnico con el marcador de peso molecular, pero se pueden visualizar todos los fragmentos
esperados, aunque algunos en forma tenue. Se avanzé con ambos clones.

Como se puede apreciar en la Figura 34B, en la colonia pJET-BALB2 #02 se
obtuvieron al menos 3 fragmentos: dos que coinciden con el patron de digestion esperado y

otro que podria ser plasmido sin digerir. En la colonia #04 se encuentran al menos dos
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fragmentos: uno de aproximadamente 1000 pb y otro de aproximadamente 3000 pb. Como
se observo el fragmento de aproximadamente 1000 pb en ambas colonias, se puede decir
que son positivas. También en la Figura 34B se nota que la colonia pJET-LA #06 digerida
presenta un patron de digestion compatible con el esperado. Con respecto a la colonia #10,
se observa una gran cantidad de fragmentos, pero como ambas colonias presentaron el
fragmento de aproximadamente 1000 pb, se consideré que el mapa fisico demostré un
resultado positivo y se avanzé con las dos. Como se puede apreciar en la Figura 34B, tanto
la colonia pJET-BALB14 #03 como la #16 digeridas presentan al menos cuatro fragmentos.
Como se observo el fragmento cercano a 1000 pb, se considera que son positivas para dicho
analisis y se avanzé con ambas.

A partir de un nuevo cultivo liquido de las colonias seleccionadas, se realizé la
purificacion del ADN plasmidico mediante el uso del kit comercial Puro Plasmido (PB-L) con
el fin de enviar a secuenciar (Macrogen Inc.) con los primers universales pJET 1.2 Fw y pJET
1.2 Rv.

Una vez obtenidos los resultados, se alinearon con las secuencias generados in silico
de los clonados y se comprobd la identidad de las secuencias mediante el uso de BLASTn.
En el caso de pJET-mtv-7 se hallé un 96% de identidad considerando una cobertura del 91%
con la secuencia M90535.1 en dicha base de datos y un 100% de coincidencia entre los
clones #10 y #24. Dado que es un aislamiento particular de una muestra local, es l6gico que
haya variabilidad en las secuencias o polimorfismos. Las siguientes etapas se continuaron
con el clon #10 porque sus cromatogramas contaban con mayor calidad en la cobertura de la
secuencia.

Con respecto a pJET-BALB2, una vez obtenidas las secuencias se selecciond la
colonia #2, observando un 94% de identidad con la secuencia de referencia (U71271). En
relacion a pJET-BALB14, se avanzo con la colonia #16, determinando un 92% de identidad
con la secuencia de referencia (U71270.1).

Sobre pJET-LA se continu6 con el clon #10 porque posee mas coincidencia con las
secuencias de referencia, a pesar que dicha secuencia en bases de datos se hallaba

incompleta.

Transferencia de los insertos a los vectores de expresion

Una vez verificadas las secuencias y seleccionados los clones finales a utilizar, se
procedié a la transferencia de los ORFs. Para ello, se liberaron los insertos mediante y se
linealizaron los plasmidos destino mediante la digestién con las enzimas BamHI y Notl. Luego
de las digestiones enzimaticas se sembraron los productos de digestién en geles de agarosa

0,8% m/v y se observo la presencia de los fragmentos correspondientes, como se muestra
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en la Figura 35. Los diferentes productos obtenidos fueron recuperados de las electroforesis

para su purificacion.
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Figura 35. Liberacion de fragmentos requeridos para las posteriores ligaciones tras digestion
con BamHI y Notl. A. Digestion de los vectores finales y liberacion del SAg mtv-7. Como
referencia para los tamafios se observan los ladders 100 y 1kpb en las calles 1 y 5, respectivamente.
En la calle correspondiente al plasmido pET-28-a (+) se observa uUnicamente el fragmento
correspondiente al vector sin inserto. En la calle correspondiente al plasmido pZ-eGFP se observa la
liberacién del fragmento de eGFP, de 737 pb vy, por otro lado, el esqueleto del vector. B. Liberacién
de los fragmentos BALB2 y LA. Como referencia para los tamafios se observan el ladder 1kpb plus
(PB-L) en la calle 3. C. Liberacion del fragmento codificante del SAg BALB14. Como referencia
para los tamafios se observan el ladder 1kpb plus (PB-L) en la calle 1. Ademas, se incorporé un control

del plasmido sin digerir, para observar que el fragmento correspondiente al tamafio esperado se deba

a la liberacion del ORF de BALB14.

Posteriormente se realizaron las diferentes mezclas de ligacion, que se llevaron a
cabo durante toda la noche a 4°C. El detalle de las ligaciones y la nomenclatura de los

vectores finales se observan en la Tabla 23.

Inserto Vector pET-28-a (+) Vector pZ
mtv-7 pET28-mtv-7 pZ-mtv-7
BALB2 pET28-BALB2 pZ-BALB2
LA pET28-LA pZ-LA
BALB14 pET28-BALB14 pZ-BALB14

Tabla 23. Mezclas de ligacién y nomenclatura de los vectores finales. A la izquierda se muestran
los cuatro insertos correspondientes a las variantes de los SAgs de MMTV. En el centro se muestran

las mezclas de ligacion correspondientes a la generacion de las construcciones pET28-SAgs para la
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expresion en sistemas de bacterias. A la derecha se muestran las mezclas de ligacion

correspondientes a las construcciones pZ-SAgs para la vehiculizacion de los mismos en VLPs
utilizando células de mamiferos.

Una vez transcurrido el tiempo para las ligaciones, las construcciones se transfirieron
a bacterias E. coli XL1 BLUE mediante un protocolo de transformacion térmica y fueron
sembradas en medio de cultivo LB sélido con kanamicina.

Seleccion de colonias recombinantes

Inicialmente se evaluaron las colonias recombinantes mediante PCR de colonias.
Para las construcciones pET28-SAgs se utilizaron los primers universales T7 prom y T7 ter,
mientras que para las construcciones pZ-SAgs se utilizaron los primers universales CMV
prom y SV40 ter. Los perfiles de ciclado utilizados se muestran en la Seccién Il como “pET28”
y “pZ” (Tablas 7 y 8, respectivamente). Los resultados de dicho analisis se muestran en la

Figura 36, donde los nombres de las colonias positivas se muestran en rojo.
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Figura 36. Analisis de colonias recombinantes mediante PCR de colonias. A. Analisis de las

colonias transformadas con las construcciones pZ-mtv-7 y pET28-mtv-7. Los tamafios esperados
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son de 1271 pb para pET28-mtv-7 y 1445 pb para pZ-mtv-7. En la calle numero 7 se utilizé el /ladder
100 como referencia para los tamafios de los productos. B. Andlisis de las colonias transformadas
con las construcciones pZ-BALB14 y pET28-BALB14. Los tamafios esperados son de 1180 pb para
pET28-BALB14 y de 1354 pb para pZ-BALB14. Como referencia para los tamafos de los productos se
utilizé el ladder 100pb (PB-L) en la calle 5 y ademas se realizé un control negativo de pZ sin molde en
la calle 4. C. Andlisis de las colonias transformadas con las construcciones pZ-LA, pZ-BALB2,
pPET28-LA y pET28-BALB2. Los tamafios esperados son de 1160 pb para pET28-LA, 1139 pb para
pET28-BALB2, 1334 pb para pZ-LA y de 1313 pb para pZ-BALB2. En la calle numero 6 se utiliz6 el

ladder 100 como referencia para los tamafos de los productos.

Como se puede observar en las Figuras 36A, B y C, todas las colonias analizadas
demostraron la amplificacién de un fragmento cercano a las 1500 pb, compatible con los
tamarios esperados. En este sentido, se podria considerar que todas las colonias analizadas
fueron positivas. En funcion de la intensidad de las bandas obtenidas, se descartaron los
clones pET28-BALB2 #06 y pZ-BALB2 #06, continuando los analisis con el resto.

Para seleccionar los clones definitivos, se llevd a cabo un analisis de mapas fisicos
mediante el uso de enzimas de restriccion. Para ello se avanzé en la purificacion de los ADN
plasmidicos de algunas de las colonias positivas para la PCR de colonias y las mismas se
digirieron utilizando distintas enzimas de restriccion. La construccion pET28-mtv-7 fue
digerida utilizando la enzima Hincll, mientras que la construccién pZ-mtv-7 fue digerida
utilizando la enzima Pstl cuyos resultados se muestran en la Figura 37. El nombre de las

colonias que se consideraron positivas se muestra en color rojo.
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Figura 37. Analisis de colonias recombinantes mediante mapa fisico utilizando enzimas de
restriccion. A. Analisis de la construccién pET28-mtv-7 utilizando la enzima Hincll. Para cada
colonia se muestra su control sin digerir. Los fragmentos esperados son de 4087 pb, 2158 pby 77 pb.
En caso de ser pET28a religado, solo debe observarse el plasmido lineal, de un tamafio de 5337 pb.
En la calle numero 1 se utilizé el ladder 1kpb como referencia para los tamafos de los productos. B.

Analisis de la construcciéon pZ-mtv-7 utilizando la enzima Pstl. Para cada colonia se muestra su
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control sin digerir. El patrén esperado es de dos fragmentos de 4927 pb y 323 pb. En la calle nimero
1 se utilizé el ladder 1kpb y en la calle 6 el ladder 100, como referencia para los tamafios de los
productos.

Como se observa en la Figura 37A, la colonia #05 digerida muestra los fragmentos
de aproximadamente 4000 pb y 2000 pb, por lo que se puede considerar positiva. Por otro
lado, la colonia #08 demostré demasiados fragmentos y probablemente un exceso de material
genético en la mezcla de digestion, por lo que se continué con la colonia #05. Como se
observa en la Figura 37B, al analizar las digestiones de las colonias #04 y #08 se generaron
dos fragmentos: uno de aproximadamente 5000 pb que no avanzé demasiado en el frente de
corrida por tener demasiada cantidad de material genético, y otro fragmento con un tamano

menor a 500 pb. En ese sentido, pueden considerarse ambas colonias como positivas.

Para el resto de las construcciones no se realizaron analisis de mapas fisicos
utilizando enzimas de restriccién. Sin embargo, previo a su uso se llevd a cabo la

secuenciacion de los clones pET28-mtv-7 #05, pET28-BALB2 #08 y pET28-LA #04.

Una vez obtenidas las secuencias, se procedié con la transferencia a la cepa de
expresion E. coli Rosetta, mediante transformacién térmica. Las colonias recombinantes
obtenidas fueron analizadas para verificar la integridad del plasmido en las bacterias
transformadas. Se realiz6 una PCR de colonias utilizando los primers t7 prom y {7 ter,
utilizando el perfil de ciclado “pET28” que el que se muestra en la Seccion Il. Los productos
de amplificacion se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa 0,8% m/v y se
muestran en la Figura 38. El tamafno de los productos de amplificacion se encuentra entre
1139-1271 pb.

A PET28-a B ,——

Ladder 100pb
BALB14 #01
BALB14 #02
BALB14#03

LA #01
mtv-7 #01
BALB2 #01
BALB2 #02
BALB2 #03
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Figura 38. Analisis de colonias de E. coli Rosetta transformadas mediante PCR de colonias. A.
Analisis de las construcciones pET28-BALB2, mtv-7 y LA. En la calle nUmero 7 se utilizé el ladder

100 como referencia para los tamafos de los productos. B. Andlisis de la construccion pET28-
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BALB14. En la calle numero 1 se utilizé el ladder comercial 100 pb (PB-L) y en la calle 5 se muestra

el control negativo.

Como se puede observar en la Figura 38A, todas las colonias evaluadas portaban las
construcciones deseadas, ya que puede observarse un producto de amplificacién cuyo
tamano se encuentra entre 1000 y 1500 pb. En cambio, para la construccion pET28-BALB14

se encontré unicamente una colonia positiva, la #02 (Figura 38B).

En funcién de dichos resultados, se decidié trabajar con los siguientes clones: pET28-
BALB2 #02; pET28-BALB14 #02; pET28-LA #01; pET28-mtv-7 #01. Dichas construcciones
fueron utilizadas para expresion de proteinas en sistemas bacterianos, cuyos resultados se

muestran a partir de la pagina 144.

Con respecto a las construcciones pZ-SAgs, luego de la PCR de colonias que se
muestra en la Figura 36, se seleccionaron los clones pZ-BALB2 #10, pZ-BALB14 #03, pZ-LA
#10 y pZ-mtv-7 #04 para llevar a cabo la expresion en cultivo de células de mamiferos. Dichas
construcciones fueron utilizadas para vehiculizacion de los SAgs en VLPs derivados de la

proteina Z de JUNV, cuyos resultados se muestran en la pagina 158.

Analisis bioinformatico

El trabajo realizado en este capitulo comenzé con el uso de las secuencias curadas
en la base de datos del NCBI: U71271 (BALB2), U71270 (BALB14) y U71272 (LA). Sin
embargo, las dos primeras eran aislamientos particulares previos y la tercera, es una
secuencia parcial. Es por ello que de por si acceder a las secuencias de los SAgs con los

cuales se estaba trabajando es novedoso per se.

En funcién de las secuencias obtenidas se realizaron alineamientos entre si para

determinar regiones conservadas ya que son variantes de un mismo gen (Figura 39).
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Figura 39. Variacion en las secuencias nucleétidos de los SAgs. A. Estructura general de los
SAgs del MMTV. B. Sequence logo de la region 3’ de los ORF de los SAgs. Se muestra la region

entre las bases 830 a 969 del alineamiento.

A partir de lo observado en la Figura 39 se puede afirmar que los cuatro SAgs con los
cuales se trabajo en esta tesis poseen conservacion de la secuencia en su region 5’, mientras
que se observan polimorfismos en la region 3. En este sentido, si se asume que la funcion
esta relacionada con la estructura de las proteinas y eso depende de la secuencia de
aminoacidos, se esperaria que la especificidad de interaccién esté dada por las mutaciones
en la region carboxilo terminal, como se ha reportado previamente. De hecho, en un trabajo
se produjeron dos variantes de la proteina mtv-7, una con la secuencia completa y otra que
es solo la regidn carboxilo terminal se observé que la version mas pequefia fue capaz de
demostrar misma funcionalidad que la proteina completa (Mottershead et al., 1995).

Asimismo, se realiz6 la traduccion in silico utilizando el programa MEGA y se avanzo
en el alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las cuatro variantes para evaluar la

conservacion de secuencia y la presencia de diversos dominios (Figura 40).
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Figura 40. Variacién en las secuencias aminoacidicas de los SAgs. Alineamiento parcial de las
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secuencias aminoacidicas considerando los ORFs de los SAgs mtv-7, LA, BALB14 y BALB2. Las
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posiciones marcadas con un * muestran los aminoacidos conservados entre las cuatro secuencias.

Con un recuadro negro se muestra la secuencia RKRR, conservada en los cuatro SAgs.

Como se puede observar en la Figura 40, al igual que lo encontrado en las secuencias
nucleotidicas, hay una conservacion en los aminoacidos de los SAgs en la regibn amino
terminal. Al avanzar hacia el carboxilo terminal se encuentran discrepancias entre los
aminoacidos de cada una de las variantes. Eso quiere decir que la variacion de la secuencia
tiene un impacto en la composicion aminoacidica de cada una de las proteinas y eso podria
ser determinante para la funcion ya que se ha reportado que poseen distinta especificidad de
interaccion. En este sentido, el analisis de la region C terminal sera relevante para determinar
los mecanismos de accion, ya que se ha reportado dicha region es clave para la funcionalidad
de la proteina (Wrona et al., 1998). Se puede observar que las dos primeras secuencias (mtv-
7 y LA) poseen mucha similitud y eso se debe a que LA es un SAg obtenido de un virus
recombinante y que se ha reportado que la region 3’ se corresponde con mtv-7. En este caso
a pesar de haber aislado los insertos a partir de distintos materiales de partida, se puede
confirmar lo expuesto anteriormente (Golovkina et al., 1997). Sumado a esto, se encontré que
las cuatro secuencias poseen un dominio RKRR que se encuentra marcado con un recuadro
negro, lo cual podria implicar el reconocimiento de la proteasa furina en dicha region.

Conocer las secuencias nos permite continuar construyendo conocimiento sobre
estas cuatro variantes de SAgs del MMTYV, especialmente utilizando algoritmos de Machine
Learning tan valiosos como Alpha Fold, lo cual esta planteado para ser desarrollado durante

el seminario de la est. Ornella Flores.

Expresion de SAgs en sistemas bacterianos

Considerando que el objetivo general de esta tesis doctoral es el desarrollo de una
terapia contra linfomas y leucemias que implica la vehiculizacion de SAgs virales del MMTV,
al momento de disefar los ensayos de actividad bioldgica seria adecuado utilizar el
compuesto activo en su forma libre o sin vehiculizar. Ante la imposibilidad de obtener dichas
proteinas en forma comercial, nos propusimos la produccion y purificacion de las mismas,
utilizando sistemas bacterianos.

Los SAgs de MMTV son glicoproteinas transmembrana y hay evidencias que indican
que las modificaciones postraduccionales serian imprescindibles para su funcionalidad,
entonces ocurrir que al producirlos en sistemas procariotas los mismos no tengan actividad.
Sin embargo, en el Laboratorio de Virus Emergentes de la Universidad Nacional de Quilmes
se cuenta con la experticia y equipamiento necesario para llevar a cabo dicha tarea, ademas
de la amplia experiencia en ello. De esta forma, decidimos que era una buena aproximacion

para contar con el control para ensayos posteriores.
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Anadlisis bioinformaticos

Al acceder a las secuencias de las construcciones pET28-SAgs, se determinaron las
identidades de secuencia y se compararon con secuencias similares que se hallaban en bases
de datos de referencia. Las construcciones pET28-BALB2 #08, pET28LA #04 y pET28-mtv-7 #05
mostraron un 100% de coincidencia con las previas de cada uno, por lo que no hubo mutaciones
en el proceso de transferencia del inserto al vector de expresiéon. Sumado a esto, se pudo
comprobar que todos los elementos para la correcta expresion se encontraban presentes de

manera adecuada.

Ademas, mediante el uso de herramientas bioinformaticas se determinaron diversas
caracteristicas de fusion proteica SAg-HT tales como tamano, punto isoeléctrico (pl), presencia
de regiones transmembrana y solubilidad de las mismas, cuyos resultados se muestran en la
Tabla 24.

Proteina Peso Cantidad de pl Ubicacion intracelular Solubilidad
molecular aminoacidos

Nt dentro de las células, 1

BALB2-HT 35,9 kDa 315 982 _helice transmembrana 0.4721
entre los aminoacidos 45-

62
Nt dentro de las células, 1

BALB14-HT 36,3 kDa 320 g.77 | helice transmembrana 0.4454
entre los aminoacidos 45-

63
Nt dentro de las células, 1

LA-HT 36.5 kDa 322 956 nélice transmembrana 0.4760
entre los aminoacidos 45-

62
Nt dentro de las células, 1
hélice transmembrana
mtv-7-HT 40,1 kDa 359 9.69 entre los aminoacidos 82- 0.3816
99

Tabla 24. Caracterizacion de las proteinas SAgs-HT. Las primeras 3 columnas fueron determinadas
utilizando la herramienta ProtParam, mientras que la presencia de dominios transmembrana fue
predicha mediante el uso de HMMTOP vy la solubilidad fue determinada utilizando la herramienta
NetSolP - 1.0.

Al analizar la Tabla 24 se observa que la variante de mayor tamafno de los SAgs-HT es
mtv-7-HT, mientras que el resto posee una variacion de escasos aminoacidos. En relacion al pl,
se observa que todas poseen un pl elevado, lo que puede ser problematico para la purificacion y
su potencial uso, ya que la mayoria de las soluciones suelen tener un pH cercano a 8, en el cual
las proteinas se encontrarian portando carga positiva. Por otro lado, las predicciones indican una

posible region transmembrana en todas las variantes de las proteinas, en la misma region.
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Con respecto a la ultima columna, los valores mostrados se calculan para encontrarse
entre 0 y 1, siendo 1 la mayor solubilidad posible. En general las proteinas con valores mayores
a 0.75 se consideran solubles. En este caso se observa que todos los valores son menores a 0.5

y la proteina que peor solubilidad tendria es mtv-7-HT.

Pruebas de expresioén a pequeia escala

Una vez obtenidas las construcciones pET28-a portando las cuatro variantes de
superantigenos, se procedio a realizar ensayos de expresion utilizando bacterias E. coli Rosetta
ya que las secuencias no habian sido optimizadas para su expresién en bacterias. En ese sentido,
la cepa Rosetta es una variante de las bacterias BL21, pero posee un plasmido con resistencia
para cloranfenicol que aporta las secuencias para los ARN de transferencia necesarios para la

expresion de proteinas eucariotas.

Se comenzé realizando ensayos individuales con cada una de las construcciones, cuyos
in6culos se crecieron overnight en LB con cloranfenicol y kanamicina. Para los ensayos de
expresion se utilizaron las condiciones estandar: DOgo entre 0,6 y 0,9; IPTG a una concentracion
de 1 mM, 200 rpm y 37°C. Se realizaron réplicas sin inducir con la finalidad de contar con dichos
extractos como control. Los ensayos de expresion se llevaron a cabo durante 4 horas post
induccion, tomando muestras en tiempo cero, tiempo 1 (2 horas) y tiempo 2 (4 horas). Las pruebas

de expresion de las cuatro variantes de los SAgs a pequefia escala se muestran en la Figura 41.

146



A pET28-a-mtv-7 B pET28-a-BALB2

%) %)
= o) ko] 2 © © o)
o o E ©- £ © o £ v £ v £ ©
o £ @ S @ £ o » £ @ £ & £
2 o +~ = o o 2 o o - - &N
M F + + F F M F F F - F
— e~ c—

40 kDa— | 40 kDa—s>

30 kDa— 30 kDa—>

pET28-a-LA % pET28-a-BALB14
2] a4
2 © k] o - T T ©
o £ v £ v £ © = £ £ v £ ©
o ®» £ ®» £ & £ L % & £ & £
2 o0 O - - N o 2 o » » N
O F F F F F F O F F F F F

.o
40 kDa— ‘
30 kDa—>

Figura 41. Ensayos de expresion a pequeia escala de las cuatro variantes de los SAgs de MMTV
en condiciones estandar. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida 12% m/v
desnaturalizantes utilizando lisados bacterianos. Para cada proteina se muestran los perfiles de
expresion correspondientes a los tiempos: 0 horas, 2 horas (t1) y 4 horas (t2) para los cultivos sin
inducir e inducidos tras el agregado de IPTG. A. Expresion de la proteina mtv-7-HT. B. Expresion
de la proteina BALB2-HT. C. Expresion de la proteina LA-HT. D. Expresiéon de la proteina
BALB14-HT.

Como se puede observar en la Figura 41, los tamafios predichos mediante el uso de
herramientas bioinformaticas se condicen con lo observado en los geles, lo que confirmaria a priori
que las bacterias no poseen los mecanismos necesarios para las modificaciones
postraduccionales de glicosilacion y posibles sitios de protedlisis que se reportaron en trabajos
previos de otros grupos de investigacion (Mottershead et al., 1995; Winslow et al., 1992). Al
analizar en detalle se observa que hay dos variantes de los SAgs (BALB2 y BALB14) que
demuestran ser mas sensibles a la degradacion ya que se observa la banda de expresion a las 2
horas, pero se pierde a las 4 horas (Figuras 41B y 41D). Por otro lado, los SAgs LA y mtv-7

demostraron ser mas estables, manteniendo una expresién sostenida entre las 2 y 4 horas de
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expresion (Figuras 41A y C). Ademas, en la Figura 41D se puede observar que la expresion de

BALB14 es demasiado tenue, casi imperceptible.

Verificacion de la identidad de los superantigenos expresados

Con la finalidad de confirmar que las bandas de sobreexpresion observadas se deben a
los superantigenos, se llevé a cabo un Western Blotting utilizando un anticuerpo monoclonal
contra el tag de histidina sobre lisados bacterianos inducidos y sin inducir, cuyos resultados se

muestran en la Figura 42.
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Figura 42. Western Blotting de los cultivos bacterianos expresando diversas versiones de los
SAgs de MMTV. Los lisados celulares fueron sometidos a electroforesis en geles de poliacrilamida
12% m/v y posteriormente transferidos a membranas de PVDF a las cuales se las sometié a
inmunodeteccién con un anticuerpo monoclonal contra HisTag. En todos los casos se utilizé como
control positivo la proteina NS1-HT de SLEV cuyo peso molecular es de aproximadamente 41 kDa

(Lorch etal.,, 2019). A. Inmunodeteccion de los lisados bacterianos tras induccion de la
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expresion. lzq: Placa radiografica. Der: Membrana de PVDF tefida con Rojo Ponceau. B.
Inmunodeteccion de los lisados bacterianos sin induccién de la expresion. Izq: Placa
radiografica. Der: Membrana de PVDF tefiida con Rojo Ponceau. C. Inmunodeteccion de los lisados
bacterianos que expresan BALB14-HT. Izq: Placa radiografica. Der: Membrana de PVDF tefiida con

Rojo Ponceau.

En la Figura 42A se puede observar que efectivamente el anticuerpo logré detectar las
fusiones proteicas a los pesos moleculares esperados en los cultivos inducidos con IPTG,
mientras que eso no ocurrid en los cultivos sin inducir (Figura 42B). Mientras que para las
muestras de mtv-7-HT y LA-HT la sefial se observa robusta, en el caso de BALB2-HT la sefial es
débil. Eso probablemente se deba a la inestabilidad o degradacion de la misma, ya que se
utilizaron los lisados bacterianos correspondientes a 4 horas de expresion a 37°C, donde se pudo

observar que disminuye la cantidad de la proteina en relacién con las 2 horas (Figura 42B).

Con el objetivo de analizar si la inmunodeteccion de BALB2-HT mejoraba al utilizar los
cultivos bacterianos tras 2 horas de expresion, se repitié el Western Blot (Figura 42C), sumando
el homogenado de bacterias inducidas a las 4 horas de expresion a 37°C para BALB14-HT. Como
se puede observar en dichas placas radiograficas, no se obtuvo inmunodeteccion del tag de
histidinas en los cultivos que expresan BALB14-HT, lo que puede deberse a problemas en la
expresion, ya que no fue posible identificar productos de sobreexpresién diferencial en el tamafo
esperado (Figura 41D). Sumado a esto, en la oportunidad en la cual se realizé la deteccion de
BALB14 podria haber problemas técnicos ya que se puede observar que el control positivo tiene

una sefial mucho mas tenue que en las Figuras 42A y B.

Optimizacion de la expresiéon

Una vez confirmada que la expresion se debe a proteinas fusionadas al tag de histidinas,
se intentdé mejorar los rendimientos para avanzar en la purificacién de las proteinas. Como se
observa en la Figura 41, tanto BALB2 como BALB14 se degradan a las 4 hs de expresion, por lo

se evalué inducir la expresion de todos los superantigenos a una temperatura de 22°C.
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Figura 43. Expresion de los SAgs en sistemas bacterianos a 22°C. Se mantuvo la concentracién
final de IPTG a 1 mM, la agitacién a 200 rpm y el tiempo de expresion a 2 y 4 horas post-induccion.
Electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes 12% m/v de lisados bacterianos y posterior
tincion con Coomasie Blue. A. Expresion de BALB2-HT a 22°C. En la calle nimero 1 se utilizé el
marcador de peso molecular ProteinRuler Il y en el resto de las calles se muestran las bacterias sin
inducir o inducidas a distintos tiempos de expresiéon. B. Expresion de mtv-7-HT y LA-HT a 22°C. En
la calle numero 1 se utilizé el marcador de peso molecular ProteinRuler 1l y en el resto de las calles se

muestran las bacterias sin inducir o inducidas a distintos tiempos de expresion.

Como se puede observar al comparar las Figuras 41 y 43, la expresion de los
superantigenos fue mayor a 37°C que a 22°C, aunque en esta Ultima prueba se obtuvo menor
degradacién de BALB2, y no se observaron diferencias para BALB14. En ese sentido, se

decidié avanzar utilizando las expresiones a 37°C.

Analisis de la solubilidad de las proteinas

Para definir el protocolo de purificacion de las proteinas expresadas, es necesario analizar

la solubilidad de las mismas. Para ello, se procedi6 a lisar las bacterias mediante el uso de un

sonicador de punta, y tras una centrifugacion del lisado se separaron las fracciones de

sobrenadante (fraccién soluble) y precipitado (fraccion insoluble) para determinar en cual de

ambas se encontraban las proteinas (Figura 44).

151



A BALB2 mtv-7 ko) LA BALB14 ko)
3 =

2] [0} 2} o X @ [0} 2} o X

e o o E o & 8 o =5 € o o ¢

(0] Qo =] [0) Qo 2 o O =) =] [0} o 2

B 2 @ ®wm 2 o9 5 6B 2 © o 2 ®© %5

© o 0 © o 12} = © [e) N © o 2} =4

m wn = m wn £ o om wn = m w =S o

B LA § mtv-7 BALB2
pao |
2] o X @ [0} 2] [0)
e © 5 c f @ =5 € o =
[0} o 2 o 9 Qo = [0} Qo =2
o 2 o £ © 3 o B 3 o)
© e} ®» 2 ®©® © ©® & © @
om n E o o n L= o0 w £
——

P )

Figura 44. Andlisis de la solubilidad de los SAgs producidos en sistemas bacterianos tras
expresion a distintas temperaturas durante 4 horas. Electroforesis en geles de poliacrilamida
desnaturalizantes 12% m/v de lisados bacterianos y posterior tincién con Coomasie Blue. En todos los
geles se utilizé el marcador de peso molecular ProteinRuler Il y se sefalan las bandas de peso
molecular de interés para el analisis. A. Analisis de la solubilidad de las proteinas expresadas a

37°C. B. Andlisis de la solubilidad de las proteinas expresadas a 22°C.

Al analizar la solubilidad de las fracciones proteicas obtenidas a partir de la expresion
a 37°C, se observa que LA-HT, BALB14-HT y mtv-7-HT se localizan en la fase insoluble
(Figura 44A). No fue posible determinar la distribucion de BALB2-HT. De la misma forma,
tras la expresion a 22°C durante 4 horas (Figura 44B), puede verse que tanto LA-HT, como

BALB2-HT y mtv-7-HT se encuentran en la fraccion insoluble.
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Las posteriores aplicaciones de estas proteinas requieren que las mismas se
encuentren de forma soluble. Por ello, en el marco de una colaboracion con el Dr. Alejo
Gianotti del Laboratorio de Expresién y Plegado de Proteinas de la UNQ, se evalud la
solubilidad en buffer de lisis con agregados de trehalosa a una concentracion final de 0.75 M,
ya que hay trabajos que demostraron que el agregado de determinados componentes puede
mejorar la solubilidad de diversas proteinas (Leibly et al., 2012). Para llevar adelante este
ensayo, se selecciond la proteina mtv-7-HT, y se evalud el efecto de la temperatura en la
solubilidad. Las condiciones ensayadas fueron: sin inducir, inducido a 37°C durante 2 horas
e induccién a 22°C durante 2 horas. En todos los casos se agregé trehalosa al buffer de lisis.
Ademas, se decidié analizar la solubilidad en presencia y ausencia de trehalosa expresando

a 16°C, resultados que se muestran en la Figura 45.
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Figura 45. Optimizaciéon de la solubilidad de mtv-7-HT. Electroforesis en gel de poliacrilamida

desnaturalizante 12% m/v de lisados bacterianos y posterior tincion con Coomasie Blue. Como
referencia del peso molecular se utilizé el marcador ProteinRulerll. A. Efecto de la temperatura y el
agregado de trehalosa sobre la solubilidad. Se muestran las fracciones solubles e insolubles tras
lisis y centrifugacion de cultivos de E. coli Rosetta expresando mtv-7-HT sin induccion, cuya induccion
se realizd a 37°C y con induccion a 22°C. A la derecha se muestran los lisados de bacterias en tiempo
0y tiempo 1 de expresion (2 horas a 37°C). La flecha violeta muestra la altura en la cual se espera la
banda proteica correspondiente a mtv-7-HT. B. Solubilidad de mtv-7-HT tras expresion a 16°C en
presencia y ausencia de trehalosa. Se muestran las fracciones solubles e insolubles tras lisis y
centrifugacién de cultivos de E. coli Rosetta expresando mtv-7-HT y lisando en buffer sin trehalosa y
buffer con trehalosa, cuya induccion se realizé a 16°C. Ademas, a la derecha se muestran los lisados

de bacteria sin inducir y con induccion tras agregado de IPTG.

Como se puede observar en la Figura 45A, al inducir la expresién de mtv-7-HT a

37°C, la misma se encuentra posteriormente en la fraccion insoluble. Al observar la expresion
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a 22°C es posible identificar una banda en la fraccion soluble, con lo que podria pensarse que

hay una pequefa fraccion que se solubiliza.

En la Figura 45B se observa una banda compatible con mtv-7-HT en la fraccion
soluble al lisar con un buffer que contenia trehalosa. Es por ello que se decidid considerar la
posibilidad de hallar al menos una pequefa fraccion soluble de dicha proteina al expresarla
a 16°C. Sin embargo, al comparar las tres temperaturas de expresion (37°C, 22°C y 16°C),
se considerd que el rendimiento tras la expresion a 16°C es muy bajo. En base a ello, se
procedié a realizar la expresién a 37°C, solubilizar con urea vy realizar la purificaciéon en

condiciones desnaturalizantes.

Expresiéon a mediana escala y purificacion

Con lafinalidad de purificar mtv-7-HT, se inocularon 250 mL de medio LB con cloranfenicol
y kanamicina con bacterias E. coli Rosetta portando el plasmido pET-28-a-mtv7 y se indujo la
expresion a una DOggo de 0,640, 37°C, 200 rpm, IPTG 1mM y durante 2 horas. Posteriormente,
los precipitados bacterianos fueron resuspendidos en buffer de lisis sin trehalosa, se purificaron y
rompieron los cuerpos de inclusién siguiendo el protocolo que se muestra en Materiales y
Métodos. Luego, se resuspendieron los pellets con buffer A que posee urea 8M y se separé la

fraccion soluble mediante centrifugacion.

La purificacion se llevé a cabo mediante el uso de una columna de Niquel (HisTrap, Cytiva)
y de manera manual. Luego de inyectar la muestra, se lavé inicialmente con un buffer sin imidazol
y luego con un buffer que tenia una pequefa cantidad de imidazol. Finalmente, se eluyé en 10 mL
de buffer con Imidazol 0.25M y las alicuotas se colectaron de un volumen final de 0,5 mL cada
una. Las fracciones fueron almacenadas a -80°C hasta su uso y se verific6 su composicién
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (Figura 46). Posteriormente se avanzé en
realizar dialisis mediante dos metodologias diferentes con la finalidad de eliminar la urea y el
imidazol. Para ello se unificaron las fracciones 14, 21 y 22 colocandolas en un caramelo realizado
con una membrana de dialisis de un valor de corte de 14 kDa sumergido en buffer de didlisis. Se
llevé a cabo durante toda la noche a 4°C en agitacion. Al dia siguiente se cambié el buffer por
liquido fresco y se dejo 4 horas mas de didlisis a 4°C en agitaciéon. Por otra parte, se evalué el

efecto del pH en la solubilidad de las fracciones purificadas, resultados que se muestran debajo.
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Figura 46. Purificacion de mtv-7-HT mediante cromatografia de pseudoafinidad. Electroforesis en
gel de poliacrilamida desnaturalizante 12% m/v de las distintas fracciones purificadas y posterior tincion
con Coomasie Blue. A. Fracciones obtenidas durante la ultima ronda de sonicado, los lavados
de columna y la primera elucion. En la calle numero 5 se utilizé6 el marcador de peso molecular
ProteinRulerll y a su izquierda se muestran las fracciones previas a los lavados y la elucion. A la
derecha se muestran las fracciones del primer y segundo lavado de la columna, asi como la primera
fraccion de elucion. La flecha violeta muestra la altura en la cual se espera la banda proteica
correspondiente a mtv-7-HT. B. Fracciones obtenidas durante la eluciéon. En la calle nUmero 10 se
utilizé el marcador de peso molecular ProteinRulerll y a su izquierda se muestran todas las fracciones
de elucion. La flecha violeta muestra la altura en la cual se espera la banda proteica correspondiente
a mtv-7-HT. C. Dialisis en dos pasos de las fracciones purificadas de mtv-7-HT. De izquierda a
derecha: se muestran las fracciones sin dializar, y las fracciones solubles e insolubles de la muestra
dializada. En la calle nUmero 4 se utilizé el marcador de peso molecular ProteinRulerll. La flecha violeta
muestra la altura en la cual se espera la banda proteica correspondiente a mtv-7-HT. D. Dialisis
escalonada de 6 pasos. De izquierda a derecha: se muestra el lisado de bacterias expresando la
proteina, la fraccién sin dializar, y las fracciones solubles e insolubles de la muestra dializada. En la
calle numero 5 se utilizé el marcador de peso molecular ProteinRulerll. La flecha violeta muestra la
altura en la cual se espera la banda proteica correspondiente a mtv-7-HT. E. Efecto del pH en la
solubilidad de mtv-7-HT. Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante 12% m/v de una
misma fracciéon de mtv-7-HT purificada tras dilucién 1/10 con buffers de distintos pH. El gel luego de la

electroforesis fue tefiido con Coomasie Blue. En la primera calle se utilizé el marcador de peso

155



molecular ProteinRulerll. La flecha violeta muestra la altura en la cual se espera la banda proteica

correspondiente a mtv-7-HT.

Como se puede observar en la Figura 46A, puede que se pierda parte de mtv-7-HT en la
carga de la columna. También se observa una banda que podria corresponderse con mtv-7-HT
en la fraccion analizada correspondiente al 1° lavado, mientras que no se observa en el 2° lavado
de la columna. Asimismo, la primera fraccién de elucion (alicuota #13) posee muy poca cantidad
de la proteina y por lo tanto no deberia utilizarse ya que probablemente se corresponda con el
volumen muerto de lo restante del 2° lavado. Por otro lado, al analizar la Figura 46B se puede
observar en principio que se pudo lograr la purificacién de la proteina mediante cromatografia de
pseudoafinidad, observando que las fracciones 14 a 22 son positivas, con diferentes grados de
pureza. No seria recomendable utilizar las fracciones 14 o 15 porque tienen contaminacion con
otros componentes, mientras que el resto de las fracciones se encuentran mas puras, aunque con
menor concentracion de la proteina. En tal caso, dichas fracciones podrian volver a someterse al

proceso de purificacion.

Como se observa en la Figura 46C, al realizar el protocolo de didlisis en dos pasos, la
totalidad de la proteina se volvié insoluble. Por lo que se intenté un protocolo de dialisis
escalonada de 6 pasos, cuyos resultados se muestran en la Figura 46D. El protocolo mas

prolongado tampoco logré obtener la proteina en su forma soluble.

En este punto, retomamos la colaboracién con el LEPP de la UNQ, pero en esta
oportunidad con la Dra. Pamela Toledo, y se propuso el abordaje de 2 alternativas para obtener
las proteinas solubles. En primera instancia el objetivo fue analizar si la solubilidad de la proteina
variaba en funcién del pH del medio, labor que se realizé en conjunto con la est. Ornella Flores.
Para ello, se realizaron diluciones 1/10 de una de las fracciones de proteina purificada utilizando
buffers de pH 2, pH 4.5 y pH 10. Luego se llevé a cabo una centrifugacion para separar las
fracciones solubles e insolubles y las fracciones solubles fueron precipitadas con ATC para

obtener un resultado observable en geles de poliacrilamida.

Como se puede observar en la Figura 46E, se encontré un aumento en la solubilidad de
la proteina al diluir con un buffer de pH 2, en comparacién con los buffers utilizados habitualmente
como rutina en los protocolos de purificaciéon. Sin embargo, la posibilidad de utilizar buffers a dicho
pH y ademas mantener dicha condicion sera imposible en las condiciones de los ensayos
bioldgicos ya que las células se cultivan en medios de cultivo cuyo pH es alrededor de 7.4. En ese
sentido, tras el agregado de los pL correspondientes a la proteina como estimulo en los pocillos
con ceélulas, probablemente el pH cambie a un pH mas alto y como consecuencia la proteina se

vuelva insoluble nuevamente.
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Por otro lado, otra de las propuestas por parte de la Dra. Pamela Toledo fue evitar el
agregado de DTT a los buffers para evitar romper los puentes disulfuro que tal vez se encuentren
involucrados en asegurar el correcto plegamiento de las proteinas. Como consecuencia de un
plegamiento incorrecto, podria ocurrir que al retirar la urea las proteinas no puedan recuperar su

estructura y se volverian insolubles.

Tras dichos resultados, nos propusimos volver a indagar sobre las condiciones de
expresion y su impacto en la solubilidad, por lo que se realizé una prueba de expresién de mtv-7-
HT a 16°C durante toda la noche. En ese caso, las condiciones de expresion fueron las que se

indican previamente, pero al ser un ensayo overnight, la concentracién de IPTG fue de 0,5 mM.

Los resultados de dicho experimento se muestran en la Figura 47.
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Figura 47. Solubilidad de mtv-7-HT tras expresion a 16°C durante toda la noche. Electroforesis en
gel de poliacrilamida desnaturalizante 12% m/v de los distintos lisados bacterianos, tras posterior
tincion con Coomasie Blue. En la primera calle se utilizoé el marcador de peso molecular ProteinRulerll.
De izquierda a derecha se muestran: bacterias sin inducir, bacterias con induccién de la expresion,
sonicado de las bacterias inducidas y las fracciones solubles e insolubles de la primera y segunda
ronda de sonicado. El segundo ciclo de sonicado se realizé resuspendiendo la fraccién insoluble en un
buffer que contenia UREA 8M. La flecha violeta muestra la altura en la cual se espera la banda proteica

correspondiente a mtv-7-HT.

Como se puede observar en la Figura 47, hay una leve sefial de una proteina en el tamafio
esperado en las fracciones solubles, tanto en el primer ciclo de sonicado como en el segundo.
Dicha observacién caus6 que se avance en la purificacion de la proteina siguiendo el mismo
protocolo que utilizado previamente, pero no pudo observarse ninguna proteina en las fracciones
de elucion (datos no mostrados). Es por ello que lo observado en la Figura 47 podria deberse a

otra proteina o algun artefacto, pero probablemente no haya mtv-7-HT en la fase soluble.
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Considerando que mtv-7 era la mas problematica de las 4, se comenzaron a repetir
algunos de los procedimientos con otras proteinas, especialmente con BALB2 que se encontré
que se degradaba a 4 horas de expresién a 37°C y era particularmente de nuestro interés por una
colaboracién que involucraba su uso, cuyos detalles de abordaran en el Capitulo VI de la presente
tesis. En este sentido, se llevd a cabo un ensayo de expresion a 16°C y se evalud la expresion a

2y 4 horas, cuyos resultados se muestran en la Figura 48.
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Figura 48. Expresion de BALB-2-HT a 16°C. Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante

il

12% ml/v de los distintos lisados bacterianos, tras posterior tincion con Coomasie Blue. En la primera
calle se utilizé el marcador de peso molecular ProteinRulerll. De izquierda a derecha se muestran:
bacterias en tiempo cero de expresion, bacterias sin inducir a tiempo 2 horas, bacterias con induccién
de la expresioén a tiempo 2 horas, bacterias sin inducir a tiempo 4 horas y bacterias inducidas a tiempo
4 horas. La flecha violeta muestra la altura en la cual se espera la banda proteica correspondiente a
BALB2-HT.

Como se puede observar en la Figura 48, hay una pequefia expresion de BALB2-HT a
esta temperatura, que incluso se mantiene a las 4 horas de expresion. En este sentido, resulta
evidente que para obtener una buena masa de proteina es conveniente llevar a cabo la expresion
a 37°C durante 2 horas. Por cuestion de tiempos no se llego a realizar el escalado de la produccion
y purificacion de BALB2-HT, pero es una de las actividades pautadas para el seminario de grado
de la Est. Ornella Flores. Sumado a esto, también se propuso avanzar en la produccién y

purificacion de LA-HT y BALB14-HT en el marco de dicho seminario de grado.

Expresion de SAgs en células de mamifero
En forma paralela a la produccion y purificacion de los SAgs-HT en sistemas
bacterianos, se utilizaron los plasmidos pZ-SAgs para la vehiculizacion de los cuatro SAgs

virales seleccionados en VLPs derivadas de la proteina Z de JUNV. Los plasmidos poseen
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los elementos para permitir la expresién de los marcos abiertos de lectura en células
eucariotas tales como el promotor de CMV y la sefal de poliadenilacion SV40. Dado que el
sistema de produccion de VLPs basado en Z de JUNV se encuentra bien caracterizado

utilizando células HEK293T, se utilizd dicha linea celular.

Anadlisis bioinformaticos
Una vez obtenidas las secuencias de las construcciones plasmidicas pZ-SAgs, se
utilizaron herramientas bioinformaticas para determinar algunas caracteristicas de las proteinas

de fusion Z-SAgs, cuyos resultados se muestran en la Tabla 25.

Proteina Peso Cantidad de pl Ubicacion intracelular
molecular aminoacidos

7-BALB2 43 kDa 378 939 Nt fuera gg las células, 0
hélices TM

Z-BALB14 43,4 kDa 383 ggp | eEECEEsEINEE, ¢
hélices TM

Z-LA 43.7 kDa 385 917 Nt fuera gg las células, 0
hélices TM

Nt fuera de las células, 0
Z-mtv-7 47,9 kDa 422 9.32 hélices TM

Tabla 25. Resumen de las predicciones bioinformaticas de las proteinas de fusion Z-SAgs. Las
primeras 3 columnas fueron determinadas utilizando la herramienta ProtParam, mientras que la

presencia de dominios transmembrana fue predicha mediante el uso de HMMTOP.

Como se puede observar en la Tabla 25, las proteinas Z-SAgs son muy similares
entre si, exceptuando a Z-mtv-7 que posee mayor tamafo que el resto. Por fuera de eso, su
punto isoeléctrico es similar y la ubicacion intracelular predicha también. En este caso, la
ausencia de hélices transmembrana es muy importante para la estrategia de vehiculizacion,
ya que si parte de las proteinas se encontrase fuera de las vesiculas podria ser degradada
por la proteinasa K y por lo tanto las VLPs carecerian del componente activo total o
parcialmente. El uso de proteinasa K es parte del procedimiento estandarizado para la

purificaciéon de las VLPsz, cuyos detalles se muestran en la Seccion I, pagina 50.

Ensayos de expresion en monocapas celulares eucariotas

A continuacién, se procedio a realizar una prueba de expresion con células HEK293T
para la produccion de las VLPs con las fusiones proteicas Z-SAgs en su cara interna. Para
ello se utilizaron monocapas celulares a una confluencia de 60% aproximadamente, en una
placa de 6 pocillos y se transfectaron con PEI87K en conjunto con las construcciones pZ-
BALB2 #10, pZ-LA #10 y pZ-mtv7 #4. Como control un pocillo fue rotulado como Mock en el
cual no se colocoé material genético, pero si el resto de los reactivos, y como control positivo

se utilizé el plasmido pZ-eGFP que induce expresion fluorescente verde del cultivo. La
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transfeccién fue transitoria y luego de 48 horas se recolectaron las fracciones celulares, que

fueron posteriormente utilizadas para realizar un Western Blotting utilizando un anticuerpo

policlonal contra la proteina Z de JUNV, cuyos resultados se muestran en la Figura 49.

A

pZ-eGFP
pZ-BALB2
pZ-LA
pZ-mtv-7
pZ-eGFP
pZ-BALB2
pZ-LA
pZ-mtv-7

Mock
Mock
Blue Plus

<40 kDa
37.9 kDar

—>

<30 kDa

pZ-BALB14
Blue Plus

Mock
! pZ-BALB14

70 kDa—
50 kDa—
Tamafios esperados:

10 5haee Z-mtv-7: 47,9 kDa
Z-BALB2: 43 kDa
Z-BALB14: 43,4 kDa
Z-LA: 43,7 kDa

Figura 49. Western Blotting de las monocapas transfectadas utilizando un anticuerpo anti Z
JUNV. A. Inmunodeteccion de monocapas celulares transfectadas con diversas
construcciones. De izquierda a derecha se muestran las monocapas celulares transfectadas con los
plasmidos: pZ-eGFP, pZ-BALB2, pZ-LA y pZ-Mtv-7, el control negativo y el marcador de peso
molecular BluePlus. La flecha violeta muestra el tamafio de la proteina de fusion Z-eGFP cuyo tamafio
aproximado es de 37.9 kDa. Se detallan los tamafios esperados para cada proteina de fusion,
predichos con el uso de herramientas bioinformaticas. Las flechas naranjas indican las bandas de
interés para el analisis. 1zq: Placa radiografica. Der: Membrana de PVDF tefida con Rojo Ponceau. B.
Inmunodetecciéon de monocapas celulares transfectadas con pZ-BALB14. Izq: Placa radiogréfica.
Der: Membrana de PVDF tefida con Amido Black.

Al analizar la Figura 49, se puede observar en principio que hay inmunodeteccion en
todas las calles donde hay muestra, a distintos tamafos. En este sentido, al utilizar un
anticuerpo policlonal realizado en conejos, el pegado en la regién superior de la membrana

podria ser inespecifico. De hecho, se observa una senal positiva en la calle correspondiente
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al Mock, estableciendo el background de la técnica y por lo tanto las bandas proteicas
positivas serian las de peso molecular inferior a las que muestra el Mock (sefialadas con la
flecha naranja). En la Figura 49A se puede confirmar la deteccion de la fusidon proteica Z-
eGFP que es el control positivo, asi como algunas variantes proteicas derivadas de la misma
a menor tamafio. Por otro lado, se logré detectar la presencia de Z en fusiones proteicas en
las monocapas celulares transfectadas tanto con pZ-BALB2, pZ-LA cémo con pZ-mtv-7. En
este sentido, se puede confirmar que los plasmidos pZ-SAgs transfectados son capaces de
inducir la expresion de proteinas de fusién que portan Z y cuyos pesos moleculares son

menores a 40 kDa.

Se observo que las proteinas Z-SAgs poseen menor peso molecular que el predicho
bioinformaticamente. Este hecho tiene sentido, ya que las células HEK293T son capaces de
causar modificaciones postraduccionales a las proteinas como no lo hacen los sistemas
bacterianos. Mas aun, al analizar la estructura general de los SAgs de MMTV, se puede
observar que posee al menos 2 sitios de reconocimiento de proteasas, como el sitio RKRR
que es reconocido por la proteasa furina y RARR que también cumple los requerimientos para
el reclutamiento de dicha proteasa. La posible modificacion postraduccional de los SAgs

expresados en el sistema utilizado podria causar una alteracién de su peso molecular.

En la Figura 49B se puede observar que el anticuerpo anti Z no fue capaz de detectar
una fusion proteica en el tamafo esperado para pZ-BALB14. Si bien se puede observar una
banda diferencial en la muestra de monocapa celular transfectada con pZ-BALB14, a la altura

aproximada entre 50 kDa y 70 kDa, no es del tamafio esperado.

Con respecto a las limitaciones de la técnica utilizada, lo ideal seria contar con la
deteccién de las dos partes que conforman una proteina de fusién. Sin embargo, como se
menciond anteriormente, hasta el momento no se han logrado purificar los SAgs de MMTV
como subunidad, por lo que no se cuenta con anticuerpos monoclonales disponibles
comercialmente. Si bien en nuestro laboratorio contamos con anticuerpos contra MMTV, dado
que los SAgs no son proteinas estructurales del virion, no se han podido utilizar en ensayos

de Western Blotting.

Produccién y purificacion de VLPszsags

Para poder obtener mas informacién al respecto del sistema de expresion, se avanzd
en la produccién de lotes individuales de cada una de las VLPs. Para ello se transfectaron
frascos T75 con células HEK293T con confluencia media, utilizando PEI con los plasmidos
correspondientes. Luego de 48 horas de expresion se comenzaron a recolectar los
sobrenadantes de cultivo, reemplazandolo con medio fresco DMEM 2%SFB, repitiendo

durante 5 a 7 dias. Los sobrenadantes de cultivo fueron clarificados y ultracentrifugados en
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colchones de sacarosa 30% m/v durante 2 horas a 4°C y 96000xg. Posteriormente se llevo a
cabo un tratamiento con proteinasa K y a continuacion se realizé un ultimo paso de
ultracentrifugacion. El tratamiento con proteinasa K es rutinario y tiene el objetivo de eliminar
restos de VLPs defectuosas, BSA remanente y proteinas contaminantes que puedan co-
purificar con las VLPs intactas. Dado que la fusion proteica se encuentra en la cara interna

de las particulas, la proteinasa K no es capaz de degradar las proteinas vehiculizadas.

Inicialmente se comenzo produciendo las VLPszmwz ¥ l0s controles de dicho lote se

muestran en la Figura 50.
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Figura 50. Caracterizaciéon del lote de VLPsz.mw.7. A. Western Blotting: Placa radiografica. Se
muestran las calles correspondientes a: la monocapa celular transfectada con el plasmido pZ-Mtv-7, la
fraccion de VLPs purificadas Z-mtv-7, las VLPs control purificadas (pZ-eGFP) y el marcador de peso
molecular BluePlus. La flecha violeta muestra el tamafio de la proteina de fusién Z-eGFP cuyo tamafo
aproximado es de 37.9 kDa. B. Western Blotting: Membrana de PVDF teiida con Amido Black. C.
Evaluacién de la accion de la proteinasa K en fracciones de VLPsz.mtv7. Electroforesis de proteinas
en gel de poliacrilamida desnaturalizante 12% m/v en el cual se evaluaron diversas muestras. El detalle
de las calles de izquierda a derecha es: marcador de peso molecular ProteinRulerll, BSA tratada con

proteinasa K, BSA sin proteinasa K, VLPs con proteinasa K, VLPs sin proteinasa K.

Como se observa en la Figura 50A, las VLPszmw7 muestran un perfil de mdultiples
bandas (degradacion), contrastando con la banda discreta revelada para el control positivo
(VLPszecrr). Asimismo, se puede observar que la banda proteica de menor peso molecular
detectada en la placa radiografica en la calle correspondiente a Z-mtv7 podria ser Z en su
forma soluble, que tiene un peso molecular aproximado de 14 kDa. Por otro lado, la fraccion
de la monocapa celular demostré muy baja senal de deteccion de la proteina de fusion.
Asimismo, en la electroforesis de proteinas en la Figura 50C se puede comprobar que la
proteinasa K funciond correctamente. Una vez que se logré exitosamente la purificaciéon del
primer lote de VLPszmw7, NOS propusimos avanzar en la produccion del resto de las VLPsz.

sags- En esta nueva produccion, se transfecto6 1 frasco T175 por cada construccion (pZ-BALB2,
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pZ-BALB14, pZ-LA, pZ-mtv-7 y pZ-eGFP como control). Los resultados de este nuevo lote de

produccion de VLPs se muestran en la Figura 51.
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Figura 51. Caracterizacion del segundo lote de VLPszsags. Las fracciones que tienen un * detras de

su nombre se corresponden con las tratadas con proteinasa K. A. Western Blotting de algunas

fracciones. A la izquierda se muestra la placa radiografica y a la derecha, la membrana de PVDF

tefiida con amido black. Las flechas violetas muestran el tamafio de la proteina de fusion Z-eGFP cuyo
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tamano aproximado es de 37.9 kDa y de la proteina Z como subunidad, cuyo tamafo es 14 kDa. B.
Western Blotting del resto de las fracciones. A la izquierda se muestra la placa radiografica y a la
derecha, la membrana de PVDF tefida con amido black. La flecha violeta muestra el tamafio de la
proteina de fusién Z-eGFP cuyo tamario aproximado es de 37.9 kDa. C. Evaluacion de la accion de
la proteinasa K en fracciones de las VLPs. Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida
desnaturalizante 12% m/v en el cual se evaluaron diversas muestras y posteriormente se llevé a cabo
una tincion con Coomasie Blue. D. Microscopia de fluorescencia de monocapas transfectadas con
pZ-eGFP. Los frascos fueron analizados utilizando un Microscopio de Fluorescencia Digital Leica,

utilizando el objetivo 10X y del mismo campo de células.

Como control de transfeccion se verificé la presencia de fluorescencia verde del cultivo
transfectado con pZ-eGFP a las 72 horas post-transfeccion (Figura 51D). Los sobrenadantes
de cultivo recolectados fueron clarificados y ultracentrifugados como se mencioné
anteriormente. Luego del tratamiento con proteinasa K se procedié a ultracentrifugar
nuevamente y a realizar los controles correspondientes, cuyos resultados se muestran en las
Figuras 51A, 51B y 51C. Al analizar la Figura 51C se observa que la proteinasa K funcioné
correctamente, pero lamentablemente las VLPs tratadas quedaron bastante diluidas en

comparacion con las sin tratamiento.

Al analizar la Figura 51A se puede concluir que no hay inmunodeteccién en la fraccion
de las VLPszgaLg14 tratadas con proteinasa K, probablemente causado por dicha limpieza ya
que la fraccidn no tratada fue reconocida con el anticuerpo anti Z. En segundo lugar, se puede
observar que hubo inmunodeteccién en todas las fracciones correspondientes a la
construccion Z-BALB2, incluso en las VLPszga g2 tratadas con proteinasa K. Se consideré un
lote valido basandose en la inmunodeteccidén tanto de la fusion proteica Z-eGFP como de Z

sola, en la primera calle del WB.

Cuando se observan los resultados que se muestran en la Figura 51B se puede
concluir en principio que hubo problemas técnicos, de bloqueo y/o de transferencia. Esto
puede comprobarse por el extrafio patron de proteinas que muestra el control positivo, ya que
las monocapas transfectadas suelen demostrar sefial positiva a tamafos altos y este no fue
el caso. Por otro lado, dicho ensayo fue suficiente como para descartar los lotes de las VLPsz
mv-7 Ya que no se pudo detectar la fusién proteica. Con respecto a las VLPsz..a se pudo validar
el lote producido, ya que se observa inmunodeteccion en la fraccién de las VLPs, aunque un
tamafo mas alto del esperado en funcion de los primeros ensayos de expresion en células
HEK293T.

Sumado a los andlisis previos resulta interesante que el peso molecular de las
fusiones proteicas se encuentra relativamente cercano al predicho mediante el uso de

herramientas bioinformaticas y no se observa mucha degradacion de las mismas, e incluso
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puede encontrarse a la proteina Z en su forma libre (14 kDa). Esto pone en discusion si
efectivamente hay o no modificaciones postraduccionales en el sistema de expresion utilizado
e incluso por qué afectaria solo a mtv-7 si todas las secuencias de SAgs poseen el dominio
RKRR. Un problema observado es que algunos de los lotes producidos no fueron capaces de
atravesar los controles requeridos para poder ser utilizados en ensayos de actividad biologica

y debajo se resume el estado de cada uno:

- VLPszeaie2: se pudo detectar la fusion proteica Z-BALB2 por lo que se considera un

lote valido.

- VLPszsgaLs14: las VLPs tratadas no fueron inmunodetectadas utilizando el anticuerpos

anti Z a pesar que las VLPs no tratadas y la monocapa muestran las fusiones esperadas.

- VLPszmn7: NO se pudo detectar correctamente la fusion proteica en las VLPs tratadas,
pero se observa una correcta expresion en la monocapa transfectada. El lote no fue utilizado

para ensayos posteriores tras considerarse invalido.

- VLPsz.a: por problemas técnicos solo se pudo obtener la fraccidn previa al
tratamiento con proteinasa k. Se pudo detectar la fusién proteica en dicha muestra por lo que

se utilizo para ensayos posteriores.

- VLPsz.ccre: se pudo detectar la fusion proteica Z-eGFP por lo que se avanzé en su

uso como control en ensayos posteriores.

Como muchas de las variantes de las VLPs resultaron invalidas, se realizaron nuevos
lotes de los mismos, utilizando 1 o 2 frascos T75 por cada construccion. El procedimiento
realizado fue el mismo para la purificacién de las VLPs, y las fracciones fueron analizadas

mediante Western Blotting, como se muestra en la Figura 52.
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Figura 52. Caracterizacion del tercer lote de VLPszsags. A. Western Blotting de algunas
fracciones. A la izquierda se muestra la placa radiografica y a la derecha, la membrana de PVDF
tefiida con amido black. La flecha violeta muestra el tamafio de la proteina de fusion Z-eGFP cuyo
tamaro aproximado es de 37.9 kDa. B. Western Blotting de las VLPsz.mtv-7. A la izquierda se muestra

la placa radiografica y a la derecha, la membrana de PVDF tefiida con amido black.

Como se muestra en la Figura 52A, la unica VLP que pudo ser detectada en
esta tercera produccion de VLPszsags fue la VLPzgaig14. A pesar de ello, todas las monocapas
transfectadas demuestran estar expresando fusiones proteicas correspondientes a proteinas
de alto peso molecular. En este sentido, la banda proteica que se observa en la muestra de
VLPszzaLs14 cercana al peso molecular de 38 kDa, podria corresponderse a la fusion proteica
Z-BALB14 que previamente no habia podido ser detectada. También hay que considerar que
hubo problemas técnicos en la realizacion del ensayo, ya que se observa bastante pegado
inespecifico y la intensidad de las senales fue baja, por lo que se revisaron los reactivos

utilizados para la técnica de Western Blotting.

Por otro lado, en la Figura 52B se puede observar que el lote de VLPSz.mt.-7
fue valido, ya que hubo inmunodeteccién en la fraccion de las VLPs purificadas, ademas que
en la monocapa transfectada. Ademas, como se utilizé6 un marcador de peso molecular en la
misma membrana, se puede identificar que la banda proteica reconocida por el anticuerpo

anti Z se encuentra aproximadamente a 42 kDa (datos no mostrados).

CONCLUSIONES

En este capitulo nos hemos propuesto varios objetivos. En principio, el disefio y
desarrollo de las herramientas moleculares que permitiran la expresion de cuatro variantes
de SAgs del MMTV en sistemas heterdlogos. Afortunadamente se ha logrado el objetivo
propuesto, obteniendo las construcciones pZ-SAgs para la vehiculizacién de los mismos en

VLPs derivadas de la proteina Z de JUNV y las construcciones pET28-SAgs para la expresion
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de los mismos como subunidad en sistemas bacterianos. Ademas, tras el analisis
bioinformatico de las secuencias se pudo obtener la secuencia completa del SAg LA, lo cual
es novedoso ya que Unicamente se contaba con la secuencia parcial en bases de datos

publicas.

Al alinear las secuencias obtenidas de las cuatro variantes, se pudo detectar que todas
mantienen una gran conservacién de su secuencia en la region 5’, mientras que en la regién
de 3’ se observa una zona con mas polimorfismos. Dado que los cuatro SAgs poseen distinta
especificidad de interaccién con las cadenas V3, esto podria sugerir que los cambios en dicha
region son los que determinan la especificidad. Mas aun, seria interesante contar con las
estructuras cristalizadas de dichas proteinas con la finalidad de analizar si los cambios de
secuencias impactan efectivamente en la estructura de las mismas y como consecuencia, en

la interaccién con otras moléculas de interés para los objetivos de esta tesis.

Considerando la expresion de los SAgs en sistemas bacterianos, se utilizaron las
construcciones pET28-SAgs con la finalidad de contar con controles sin vehiculizar para ensayos
de actividad posteriores. Mediante el uso de herramientas bioinformaticas se han logrado
determinar los pesos moleculares aproximados y los puntos isoeléctricos de cada una,
permitiendo el acceso a mayor informaciéon al momento de llevar a cabo la purificacion. La
prediccion sobre la solubilidad de las proteinas es preocupante porque han obtenido valores
menores a 0,5. Al avanzar en los ensayos de expresion, se pudo lograr la expresion de las cuatro
variantes de SAgs-HT y se seleccionaron las condiciones 6ptimas: 37°C, induccion con IPTG
1mM, 200 rpm de agitacion y 2 horas post-induccién. Algo interesante es que las proteinas
BALB2-HT y BALB14-HT demostraron ser particularmente sensibles, sea a degradacion o
inestabilidad, ya que a las 4 horas de expresion desaparecia la banda proteica correspondiente a
las mismas. Por otro lado, se pudo comprobar la identidad de todas las proteinas al realizar
inmunodeteccién utilizando un anticuerpo monoclonal contra el tag de histidina Unicamente en los
cultivos inducidos y no en aquellos sin inducir. Comparando los resultados in silico con los
hallazgos empiricos se puso en evidencia que los SAgs-HT expresados en bacterias tienen
exactamente el peso molecular esperado para los mismos, evidenciando la ausencia de

modificaciones postraduccionales.

Al avanzar en la caracterizacion de las proteinas se encontré que todas son insolubles en
las condiciones ensayadas, también reforzando los resultados obtenidos mediante el uso de
herramientas bioinformaticas. En consecuencia, se escald para producir las proteinas utilizando
cultivos de 250 mL y se fraccionaron los cuerpos de inclusion, que posteriormente se solubilizaron
en un buffer que contiene urea 8M. La purificacion utilizando la columna de niquel fue exitosa,
logrando eluir con una buena pureza la proteina esperada. Luego, se llevé a cabo una dialisis en

dos pasos en la cual se observd que mtv-7-HT se volvio totalmente insoluble, por lo que se intentd
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una dialisis escalonada que lamentablemente arrojo el mismo resultado. Ante la falta de
soluciones al respecto, se evalué si el agregado de un buffer con pH distinto al de elucién puede
modificar el estado de solubilidad de la proteina, observando un leve aumento de la solubilidad al
diluir 1/10 con buffer pH 2.

Por otro lado, las construcciones pZ-SAgs fueron utilizadas para la vehiculizar cuatro
variantes de SAgs de MMTV en VLPs derivadas de la expresion de la proteina Z de JUNV en
células HEK293T. Mediante el uso de herramientas bioinformaticas se han logrado predecir los
pesos moleculares esperados para cada una de las variantes y la ausencia de dominios
transmembrana que puedan impedir la correcta vehiculizacién considerando el protocolo de
purificacién estandarizado. Ademas, se ha podido reconocer la presencia de dominios RKRR
compartidos entre todas las variantes, o que podria constituir un sitio de reconocimiento y
protedlisis inducido por furina. Luego de transfectar las construcciones pZ-SAgs se pudo
comprobar la expresion de las proteinas de fusién en la monocapa mediante inmunodeteccion
utilizando un suero policlonal anti Z. A pesar de ello, se noté una evidente diferencia entre los
resultados in silico y los hallazgos empiricos ya que las Z-SAgs demostraron un peso molecular
menor al esperado. Esto podria deberse a los cambios postraduccionales que aporta este sistema,
pudiendo ser mediados por proteasas tales como la furina y otras modificaciones desconocidas
hasta el momento. A pesar de ello, se avanzo en la purificacion de las VLPs correspondientes,
logrando caracterizar la presencia de proteinas de fusion de las mismas. En ese sentido, algunos
de los lotes purificados fueron posteriormente utilizados para llevar a cabo ensayos bioldgicos,

tema que se abordara en el Capitulo V.
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CAPITULO V- CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD

BIOLOGICA Y PROPUESTA DE UN METODO PARA EL
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INTRODUCCION

Superantigenos virales como potencial terapia contra linfomas y leucemias

Como se indica en el Capitulo I, el término superantigeno se refiere a moléculas que
son capaces de causar una sobrecarga del sistema inmune y estimular a 1 de cada 5 linfocitos
del repertorio total de un organismo. A grandes rasgos los SAgs tipicamente son capaces de
activar a los linfocitos reactivos, inducir su proliferacién y como consecuencia su anergia u
apoptosis. Las consecuencias de los SAgs dependen en gran parte del estado de
diferenciacion de las células con las cuales interactuan, como se ha reportado previamente
(Deacy et al., 2021).

Algunos trabajos previos con SAgs virales han mostrado que los mismos no son
capaces de inducir proliferacion a las células con las cuales interactian, diferenciandose de
los SAgs bacterianos (Ferrero et al.,, 1998). Sin embargo, aun no se encuentra clara la
cronologia ni las consecuencias de los diversos procesos que ocurren tras la interacciéon de
los SAgs virales con los linfocitos reactivos. Con la intencion de postular a los SAgs del MMTV
producidos en alguno de todos los sistemas heterdlogos que se abordan en la presente tesis
como una posible terapia contra leucemias y linfomas, nos propusimos realizar ensayos de
actividad bioldgica que imiten las condiciones de las células cancerosas de dichas patologias.
Como meta final nos planteamos el uso de muestras de pacientes con diagndstico de
leucemias o linfomas T. Para ello, es necesaria la optimizacion de diversos procesos previos,
para establecer dosis de VLPs, asi como la puesta a punto de los métodos de cuantificacion
de las variables a considerar.

Una de las mayores dificultades de los ensayos planificados para estandarizar los
resultados es la naturaleza de la interaccion entre SAgs virales y los linfocitos T. Como la
especificidad de interaccion ocurre dependiendo las regiones variables de las cadenas V[ de
los TCR, para seleccionar el mejor tratamiento es necesario caracterizar qué cadenas V(3
portan las células cancerosas antes de los tratamientos. Como ese dato no es relevante para
la clinica del paciente ni tampoco se relaciona con decisiones terapéuticas, es una tarea que
deberia estar a cargo de nuestro equipo al recibir las muestras. Por otra parte, la
caracterizacion de la presencia, ausencia y modulacion de las diversas variantes V(3 a lo largo
de los ensayos bioldgicos permitira confirmar si el tratamiento propuesto es especifico y por
lo tanto su uso implicaria ventajas con respecto a los tratamientos actuales y sus efectos

secundarios generalizados.
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Caracterizacion de cadenas V en linfocitos T

De acuerdo con la base de datos IMGT, en ratones hay 15 variantes de las regiones
VP de los linfocitos T, mientras que en los seres humanos hay al menos 30 variantes. Dado
que la generacion del TCR es llevada a cabo mediante rearreglos génicos, las secuencias
deben ser caracterizadas mediante secuenciacién del ARN total de las muestras o single cell
sequencing. En la actualidad no hay datos sobre la abundancia relativa de regiones V3 en
condiciones fisioldgicas ni tampoco patoldgicas, considerando como ejemplo los casos de
leucemias o linfomas de pacientes. Ademas, los rearreglos génicos, asi como la abundancia
relativa de las variantes V3 en cada persona es unica y no son rasgos heredados (Zhou et al.,
2006).

El objetivo de este capitulo es caracterizar la actividad biolégica de las VLPs portando
los SAgs y los SAgs libres utilizando lineas celulares neoplasicas y muestras de dadores
sanos. Con la finalidad de caracterizar la especificidad del tratamiento y ante la imposibilidad
de acceder a un panel de anticuerpos monoclonales especificos para cada variante de V{3,
en este capitulo se propone el desarrollo inicial de la realizaciéon de un protocolo alternativo

basado en PCR tiempo final.

Los materiales y métodos de este Capitulo se encuentran detallados en la Seccién II,

paginas 67 a 88.

RESULTADOS Y DISCUSION

Diseio experimental

Tal como se abordd previamente para poner a prueba la hipotesis de la presente tesis, se
planteé como meta el uso de muestras de pacientes con linfomas y leucemias. Sin embargo, antes
de avanzar al uso de tan valiosas muestras, nos propusimos la caracterizacion de la actividad

bioldgica de los SAgs virales del MMTV utilizando otros sistemas mas accesibles.

Inicialmente la idea planteada fue contrastar el efecto de las VLPs portando los SAgs con
los efectos de los SAgs libres, lo cual no fue posible dado que los SAgs libres no pudieron
purificarse en forma soluble utilizando sistemas bacterianos. Como consecuencia, nos
propusimos evaluar el efecto intrinseco de las VLPsz, sin la presencia de los SAgs y con la
finalidad de corroborar que la actividad observada se deba a dichas proteinas y no a la plataforma
vehiculizadora en si. La generacion de las VLPs soélo con la proteina Z no es posible y a causa de
ello nos propusimos el uso de VLPsz.ecrr cOmo control negativo de induccion a la apoptosis. Dado
que dichas VLPs son inmunomoduladoras, podrian ademas servir como control positivo para los

ensayos de proliferacion.
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Por otro lado, para la realizacién de los ensayos requerimos por un lado CPA para la
presentacion de los SAgs y por otro lado linfocitos T como objetivo del tratamiento. Considerando
que los linfocitos T solo sobreviven hasta 2 semanas in vitro, las alternativas son realizar ensayos
con tiempos menores a ese utilizando linfocitos no transformados, o lineas celulares establecidas
a partir de linfocitos T. La unica linea celular que cuenta con dicha caracteristica es la Jurkat, con
la cual hemos tenido diversas dificultades para acceder y manipular en nuestro laboratorio. Como
consecuencia, procedimos a utilizar la aproximacion fisiolégica mas cercana posible a las
muestras de pacientes, que se corresponde con la fraccién de células mononucleares de sangre
periférica de dadores sanos. En ese sentido, se cuenta con los linfocitos T como célula

respondedora al tratamiento y a los monocitos como CPA.

Evaluacion de la actividad biolégica utilizando células mononucleares humanas

Una vez que contamos con los avales de los Comités de Etica correspondientes,
comenzamos los ensayos utilizando células mononucleares de sangre periférica de dadores
voluntarios sanos. Al principio se tomaron aproximadamente 20 mL de sangre venosa, se
heparinizé y se sembro diluida a la mitad sobre un colchén de Ficoll, purificando las células
mononucleares mediante el gradiente de densidad formado. Las células mononucleares fueron
recuperadas, lavadas y marcadas con CFSE en caso de corresponder. En este modelo la fraccidon
de las células mononucleares incluyen los linfocitos como células objetivo y los monocitos como
CPAs.

Visualizacién a la lupa de los cultivos

Los linfocitos son células que viven en suspension y por lo tanto se cultivan de esa misma
forma en cultivo celular. Las mismas forman racimos celulares en ausencia de estimulos, pero
tras visualizacion al microscopio se puede observar si se encuentran en aparente proliferacion, o
si se encuentran en un proceso de muerte/lisis celular, donde su morfologia suele ser mas
pequena e individual. Con el objetivo de analizar los eventos macroscopicos que ocurren al ser
tratadas, se realizo la visualizacion de los distintos pocillos cada 24 horas de las células del dador

2, y una imagen representativa de los mismos se muestran en la Figura 53.
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PBS

Figura 53. Microscopia de los cocultivos del dador 2 al dia 5 del experimento. Las células fueron

observadas con una lupa invertida utilizando luz blanca y el objetivo 10X.

Como se muestra en la Figura 53, la observacién al microscopio de los cultivos
estimulados permite inferir los pocillos en los cuales estaria ocurriendo la activacion o proliferacion
de las células. Al analizar las imagenes de microscopia se puede ver a grandes rasgos que las
células estimuladas con las VLPsz.cre han causado la activacion y probable proliferaciéon de las
mismas. Si se compara con el control de PBS, tanto las células estimuladas con las VLPsza cédmo

con VLPszgas2 demuestran un patrén de mayor cantidad de cumulos.

Analisis de la proliferacion celular

Considerando la actividad esperada para los SAgs estandar, se esperaria que al
interactuar con linfocitos reactivos al mismo, ocurrira la activacion, proliferacién y posterior muerte
celular de los mismos. Con la finalidad de establecer la cronologia de dichos eventos y caracterizar
la actividad de las VLPszsags, NOS propusimos inicialmente evaluar la induccion a la proliferacion.
Para analizar la proliferacion celular las células fueron tefiidas con CFSE al comienzo del
experimento y luego se plaquearon 10° células por pocillo, junto con distintos tratamientos. Este
ensayo se realizé en dos oportunidades, utilizando sangre de dos dadores distintos. Con la
muestra del dador 1 se utilizaron 200 ng de VLPszmw.7, PBS 0 54 ng de VLPszecrr que fue la
cantidad proporcional de Z en funcién de la concentracion de las VLPszmw7. Para la muestra del
dador 2 se utilizaron 200 ng de cada tratamiento, considerando como controles negativos PBS y
VLPszecrr. Cada 24 horas se evalud la intensidad de fluorescencia media de la poblaciéon de

linfocitos, resultados que se muestran en la Figura 54.
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Figura 54. Perfiles de proliferacion causados por las distintas VLPszsags. Las células
mononucleares fueron tefiidas con CFSE al comenzar el experimento y se evalud la sefal de
fluorescencia emitida en el canal FL1 cada 24 horas. Los resultados de las células estimuladas con
PBS se muestran en gris claro, las estimuladas con VLPsz.cer Se muestran en verde, las estimuladas
con VLPszmtv-7 S& muestran en violeta, las estimuladas con VLPszsae2 se muestran en rojo y las
estimuladas con VLPsz.a se muestran en rosa. 1ZQ: Resultados con la muestra del dador 1. DER:
Resultados con la muestra del dador 2. A. Histograma superpuesto de la seial FL1. Resultados
correspondientes a los dias 6 y 5 de cultivo, respectivamente. B. Porcentaje de células en

proliferaciéon en funcion de los dias de experimento.

Como se puede observar en la Figura 54B, ninguna de las VLPszsags demostraron
induccién de la proliferacién a lo largo de todos los dias de ensayo. El patron mostrado es similar
a las células tratadas con PBS que seria el control negativo. Se observan algunas diferencias con
respecto a las células tratadas con VLPszecre, que inducen la proliferacion de las células
especialmente considerando el dia 5 de la muestra del dador 2. La comparacion entre las sefiales
obtenidas para los distintos tratamientos se observa en la Figura 54A DER, demostrando una
pequeia proporcion de células con baja sefal en FL1, unicamente para las células tratadas con
VLPsSz.ecFp.

Con respecto al dador 1, se observa un estado proliferativo basalmente mas alto que para
el dador 2, donde las VLPszmwy7 mantienen un patron muy similar al del PBS. Sin embargo, se

observaron algunas diferencias con respecto al tratamiento con VLPsz.crr, Ya que al dia 6 se
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detecta una poblacién que demuestra baja sefial de CFSE (Figura 54A 1ZQ). En la caracterizacion
de las células proliferando dia a dia, se observa una baja para todos los tratamientos,
demostrando mas diferencias entre lo que causarian las VLPsz.crp, pero puede deberse a un

artefacto técnico.

Analisis de muerte celular

Se ha podido observar que ninguna de las VLPszsags evaluada es capaz de inducir
proliferacion celular en las condiciones ensayadas, por lo que se procedio a evaluar la induccion
a la muerte celular. Existen diversos tipos de muerte celular, pero lo ideal en estos casos es que
ocurra mediante apoptosis, ya que no es un proceso inflamatorio y permite en forma ordenada
deshacerse de los restos celulares. La muerte celular puede evaluarse simplemente utilizando
colorantes vitales como el ioduro de propidio, pero afortunadamente en nuestro laboratorio
contamos con anexina V, un reactivo que permitira determinar la presencia de apoptosis. La doble
marcacion con ioduro de propidio y anexina V permite determinar el perfil de muerte celular, asi
como la viabilidad de las mismas. Mientras que el ioduro de propidio (IP) es un colorante vital y
las células IP positivas se encuentran muertas, las células IP negativas se consideran viables. Por
otro lado, la anexina V es una molécula que se une a la fosfatidilserina de la membrana plasmatica
celular, que generalmente se encuentra en la cara interna de las mismas. Es por ello que las
células anexina V positivas estan transitando un proceso de apoptosis, durante el cual la
membrana plasmatica comienza a involucrarse en un fendmeno llamado flip flop que es un
movimiento transbicapa y por el cual la fosfatidilserina se presenta en la cara externa de la
membrana. Al encontrarse en la cara externa de la membrana, es reconocida por la anexina V' y
por lo tanto se identifican como células apoptéticas tempranas. Las células IP+, Anexina V
negativas se encuentran muertas, mientras que las doble positivas son células que se encuentran
en apoptosis tardia y las que solo son positivas para anexina V, se encuentran en apoptosis

temprana.

Con la intencion de determinar la cronologia de los fendbmenos que ocurren entre los
linfocitos y la interaccion con las VLPsz.sags, NOS propusimos evaluar los perfiles de muerte celular
y viabilidad mediante la doble tincidon mencionada anteriormente, cada 24 horas. Para ello, se
utilizaron las muestras provenientes de los mismos 2 dadores sanos, en experimentos

independientes y cuyos resultados se muestran en la Figura 55.
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Figura 55. Perfiles de induccién a la muerte celular. Los resultados de las células estimuladas con
PBS se muestran en gris claro, las estimuladas con VLPsz.crr Se muestran en verde, las estimuladas
con VLPszmw-7 se muestran en violeta, las estimuladas con VLPszsas2 se muestran en rojo y las
estimuladas con VLPsz.a se muestran en rosa. Cada 24 horas las células fueron marcadas con
IP/anexina V-FITC o 7-AAD y anexina V-PE y se analiz6 la sefial en los canales correspondientes
utilizando un citometro de flujo. A. Dot plots de la doble marcacién al dia 6 de cocultivo. Las células
fueron obtenidas del dador 1. B. Analisis porcentuales de las células muertas. Se graficaron los
porcentajes de células IP positivas para las células derivadas del dador 1, al dia 6 de cocultivo. C. Dot
plots de la doble marcacién al dia 5 de cocultivo Se muestran los dot plots correspondientes a las
sefales combinadas de ambas marcaciones al dia 5 de co-cultivo para las células tratadas. D. Analisis
porcentuales de los perfiles de muerte celular. I1zq: Se muestran los valores porcentuales de las
células positivas para 7-AAD, correspondientes a las células no viables; Centro: Se muestran los

valores porcentuales de las células positivas para Anexina-V y negativas para 7-AAD correspondientes
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a las células en apoptosis temprana; Der: Se observan los valores porcentuales de las células doble

positivas correspondientes a las células en apoptosis tardia.

Como se puede observar en Figura 55A al dia 6 del experimento hay un porcentaje basal
de muerte celular relativamente alto, ya que las células tratadas con PBS muestran solo un 50,9%
de células vivas. Por otro lado, las células tratadas con VLPsz.ecrr mostrarian un 42% de células
en apoptosis tardia y las células tratadas con VLPSzmw-7 mostrarian un 67% de células en
apoptosis tardia. Asimismo, el tratamiento con cualquiera de las dos VLPs fue capaz de modificar
el perfil de las células, ya que se observa un corrimiento de la nube de células vivas hacia el
centro, en comparacion con el tratamiento control. Se han identificado artefactos técnicos en los
datos obtenidos por citometria de flujo, y por esa razén se decidio evaluar unicamente las células
IP positivas como una idea para considerar la induccion a la muerte celular, ademas de repetir el

ensayo y evaluar otras combinaciones de fluoréforos.

Utilizando las células del dador 1, al evaluar la induccion a la muerte celular mediante los
porcentajes de células IP+, se puede notar que las VLPszmw.7 fueron capaces de causar casi un
80% de muerte celular a los 6 dias de experimento, en contraste con aproximadamente un 50%
que demostraron tanto las células sin tratar como las células tratadas con VLPs libres de SAgs
(Figura 55B). Los resultados obtenidos son provisorios, porque de hecho al ser una sola muestra
no pueden realizarse analisis estadisticos para evaluar si ese casi 30% de diferencia con la VLP
que porta el SAg tiene un efecto real o es un artefacto. En ese sentido, se podria decir que se
observo una tendencia al aumento en la muerte celular tras incubar células mononucleares de

sangre periférica con VLPszmt.7.

Al repetir el ensayo utilizando células de otro dador (dador 2), se pudo observar que a los
5 dias de experimento aun se observa una gran cantidad de células vivas (7-AAD negativas),
sugiriendo que es necesario continuar optimizando los tiempos de ensayo (Figura 55C). Ademas,
se puede observar que ninguno de los tratamientos indujo una gran muerte celular como lo
observado en el experimento previo. Una de las particularidades observadas en este experimento
es la aparicion de una poblacion celular en el centro de los cuatro cuadrantes al tratar las células
con las VLPszecrr que podrian deberse a células necréticas tras una fuerte activacion. Sin
embargo, para poder confirmar que el proceso que estan atravesando es necrosis, sera necesario

evaluar otros marcadores especificos como por ejemplo colorantes de ADN.

Si se comparan numéricamente los resultados obtenidos tras la incubacion con las
distintas variantes de VLPszsags sS€ pueden observar leves diferencias (Figura 55D). En principio,
como se observa un artefacto extrafio en las células tratadas con VLPsz.ecre, la poblacion
potencialmente necrética fue excluida de los analisis. Al analizar los porcentajes de células 7-

AAD+, es decir células muertas, se puede observar que uno de los mayores porcentajes lo causé
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el tratamiento con PBS, lo cual tiene légica ya que la falta de estimulos podria causar que los
linfocitos en cultivo no se mantengan vivos en un contexto in vitro. Sin mucha diferencia contra el
control negativo, el tratamiento con VLPszgaie2 causo la mayor proporcion de células muertas,
llegando a ser del 36,4% (Figura 55D, izquierda). Por otro lado, al analizar los porcentajes de las
células en apoptosis temprana se observa que resaltan las VLPSz.mtv-7 con UN valor de 12,2% y las
VLPsz.a con un valor de 9.51%, contra el control negativo que mostré un 6,99% (Figura 55D,
centro). Por ultimo, las células tratadas con VLPszgais2 SON las que mostraron mayor induccion a
la apoptosis tardia, con un valor de 15,2% en comparacion contra un 12,6% del control negativo
(Figura 55D, derecha). Vale la aclaracion nuevamente que los resultados obtenidos son
provisorios y no tienen un sustento estadistico como para asegurar que los efectos observados

seran asi.

Es importante aclarar aqui la complejidad e implicancias de los ensayos realizados. Por
un lado, es necesario mencionar nuevamente que los experimentos realizados con células
mononucleares son la aproximacién mas cercana a un contexto fisiolégico que hemos podido
conseguir. Es asi, que el ideal para evaluar la actividad biolégica serian bien muestras de dadores
sanos con las patologias que se plantea abordar e incluso xenoinjertos derivados de muestras de
pacientes en modelos animales que permitan la evaluacion de la actividad en un contexto de

mayor complejidad inmunoldgica.

Por otro lado, los resultados obtenidos con células mononucleares podrian no reflejar el
efecto terapéutico esperado, primero porque las células no son neoplasicas y por lo tanto los SAgs
podrian causar fendmenos distintos en células transformadas. Segundo, porque en las muestras
de pacientes con diagnésticos de leucemias y linfomas en general hay una sobrerrepresentacion
de determinados clones linfocitarios (en algunos casos 8 veces mayor que en una situacion
fisioldgica) y entonces una terapia dirigida a los mismos causaria un efecto evidente en términos
de proliferacion o de muerte celular. En tercer lugar, se han podido observar diferencias entre los
distintos tratamientos considerando que cada persona tiene un repertorio particular de linfocitos
T. Es cierto que seria ideal aumentar la cantidad de muestras evaluadas, pero esto tampoco
implicaria que puedan obtenerse conclusiones sustentadas por la estadistica, ya que es muy dificil
poder comparar muestras de diversos dadores que poseen distintos repertorios de linfocitos, con
diversas abundancias relativas de cada clon. Como posible respuesta a ello y ante la posibilidad
de en un futuro obtener muestras de pacientes, nos propusimos evaluar un protocolo para la

caracterizaciéon y semi-cuantificacion del repertorio de variantes V3 para muestras humanas.

Caracterizacion de actividad biolégica especifica
Volviendo sobre la hipotesis de la presente tesis, se propone que los SAgs del MMTV

son capaces de inducir apoptosis de forma especifica a diversos clones VB y como
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consecuencia, tendrian menores efectos secundarios al utilizarse como terapia. Previamente
se analizé de forma preliminar utilizando muestras de 2 dadores sanos los efectos de las
VLPszsags con respecto a la induccion de la proliferacion y la muerte celular. En dichos
ensayos se realizé un duplicado para cada uno de los pocillos y sus respectivos tratamientos
por cada dia con la finalidad de analizar sus transcriptos. El objetivo principal es determinar
las variantes V[ tanto el dia inicial del tratamiento para conocer el repertorio de linfocitos de
cada muestra, pero ademas observar si hay una modulacién de las cantidades relativas de
cada uno en funcion de los distintos tratamientos. De alguna forma, nos permitira analizar la
especificidad de la actividad biolégica en caso en que hubiere. Si bien esto también puede
realizarse utilizando anticuerpos monoclonales, por cuestiones presupuestarias no contamos
con un panel amplio de dichos reactivos. Ademas, hay algunas variantes de V3 humanas que
no cuentan con anticuerpos especificos para su deteccién, especialmente cuando se
consideran las variaciones de cada una de las familias.

Con la finalidad de poner a prueba el flujo de trabajo del protocolo a utilizar, durante
cada dia de los ensayos de actividad bioldgica se recupero la fraccion celular y se congelaron
los pellets secos a -80°C. Posteriormente se extrajo el ARN total de cada una de las muestras
y se llevé a cabo una reaccion de transcripcién reversa. El ADNc resultante fue utilizado como
molde en una reaccion de PCR punto final utilizando primers especificos para B-actina
humana con la intencién de asegurar la integridad del mismo. En caso de observar un
producto especifico tras electroforesis en geles de agarosa, se avanzé en la realizacion de
reacciones de amplificacién mediante PCR utilizando los paneles de primers V(3. El panel de
primers consta de un unico primer reverse y 30 primers forward, que se utilizan en tubos
distintos, para evaluar los productos especificos.

Con la intencion de optimizar los procedimientos a seguir se utilizaron inicialmente células

mononucleares sin tratar, cuyos resultados se muestran en la Figura 56.
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Figura 56. Optimizacion de los paneles de primers para amplificacion de variantes de V. A.
Reacciéon de amplificacion para B-actina humana. Se muestra la electroforesis en gel de agarosa
en la cual se utilizé el ADNc como molde en una reaccion de PCR para verificar la integridad como
molde para reacciones posteriores. Los geles son de 0,8% m/v de agarosa y se tifieron con bromuro
de etidio. El tamafio esperado del producto es de 929 pb. En la primera calle se utilizé el marcador de
peso molecular 1kpb plus (PB-L) para tener referencia de los tamafios de los fragmentos obtenidos y
en la ultima calle se cuenta con el control negativo de la reaccién donde no se colocé molde. B.
Reacciones de amplificaciéon de algunas variantes de las cadenas V. Se muestra la electroforesis
en gel de agarosa en la cual se utilizé el ADNc como molde en una reaccion de PCR para detectar los
fragmentos especificos para cada una de las variantes de cadenas V(. Los geles son de 0,8% m/v de
agarosa y se tifleron con bromuro de etidio. En la ultima calle se utilizé el marcador de peso molecular
100pb (PB-L) para tener referencia de los tamafos de los fragmentos obtenidos y en la primera calle
se cuenta con el control negativo de la reaccidon donde no se colocd molde, utilizando los primers para
la obtencién de V8.

Como se observa en la Figura 56, se lograron obtener resultados positivos al obtener el
gen de B-actina humana, demostrando que el ARN total se encontraba integro y de buena calidad.
Cuando se avanzé en utilizar dicho ADNc como molde para llevar a cabo las 32 mezclas de
reaccion considerando el mismo primer reverse y diversos primers forward, se encontré una gran
diversidad de tamanos, no pudiendo obtener conclusiones al respecto (Figura 56B). Solo se
muestran 14 mezclas de reaccién porque el otro gel de agarosa donde se analizé la presencia de
fragmentos relacionados con dichas variantes es ilegible por dificultades técnicas. Sin embargo,
el método fue funcional para la totalidad de variantes. Sumado a esto, se encontré un obstaculo

técnico muy grande ya que son muchas mezclas de reaccion distintas, con primers que poseen
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diversas condiciones para las reacciones de amplificacion. Al seleccionar la temperatura de
hibridacion mas baja de todos los primers, probablemente se favorezca la amplificacion de
fragmentos poco especificos. Como debe asegurarse que las diferencias se deban a la
modulaciéon de cada una de las variantes y no a un aumento de la cantidad total de células,
siempre se utiliza como control un tubo con los primers de [-actina, replicando las
concentraciones, reactivos y muestras utilizadas. Ademas, se afiadié un control negativo para
verificar que la combinacion de primers CB y VB8 no obtenian producto. Sin embargo, una sola
mezcla de reaccion no es suficiente para asegurar que el producto obtenido es especifico.
Sumado a esto, no contabamos con un control positivo para confirmar el adecuado tamafo de los

fragmentos esperados.

En funcion de los resultados obtenidos, nos propusimos caracterizar mejor el panel de
primers utilizando herramientas bioinformaticas y realizar una seleccion de combinaciones de
primers que sean relevantes para cada experimento. Para ello se comenzé a trabajar con la est.
Ornella Flores, cuyo seminario de grado se centra mayormente en la caracterizacion de variantes

de VB de clones linfocitarios mediante PCR tiempo final.

Tras una busqueda bibliografica se encontrd un trabajo que proponia que el superantigeno
mtv-7 era capaz de interactuar con los V312, VB13, V14, VB15 y VB23 de seres humanos. Es
por ello que se recuperaron los pellets celulares de uno de los experimentos realizados,
considerando el dia 6 de tratamiento de los grupos PBS, VLPSzmw7 Yy VLPSzecrr. Ademas, se
utilizé como control un pellet de dichas células mononucleares al dia 0 sin estimulos. Al igual que
se realizd anteriormente, se extrajo ARN total, y las reacciones de PCR punto final fueron
realizadas en simultaneo. Los primers utilizados fueron para B-actina humana, ademas de los
requeridos para obtener especificamente los fragmentos de VB12, VB13a, V14, VB15 y VB323a.

Los resultados se muestran en la Figura 57.
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Figura 57. Optimizacion de una seleccidon de primers para caracterizar el mecanismo de las
VLPsz.mtv7. A. Reaccion de amplificacion de secuencias varias. Se muestra la electroforesis en gel
de agarosa 2% m/v en la cual se utilizé el ADNc como molde. En la calle numero 5 se utilizé el marcador
de peso molecular 100pb (PB-L). A su izquierda se muestran los resultados de la amplificaciéon del gen
de B-actina en las cuatro muestras utilizadas. A su derecha se muestran los resultados de la
amplificacion de las secuencias Fas y FasLigando. B. Reacciones de amplificacion de una
seleccion de variantes de cadenas V. Se muestra la electroforesis en gel de agarosa en la cual se
utilizé el ADNc como molde en una reaccién de PCR para detectar los fragmentos especificos para

cada una de las variantes de cadenas V8 que se muestran detalladas. El gel utilizado es de 0,8% m/v
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de agarosa y se tifd con bromuro de etidio. En la calle numero 9 se utilizé el marcador de peso

molecular 100pb (PB-L) para tener referencia de los tamafios de los fragmentos obtenidos.

Como se puede observar en la Figura 57A, la reaccion de generacion del ADN
complementario no fue éptima y por esa razén se ven muy tenues los productos de B-actina, del
tamafo esperado de 929 pb. En el recuadro celeste se muestra la regién donde aparecen los
productos especificos y en el recuerdo naranja se muestra la region donde aparecen los productos
de un tamano aproximado de 500 pb, que podria corresponderse a pegado inespecifico de los
primers. Por otro lado, no se logré observar amplificacion de las secuencias correspondientes al
receptor Fas, probablemente por el pequefio tamafio de los mismos (186 pb). Al contrario, se
observé amplificacion utilizando los primers especificos para Fas Ligando cuyo tamafio predicho
es de 344 0 298 pb y se condice con lo hallado en el recuadro violeta. Considerando que la imagen
de la electroforesis no es 6ptima y sobre todo por las débiles bandas correspondientes a 3-actina,
no se pudieron llevar a cabo analisis de densitometria de bandas para determinar variaciones en

los patrones transcriptomicos de las células en funcién de su tratamiento.

Por otro lado, al analizar la Figura 57B se puede concluir que la reaccion de amplificacion
de la variante V12 no fue exitosa ya se no se observa ningun fragmento amplificado ademas de
dimeros de primers. Para VB14 se observa que algunas de las muestras demostraron la
amplificacién de una secuencia, pero su tamafo es mucho mayor al esperado. También se
observan débilmente algunas sefiales de menor tamario, pero no pueden utilizarse para hacer un
analisis. Con respecto a VB13A se puede observar que todas las muestras fueron capaces de
producir un producto del tamafio esperado y algo extrafio ocurrio en la muestra de células tratadas
con VLPszmw7 porque aparecen otras especies amplificadas y parece aumentar la proporcion de
dimeros de primers en relaciéon con el producto “especifico”. En el caso de V15 se observa una
cierta inconsistencia entre las muestras, por diversidad de tamafo de los fragmentos y ausencia
de la amplificacién en algunos casos. Por ultimo, se observa que los primers especificos para
VB23A fueron capaces de lograr amplificacion en las condiciones de reaccién, a un tamafo que
podria ser el esperado. De todas formas, la sefial también es débil como para realizar analisis al

respecto.

A pesar de los deficientes resultados obtenidos utilizando una seleccién de variantes de
VB particularmente para evaluar células tratadas con las VLPszmwws @ causa de problemas
técnicos, se puede considerar un abordaje posible para futuros ensayos. Sin embargo, para el
resto de los SAgs utilizados en la presente tesis, son desconocidos los clones VB que
tedricamente deberian interactuar en forma especifica al utilizar muestras humanas. Para superar

dicho obstaculo, se procedio a realizar analisis bioinformaticos.
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Homologia entre humanos y ratones

Con la colaboracion de la est. Denise Flores se realizé una prediccion de los clones de V[
humanos de interés con los que interactuaria cada variante de SAg. Dado que la especificidad
para los SAgs de relevancia para la presente tesis es conocida en modelos murinos, se procedié
a determinar la homologia entre VB murinos y humanos utilizando secuencias consenso de bases

de datos internacionales, cuyos resultados se muestran en la Tabla 26.

VB humano homdlogo (en orden

S e decreciente de score)
VB14 VB20
VB2 No se encontro
VB6 VB17, VB28, VB29, V14, V13,
VB12, V15, VB11, VB21, VB6, VB3
VB3, VB15, VB14, VB13, V12, V11,
VB7 VB17, VP28, VB32, V8.2, VB8.1,
VB23
VB9 VB24, VB28, VB15, V12, VB17,

VB11, V14, VB3, VP13

VB12, V13, VB14, VB3, VB28, VB15,
VBS.1 VB17, VB30, VB8,2 VB11, VB8,1 VB5,
VB9, VB24, VB1, VBB, VB10, VR22

VB12, V13, VB14, VB3, VB28, VB15,
Vp8.2 VB1, VB30, VR11, VR24, V22,
VB8,2, VB8,1, VB5

V8,3 VB8,2 V8,1 VBS,4 VB8,5 V6

WEI VB26 VR21, VR25, VB18, VR22

Tabla 26. Homologia predicha entre variantes de VB murinos y humanos utilizando herramientas
bioinformaticas. Se muestran las variantes homdlogas encontradas en orden decreciente de score.

Uniendo los resultados de la Tabla 26 y la Figura 30 que muestra las especificidades de
VB murinas para cada SAg, se generd una tabla completa con potenciales variantes homodlogas,
generando la Figura 58.
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Figura 58. Resumen grafico de variantes de VB murinas y humanas con las que interactia cada

SAg del MMTV utilizados en la presente tesis. A la izquierda se muestra el nombre del SAg, en el
centro se muestran las variantes de cadena V3 murinas y a la derecha, las variantes de cadenas Vf3

humanas. La informacion fue obtenida tras el uso de herramientas bioinformaticas.

Los resultados que se muestran en la Figura 58 deberan ser evaluados en forma
empirica para que tengan sustento suficiente, pero brindan una aproximacién para la
seleccion de primers que se utilizaran para caracterizar las células tratadas de los

experimentos de actividad bioldgica.

CONCLUSIONES

Se realizaron dos experimentos independientes con muestras de sangre periférica de
dadores sanos, encontrando que ninguna de las VLPszsags fue capaz de inducir proliferaciéon a
los 6 dias de cocultivo, pero observando una tendencia hacia la induccién de una mayor muerte
celular en comparacion con el control. En este sentido, se encontré que las VLPszmw-7 fueron las
que causaron una mayor proporcion de células muertas a los 6 dias de co-cultivo, lo que podria
explicarse tanto por la amplia accion del SAg que se vehiculiza, asi como por el repertorio
particular de los voluntarios sanos. En resumen, las VLPszsags evaluadas demostraron en forma

preliminar una tendencia a la induccion de mayor muerte celular que los controles.
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Por otra parte, en este capitulo nos hemos propuesto el desarrollo inicial de un método
para la caracterizacion del repertorio de linfocitos T en muestras humanas. Se pudo verificar que,
aunque trabajoso, el protocolo propuesto es viable y se observa tanto integridad del ARN celular
como productos de amplificacion utilizando diversas combinaciones de primers del panel. Si bien
se ha logrado establecer un protocolo para abordar los experimentos, no se ha podido validar la
metodologia por ausencia de controles necesarios que permitan establecer la especificidad del
método. Por otro lado, se determind que sera necesaria la generacién de paneles para el analisis
propuesto, personalizando la seleccion de las variantes a analizar en funcion de los tratamientos
aplicados. En este sentido, es necesario continuar optimizando los métodos para poder hacer uso
del protocolo. Ademas, se pudieron amplificar algunos genes de interés para describir el
mecanismo de funcionamiento de los SAgs como Fas y Fas ligando pero también es necesaria
una optimizacion técnica, labor que contintia a cargo de la est. Ornella Flores en su seminario de

grado.

Mediante el uso de herramientas bioinformaticas se pudieron determinar las homologias
entre variantes de V[ murinas y humanas, informacion novedosa ya que no se habia podido
encontrar dicho analisis en reportes bibliograficos. Uniendo dichos resultados con las
especificidades VB en las interacciones con los SAgs del MMTV, se propuso una posible
equivalencia entre las cuatro variantes de SAgs utilizadas en la presente tesis en muestras
humanas. De esta forma, se podran disefar conjuntos de primers de forma mas especifica y
basandose en datos previos, para poder verificar empiricamente lo propuesto. En este sentido, la
informacion ya analizada, en conjunto con resultados contindan en desarrollo, permitiran la
propuesta de paneles de primers que permitan analizar en detalle la modulacién del repertorio de
linfocitos T ante distintos estimulos, en lo que respecta a la presente tesis. Ademas, permitiran
relativizar la actividad biolégica observada utilizando muestras de dadores sanos que poseen

diversidad de clones VB asi como abundancia relativa de los mismos.
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CAPITULO VI: VEHICULITACION DE SAGS
VIRALES DEL MMTV EN VLPS

UTILIZANDO SISTEMAS BACTERIANOS _
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INTRODUCCION

VLPs generadas utilizando la proteina Z de JUNV

Como se abordd en los capitulos anteriores, en nuestro laboratorio tenemos
experiencia en el disefio y produccion de VLPs utilizando la proteina Z del virus Junin en
contextos eucariotas. Estos procedimientos resultan de mucha complejidad en su desarrollo,
ademas de onerosos en cuanto a los costos elevados de los insumos. Ademas, las VLPs;
vehiculizan los antigenos en la region interna, protegidos dentro de las vesiculas. En ese
sentido, durante el desarrollo del proyecto nos preguntamos qué impacto tendria una

vehiculizacién de los SAgs en la parte externa de las VLPs.

En trabajos previos en nuestro laboratorio se llevéo adelante un disefio de
vehiculizacién de antigenos utilizando los elementos minimos del sistema de JUNV, con la
intencion de presentar proteinas heterdlogas expuestas en la cara externa de la membrana
(De Ganzo, 2012). Lamentablemente los resultados demostraron que el sistema es muy poco
eficiente y erratico, ya que las VLPs producidas eran de tamafo heterogéneo y en algunos
casos no se generaban (De Ganzo, 2012; Pastorini, 2019). Ante la necesidad de evaluar la
vehiculizacion externa de los SAgs de MMTV, nos propusimos colaborar con otros grupos de

investigacion para incorporar nuevos conocimientos y técnicas.

Estrategias para el desarrollo de VLPs

El primer registro de uso de VLPs para la presentacion de epitopes inmunogénicos
fue utilizando la proteina plll del bacteriéfago f1 (de la Cruz et al., 1988). A medida que avanzd6
el tiempo se fueron utilizando las proteinas estructurales de otros virus para la generacion de
VLPs, dando lugar a diversos tipos de las mismas (Roy & Noad, 2009):

- Capsides virales simples con una o dos proteinas estructurales (Parvovirus, virus del
papiloma humano (VPH), Circovirus, Calicivirus, Virus de la Hepatitis E y
Poliomavirus).

- Capsides virales complejas con varias capas de proteinas virales (Rotavirus,
Pircornavirus).

- Capsides virales envueltas de membrana plasmatica de las células hospedadoras,

pudiendo incluir glicoproteinas (Influenza, VIH, Virus de la Hepatitis C, Arenavirus).

A grandes rasgos, las VLPs pueden producirse mediante dos metodologias distintas:
por fusién proteica tras ingenieria genética o mediante conjugacion a posteriori. Las vacunas
mas conocidas que se encuentran basadas en VLPs son Engerix® contra la Hepatitis B, asi
como las vacunas contra el VPH, que inducen proteccion contra algunas de las variantes mas

agresivas de dicho virus que causan cancer de cuello de utero. Sin embargo, tales vacunas
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fueron posibles porque las VLPs generadas se producen utilizando directamente la proteina
viral de capside de dichos virus. En este sentido, surgid la necesidad de generar
formulaciones que permitan prevenir o tratar otras patologias no virales, o cuyas proteinas
sean incapaces de generar VLPs. Esto impulsé el origen de las VLPs quiméricas,
revolucionando la vacunologia. Las técnicas empleadas en este campo habilitan la
generacion de VLPs portando diversos antigenos, incluyendo de naturaleza no peptidica y
ademas permite mejorar los desarrollos previos en términos del sistema de produccién o de

las respuestas inmunoldgicas/terapéuticas generadas (Figura 59).
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Figura 59. Procedimientos para el desarrollo de VLPs quiméricas. Izquierda: Proceso de brotacion
de una VLP quimérica generada mediante ingenieria genética. Centro: Proceso de brotacién de una
VLP generada mediante conjugacion quimica de VLPs no envueltas. Derecha: Combinacion de las dos

técnicas anteriores.

El sistema de generacion de VLPs utilizando la proteina Z de JUNV puede utilizarse
unicamente mediante ingenieria genética. Esto es mediante el clonado del antigeno a
vehiculizar fusionado al marco abierto de lectura de la secuencia que codifica para la proteina
Z de JUNV, en el contexto del plasmido pZ. Debido a una falla de la produccion al expresar
la proteina Z sola en cultivos eucariotas, no resulta posible llevar a cabo la conjugacién

quimica de diversos antigenos sobre la VLP vacia.

La conjugacién a posteriori contempla por un lado la produccion de un “esqueleto” de
VLP que luego sera decorado con los antigenos a vehiculizar, que suele ser generalmente

utilizando reacciones quimicas que dan como resultado enlaces covalentes. Dicha estrategia
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ha sido ampliamente utilizada para el desarrollo de diversos candidatos vacunales
preventivos y terapéuticos (Caldeira et al., 2020). Uno de los mas relevantes al respecto es
el desarrollo RTS,S para la prevencién de la malaria, una patologia causada por el parasito
Plasmodium falciparum. La vacuna esta elaborada utilizando proteinas del parasito que se
encuentran conjugadas en la superficie de VLPs generadas utilizando la proteina de capside
del virus de la hepatitis B. En este sentido, el desarrollo demostré una proteccion entre 30 y
50% de las personas inmunizadas, siendo la unica vacuna disponible hasta el momento y
generando inmunidad contra un parasito utilizando una plataforma de origen viral (RTS,S
Clinical Trials Partnership et al., 2011).

VLPs derivadas de bacteriéfagos

El laboratorio del Dr. Bryce Chackerian tiene amplia experiencia en el desarrollo de
VLPs utilizando proteinas de capside de diversos bacteriéfagos. En particular han trabajado
con los bacteriofagos QB, MS2 y AP205. Mientras que el primero permite el desarrollo de
VLPs mediante conjugacion quimica, los otros dos sistemas son para uso exclusivo mediante
ingenieria genética ya que no portan lisina en su superficie que permite que ocurra la reacciéon
de conjugacion. La gran ventaja de estos sistemas de expresion es que la produccidn ocurre

en bacterias, disminuyendo los costos y los tiempos de purificacion de las particulas.

Ademas, el grupo de investigacion liderado por el Dr. Chackerian ha generado
diversos desarrollos utilizando dichas plataformas, que han demostrado una buena
inmunogenicidad y efectos tanto preventivos como terapéuticos, dependiendo del objetivo
(Francian et al., 2025; Nepal et al., 2025; Romano et al., 2025; Tangavelou et al., 2025).
Dichos sistemas se conforman como una plataforma atractiva por su versatilidad, su bajo
costo y por la baja probabilidad de tener anticuerpos previos, ya que sus componentes
provienen de virus que infectan a bacterias. Sin embargo, resulta muy dificultoso eliminar la
totalidad del LPS ya que de alguna manera forma parte de la estructura de las VLPs al utilizar
las bacterias como sistema de expresion. Como alternativa de dicha problematica se puede

utilizar la cepa ClearColi™ de E. coli BL21 que se encuentra libre de LPS (Mamat et al., 2013).

La capacitacion en el uso de estas nuevas técnicas que no se encontraban disponibles
en nuestro pais impulso la presentacion a una beca de investigacion para estadias cortas (3
meses) Fulbright-Secretaria de Educacion. La postulacion fue seleccionada y se llevo a cabo
entre agosto 2024 y noviembre 2024 en el Laboratorio del Dr. Chackerian, correspondiente
al Departamento de Genética Molecular y Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la
Salud de la Universidad de Nuevo México, que se encuentra en Albuquerque, Estados
Unidos. En este capitulo se mostraran todos los experimentos que se llevaron a cabo en el

marco de dicha estancia de investigacion.
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Con la finalidad de evaluar la vehiculizacién de SAgs del MMTV en la cara externa de
las VLPs y utilizando sistemas bacterianos, nos propusimos dos objetivos principales.
Primero, vehiculizar dos versiones del SAg BALB2 en VLPs utilizando el sistema del
bacteriéfago AP205 y la estrategia de ingenieria genética. Por otro lado, vehiculizar dos
versiones del SAg BALB2 utilizando nanojaulas sintéticas conjugadas a los antigenos

mediante el sistema SpyCatcher/SpyTag.

Los materiales y métodos de este Capitulo se encuentran detallados en la Seccién II,

paginas 89 a 101.

RESULTADOS Y DISCUSION

Vehiculizacion de BALB2 utilizando el sistema AP205.

Diseio experimental

Con respecto al disefio experimental, para el tiempo estipulado de la colaboracién se
planteé la vehiculizacién de un solo SAg, seleccionando BALB2 por su monoclonalidad reportada
en ratones. Sumado a ello, ante la posibilidad de evaluar adicionalmente la presencia del dominio
RKRR en las modificaciones postraduccionales de la proteina y como consecuencia, su
funcionalidad, se generaron dos variantes: BALB2 con su marco abierto de lectura entero y por

otra parte CT, que se compone por el marco abierto de lectura de BALB2 luego del dominio RKRR.

Clonado molecular

Como se detallé anteriormente, para inducir la generacion de VLPs mediante el sistema
AP205 es necesario contar con el plasmido llamado pAPKP. En este sentido, se solicité la sintesis
de los plasmidos pTwist-BALB2 y pTwist-CT para luego transferir los marcos abiertos de lectura
al plasmido de expresidon pAPKP. El disefio experimental para obtener las construcciones

plasmidicas requeridas puede observarse en la Figura 60.
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Figura 60. Estrategia molecular para el clonado de las dos variantes de BALB2 en pAPKP. Se muestra
en forma simplificada el esquema de generacion de las construcciones pAPKP-BALB2 y PAPKP-CT. Las
secuencias codificantes para cada una de las variantes de BALB2 se obtuvieron tras digestion enzimatica
con Ncol y Pstl de los plasmidos pTwist-BALB2 y pTwist-CT, respectivamente. Los fragmentos fueron
posteriormente ligados con el vector pAPKP que también fue digerido con las mismas enzimas, dando como

resultado las construcciones pAPKP-BALB2 y pAPKP-CT. Las secuencias de los genes de resistencia para
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los distintos antibiéticos se muestran en color rojo y los origenes de replicacion procariotas se muestran
representados en color celeste. Ademas, en color naranja se muestra el gen araC, en violeta se representa
el promotor araBAD, en verde se encuentra la secuencia repetitiva de 6 histidinas y en gris, el terminador
rrrB T1T2.

Transferencia de los insertos al vector de expresion
Una vez recibidos los plasmidos, se analizé su integridad y tamafo mediante
electroforesis en geles de agarosa 1% y posteriormente se procedié a digerir con las enzimas

de restriccion para llevar a cabo el clonado molecular (Figura 61).
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Figura 61. Verificacion de los plasmidos solicitados y liberacion de los fragmentos para su
clonado en pAPKP. A. Verificacion del material genético purificado. Una vez obtenidos los
plasmidos en su forma liofilizada, los mismos fueron resuspendidos en agua ultrapura y transformados
a bacterias E. coli 10G. Se prepararon cultivos bacterianos de 5 mL de cada construccién los cuales
fueron sometidos a extraccion de ADN plasmidico mediante el uso de un kit comercial y lo obtenido
fue analizado mediante electroforesis en geles de agarosa 1% m/v. B. Digestion enzimatica de las
construcciones con las enzimas Ncol y Pstl. Se observa el patron de digestion obtenido tanto para
el vector de expresién pAPKP, como las construcciones pTwist-BALB2 y pTwist-CT. Los huecos en los
cuales no se observa gel se corresponde a la region donde se encontraban los fragmentos de acidos
nucleicos y fueron escindidos.

Como se observa en la Figura 61A, las extracciones de ADN plasmidico fueron
eficientes. Por otra parte, al avanzar en las digestiones enzimaticas para el clonado molecular
en pAPKP, se observé la liberacion de los fragmentos esperados, que fueron escindidos del
gel de agarosa (pAPKP de 3994 pb, pTwist-BALB2 de 1263 pb y pTwist-CT de 855 pb), como
se muestra en la Figura 61B.

Pasado el tiempo de incubacion de la ligacion, se transformaron en bacterias E. coli
10G mediante protocolos de electroporacion. Se obtuvieron varias colonias resistentes a
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ampicilina y se procedio a verificar la presencia de los insertos en 2 colonias seleccionadas,

mediante mapa fisico por digestion enzimatica (Figura 62).
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Figura 62. Verificacion de colonias recombinantes mediante mapa fisico por digestion con las
enzimas Ncol y Pstl. Los plasmidos obtenidos mediante la purificacién de ADN plasmidico fueron
sometidos a una digestion simple utilizando la enzima Ncol o ambas enzimas (Ncol y Pstl) para verificar
la liberacién del fragmento clonado en pAPKP. Se muestran los resultados obtenidos para las colonias
#01 y #02, y ademas en la calle numero 4 se utilizé el Ladder 1kb (NEB). A. Verificacién de colonias

con la construccion pAPKP-CT. B. Verificacion de colonias con la construccion pAPKP-BALB2.

Como se observa en la Figura 62, ambas colonias seleccionadas para cada una de
las construcciones resultaron positivas ya que se observo la liberacidon de los fragmentos
correspondientes a 855 pb para CT y 1263 pb para BALB2. Ademas, al linealizar los
plasmidos tras digestion simple con Ncol se confirmé que tienen el tamano esperado de 4849

pb y 5257 pb, respectivamente.

Analisis bioinformaticos

Finalizada la etapa de clonado molecular, se enviaron a secuenciar las colonias #01
de ambas construcciones, servicio que se tercerizé a la empresa GeneWiz. Las secuencias
clonadas no demostraron mutaciones en las transferencias. Al analizar la identidad de
pAPKP-CT se encontré que la secuencia entera presenta una alta homologia a N_002700.2
(AP205 complete genome). Por otro lado, la secuencia de pAPKP-BALB2 presenta un 96.54%
de homologia a L13149.1.

Considerando que dichas construcciones seran destinadas a la expresion de proteinas
en bacterias E. coli, se utilizaron herramientas bioinformaticas para predecir los pesos
moleculares y otras caracteristicas de las proteinas recombinantes, cuyo resumen se muestra
en la Tabla 27.
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: Amino terminal

APZ_,(_) 5 eWIld 14 kDa 131 866 exterior, O hélices 0.8289
yp transmembrana
96 Amino terminal

AP205-CT 31,4 kDa 280 0 exterior, 0 hélices 0.7672
transmembrana
Amino terminal

gii?:z 46,4 kDa 414 91'6 exterior, O hélices 0.3780
transmembrana

Tabla 27. Resumen de las predicciones bioinformaticas de las proteinas AP205. Las primeras 3

columnas fueron determinadas utilizando la herramienta ProtParam, mientras que la presencia de

dominios transmembrana fue predicha mediante el uso de HMMTOP y tanto la solubilidad como la

usabilidad fueron determinadas utilizando la herramienta NetSolP - 1.0.

Expresion de las construcciones en E. Coli
Se comenzé evaluando la expresion de las construcciones AP205 Wild Type (WT), AP205-

CT y AP205-BALB2 en las bacterias E. coli C41, inoculando 100 mL de medio liquido con

kanamicina ON a temperatura ambiente en agitacion. Al finalizar el tiempo estipulado se

centrifugaron los cultivos bacterianos y se comenzé la purificacion utilizando 5 mL de dichos

cultivos, separando las fracciones solubles e insolubles de cada uno (Figura 63).
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Figura 63. Prueba de expresion de las VLPs AP205 en bacterias E. coli C41. Para cada proteina
se muestran las fracciones solubles e insolubles de la expresion de las construcciones a temperatura
ambiente durante toda la noche y 200 rpm de agitacion. A. Electroforesis de las fracciones en geles
de poliacrilamida 12% m/v desnaturalizantes utilizando lisados bacterianos. B. Electroforesis

de las fracciones en gel de agarosa 1% m/v.

Al analizar la Figura 63A se puede observar que no hay diferencias entre las fracciones
de las 3 construcciones distintas. Es por ello que se decidié evaluar las mismas fracciones en un
gel de agarosa 1%, que se muestra en la Figura 63B. Como se puede notar en dicha imagen, en
la fraccién soluble de las VLPs AP205 WT se visualiza una banda de material genético de gran
tamano, la cual se puede identificar como el ARN que da lugar a las VLPs, que se encuentra
empaquetado en las proteinas de capside. En el caso de AP205-CT se observa un patrén de
degradacién en la fraccion soluble, evidencia suficiente como para asegurar que el
empaquetamiento de las VLPs es incorrecto y probablemente no se encuentren integras. Por
ultimo, no se observa material genético para las AP205-BALB2, sugiriendo también un erréneo

empaquetamiento de las VLPs.

Optimizacion de la expresién de las construcciones en E. Coli

Se analizé el efecto de la modificacién de algunos parametros de la expresion en el
empaquetado de las VLPs. Se ensayo la expresion durante toda la noche a 37°C utilizando DOsoo
de 0,5 y mayor a 1, a 25°C utilizando un DOgsgo mayor a 1 y por ultimo a 15°C utilizando un DOsoo

mayor a 1. Los resultados de dicho experimento se muestran en la Figura 64.
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Figura 64. Optimizacion de la expresion de las VLPs AP205 en bacterias E. coli C41. Para cada proteina
se muestran las fracciones solubles e insolubles de la expresion de las construcciones en distintas
condiciones. En la primera calle se utilizé el marcador de peso molecular SeeBlue Plus2 y con los recuadros

negros se marcan las posibles bandas de expresién de una de las construcciones (AP205-CT, PM 31 kDa)

Al analizar el resultado de todas las condiciones, se observé que las mejores para la
expresion de AP205-CT fueron a 37°C a DOgy mayor a 1y 37°C a DOgoo mayor a 1.8. Por otro
lado, no se logré observar una banda proteica que se corresponda con AP205-BALB2. Sin
embargo, se decidid avanzar en la purificacion de las VLPs utilizando dichas condiciones,
utilizando cultivos liquidos de 100 mL, cuyos resultados se muestran en la Figura 65. Para validar
el lote de VLPs es necesario hallar que el ARN de las fracciones se corresponde con la banda

proteica, indicando que el material genético se encuentra encapsulado dentro de la estructura de

las particulas.

Figura 65. Produccion y purificacion de las distintas versiones de VLPs AP205 en bacterias E. coli
C41. Se muestran los geles de agarosa 1% m/v en los cuales se realizo la electroforesis de las distintas
fracciones colectadas en la cromatografia de exclusién molecular. A. Purificacién de AP205-CT VLPs. B.
Purificacion de AP205-BALB2 VLPs. C. Purificacion de AP205 WT VLPs.

Al respecto de la purificacion de AP205-CT VLPs, no se puede apreciar en la Figura
65A, pero se observé unas bandas muy tenues en las fracciones #22 y #24. Por otro lado,
para las AP205-BALB2 VLPs en la Figura 65B se observa sefial positiva en las fracciones
#18 y #20. Para ambos casos se llevé a cabo una tincién de los geles de agarosa con
Coomasie Blue, observando proteinas en las calles correspondientes a las de las fracciones
mencionadas anteriormente (datos no mostrados). Por ultimo, en la Figura 65C con respecto
a la purificacion de AP205 WT VLPs, se aprecia sefal positiva para las fracciones #26, #28,
#30, #32, #34 y #36.
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Las fracciones indicadas y las impares incluidas en el rango de las mismas fueron
reunidas en un mismo tubo y se procedi6 a llevar a cabo la precipitacién de las VLPs, asi
como la dialisis de las mismas. Los resultados se analizaron mediante electroforesis en un

gel de poliacrilamida y se muestran en la Figura 66.
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Figura 66. Analisis de las preparaciones de VLPs AP205. Se muestra la electroforesis en un gel de
poliacrilamida desnaturalizante de las muestras al finalizar la purificacién de las VLPs. En la primera
calle se utilizd el marcador de peso molecular SeeBlue Plus2 (ThermoFisher) y en la ultima calle se

utilizé HEL para cuantificar las particulas.

Como se puede observar en la Figura 66, no se logré la purificaciéon de AP205-CT
VLPs ni AP205-BALB2. Al contrario, se lograron purificar las AP205 WT VLPs, observando la
banda proteica a 14 kDa que se corresponde con el mondmero de la proteina de capside

AP205.

En funcién de los resultados obtenidos y considerando que no se optimizaron los
codones al solicitar las secuencias sintéticas, se evalud la expresion y produccion de AP205
VLPs utilizando otras cepas de E. coli que favorezcan la expresion de proteinas de origen

eucariota, como BL21, BL21 Magic y Rosetta, cuyos resultados se muestran en la Figura 67.
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Figura 67. Expresion de VLPs AP205 en bacterias E. coli BL21, BL21 Magic y Rosetta. Se
muestran las electroforesis en geles de poliacrilamida de lisados bacterianos y geles de agarosa de
las fracciones solubles e insolubles derivadas. A. Patron de expresion de las proteinas AP205-SAg
en tres cepas diferentes. En la primera calle se utilizé el marcador de peso molecular SeeBlue Plus2
(ThermoFisher). B. Analisis del material genético en las fracciones solubles e insolubles. Gel de
agarosa 1% m/v donde se realiz6 la electroforesis de las fracciones solubles e insolubles de los lisados
bacterianos de las tres cepas. C. Andlisis de proteinas en las fracciones solubles e insolubles.

Tincion del gel de agarosa con Coomasie Blue para comparar la coincidencia con el material genético.

Como se puede observar en la Figura 67A, todas las cepas fueron capaces de
expresar las proteinas AP205-CT y AP205-BALB2 en los pesos moleculares esperados (31
kDa y 46 kDa, respectivamente). Sin embargo, al analizar las fracciones solubles e insolubles
de cada una mediante electroforesis en geles de agarosa y posteriormente tenidos con
Coomasie Blue, se observa que no se corresponden entre las mismas, indicando que las

VLPs no se estan generando adecuadamente (Figuras 67B y 67C).

Considerando que la mejor de las tres cepas de E. coli era Rosetta ya que se observa
menor background y aproximadamente la misma cantidad de proteina expresada, se realizo
un ultimo intento en la purificacion de las VLPs utilizando dicha cepa. Esto se llevd a cabo
utilizando 100 mL de cultivo con los antibiéticos correspondientes y durante toda la noche a
37°C. Se avanzo en la purificaciéon de las VLPs de los cultivos expresados, y se sembraron
las fracciones solubles e insolubles previas a la precipitacion con sulfato de amonio,

resultados que se muestran en la Figura 68.
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Figura 68. Analisis de la purificacién parcial de las VLPs AP205. Las bacterias fueron inducidas,
lisadas y su patrén de expresion de proteinas fue analizada mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida 10% m/v. Se continud con la purificaciéon de las VLPs y se evalué la composicion de las
fracciones previo a la precipitacién con sulfato de amonio. A. Patron de expresién de las bacterias
Rosetta inducidas. En la primera calle se utilizd el marcador de peso molecular SeeBlue Plus2
(ThermoFisher). B. Analisis del material genético en las fracciones. Electroforesis en gel de
agarosa 1% m/v tefiido con bromuro de etidio y revelado con luz UV. C. Proteinas presentes en las
preparaciones finales. Tincién del gel de agarosa con Coomasie Blue para comparar la coincidencia

con el material genético.

Como se puede observar en la Figura 68A, no se observa una sobreexpresion en los
pesos moleculares esperados. En el caso de AP205-CT se aprecia una banda proteica de
escasa intensidad en el peso molecular esperado, por lo que decidié avanzar en la
purificacion, deteniéndose antes de realizar la cromatografia por exclusion molecular. Los
resultados obtenidos de dicha construccién y la muestra de AP205-BALB2 fueron analizados
mediante electroforesis en geles de agarosa (Figura 68B). Nuevamente no se observa
material genético integro correspondiente al que da lugar a las VLPs, pero si se encuentra
una banda de menor peso molecular, idéntica a la observada en las AP205 WT VLPs (Figura

63B). Ademas, como se aprecia en la Figura 68C, al tefiir el gel de agarosa con Coomasie
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Blue, no hay coincidencia entre las bandas de material genético y las proteinas en las
muestras, confirmando que no hay ARN encapsulado correctamente en las preparaciones

analizadas.

Vehiculizacion de BALB2 en nanojaulas sintéticas utilizando el sistema
SpyCatcher/SpyTag

Diseio experimental

Al igual que para el sistema AP205, para esta parte del capitulo se utilizaron dos versiones
del SAg BALB2, la version del marco abierto de lectura completo y la version corta, denominada
CT. Un resumen del disefio experimental para la generacion de las VLPs quiméricas se muestra

en la Figura 69.

ESTRATEGIA SPYTAG/SPYCATCHER
llug omd display

PLASMIDO VLP

= SpyCatcher

SPYCATCHEROO3-MI3 -
Addgene catalog number: 159995

SPYTAG LINKER CTBALB2 ((I5/Y¢)

decoradas
PET28-A(+)
Antigenos
SpyTag

Wt

Figura 69. Resumen grafico de la estrategia Plug and Display para la generacion de las VLPs
quiméricas utilizando el sistema SpyCatcher/SpyTag. Por un lado, deben generarse las VLPs
SpyCatcher tras la expresion del plasmido SpyCatcher003-mi3 en bacterias E. coli y purificarlas. Por
otro lado, se deben producir los antigenos SpyTag expresando los plasmidos pET28-SpyTag-BALB2
y pET28-SpyTag-CT en bacterias E. coliy purificarlos. Por ultimo, se debe realizar con conjugacion de

ambos componentes tras incubacion en condiciones determinadas.

Analisis bioinformaticos

Se llevo a cabo el andlisis de las secuencias de los plasmidos solicitados para su sintesis
utilizando herramientas bioinformaticas. Considerando que dichas secuencias seran expresadas
en bacterias E. coli, se predijeron los pesos moleculares y otras caracteristicas de las proteinas,

cuyo resumen se muestra en la Tabla 28.
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Amino terminal
SpyCatcher003-mi3 36,0 kDa 341 5.02 interior, 2 hélices 0.8555
transmembrana

Amino terminal
SpyTag-CT-HT 20,8 kDa 180 9.73 exterior, 0 hélices 0.7473
transmembrana
Amino terminal
SpyTag-BALB2-HT 35,9 kDa 314 9.70 interior, 1 hélice 0.4819
transmembrana

Tabla 28. Resumen de las predicciones bioinformaticas de las proteinas del sistema
SpyCatcher/SpyTag. Las primeras 3 columnas fueron determinadas utilizando la herramienta
ProtParam, mientras que la presencia de dominios transmembrana fue predicha mediante el uso de
HMMTORP vy la solubilidad fue determinada utilizando la herramienta NetSolP - 1.0.

Produccion, purificacion y caracterizacion de las nanojaulas

Pruebas de expresién a pequeina escala

Para comenzar con la generacién de las nanojaulas sintéticas decoradas con las variantes
de BALB2 en su superficie, se avanzé en el andlisis de la preparacion del plasmido
SpyCatcher003-mi03 y en la expresion del mismo en bacterias E. coli C41, lo que se muestra en
la Figura 70.
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Figura 70. Analisis de la construccion SpyCatcher003.mi3. A. Electroforesis en gel de agarosa
del ADN plasmidico purificado. En la primera calle se utilizé el ladder 1kb (NEB) para tener referencia
del peso molecular. B. Expresion del plasmido en bacterias E. coli C41. Electroforesis en gel de
poliacrilamida desnaturalizante de las fracciones solubles e insolubles en distintas condiciones de

expresion. En la ultima calle se utilizd el marcador de peso molecular SeeBlue Plus2 (ThermoFisher).

Como se observa en la Figura 70A, el plasmido recibido tiene el tamafio esperado de 6273
pb. Por otro lado, al hacer pruebas de expresion del plasmido en E. coli C41 tanto a 22°C como a
37°C se observa una banda que podria corresponderse con la proteina ya que no se encuentra
presente en las bacterias a tiempo cero (Figura 70B). Sin embargo, el tamafio no es el esperado,
ya que las predicciones bioinforméticas indican que deberia tener un peso molecular de 36 kDa.
A pesar de ello, al acudir a los trabajos publicados en los cuales se hizo uso de la misma
plataforma, se encuentra que se reporté como una banda proteica entre 55 y 35 kDa, con un
tamafo aproximado de 42 kDa (Ahmed et al., 2023; Rahikainen et al., 2021; Tan et al., 2021).
Ademas, se observa que a ambas temperaturas la proteina se encontraria en la fraccion soluble,

como ha sido reportado previamente en esos mismos trabajos.

Produccidn y purificaciéon de las nanojaulas

Siguiendo con los protocolos indicados por el grupo de investigacion que desarrollé las
nanojaulas, se procedio a realizar la produccion de las mismas en 250 mL de cultivo a 37°C, 200
rpm y expresion durante toda la noche. Los pellets bacterianos fueron procesados para purificar
las VLPs y se obtuvieron 48 fracciones tras cromatografia de exclusién molecular, que fueron

analizadas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y de agarosa (Figura 71).
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Figura 71. Purificacion de VLPs SpyCatcher. A. Andlisis de las fracciones purificadas mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida. Se analizaron las fracciones pares de la purificacion de
VLPs SpyCatcher tras la cromatografia de exclusion molecular. En ambos geles se utilizé el marcador
de peso molecular SeeBlue Plus2 (ThermoFisher) y la HEL como referencia de cantidad de las
particulas. B. Analisis del material genético presente en las fracciones. Las fracciones pares fueron
sometidas a electroforesis en geles de agarosa 1% m/v tefiidos con bromuro de etidio y revelados
mediante transiluminaciéon UV. C. Preparacion de VLPs depletadas de LPS. La preparacion fue
sometida a electroforesis en un gel de poliacrilamida desnaturalizante. En la primera calle se utiliz6 el
marcador de peso molecular SeeBlue Plus2 (ThermoFisher) y en las dultimas dos, distintas

concentraciones de HEL como referencia de cantidad de las particulas.

Como se muestra en la Figura 71A, se lograron purificar las SpyCatcher VLPs,
observando sefiales desde la fraccién 26 hasta la fraccion 42. En ese sentido, el método de
purificacion utilizado es el adecuado, pero ademas hubiera sido ideal haber recolectado mas
fracciones, ya que la ultima utilizada fue positiva. En este sentido, obtener las fracciones
purificadas permiten confirmar que las bandas proteicas observadas en la Figura 71
efectivamente se corresponden con la sobreexpresion de las SpyCatcher VLPs. Por otro lado, al

contrario de lo que se observa con las VLPs derivadas de bacteriéfagos como AP205, las VLPs
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SpyCatcher no portan ARN empaquetado, lo que se verifica por la ausencia de material genético
en todas las alicuotas analizadas mediante electroforesis en geles de agarosa (Figura 71B). De
acuerdo con la informacion disponible, dichas VLPs poseen un diametro aproximado de 37.2 nm,
comparando con las QB VLPs que tienen un tamafo de 30 nm. Considerando los protocolos
estandarizados del laboratorio se espera que las VLPs derivadas de bacteriéfagos se encuentren
entre las fracciones de elucion #10 y #30. En el caso de las VLPs SpyCatcher al ser de mayor
tamano, deberian tener menos tiempo de retencion, al contrario de lo observado en la Figura 71A.
Sin embargo, lo que ocurrio es que la columna estaba parcialmente ocluida por lo que las alicuotas

de elucién eran de mucho menos volumen que el esperado.

En funcion de los resultados obtenidos, se continud con la purificacién de las nanojaulas
juntando desde la fraccién 28 hasta la fraccién 48 y utilizando un concentrador de cutoff 100 kDa.
Posteriormente se llevaron a cabo dos pasos de dialisis contra PBS 1X. Dado que para ser
utilizada en formulaciones para su inmunizacion de ratones hay que evitar la presencia de
endotoxina, se procedié a depletar el LPS de la preparacion y los resultados fueron analizados
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (Figura 71C). Se observa
que no se perdié mucho material de las VLPs tras el protocolo aplicado, pero ademas utilizando
como referencia la HEL, se puede aproximar que la concentracion de las VLPs limpias de LPS

poseen 1 ug/uL.

A continuacion, se decidio analizar las VLPs SpyCatcher mediante microscopia electrénica

de transmision, cuyos resultados se muestran en la Figura 72.
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Figura 72. Imagenes de Microscopia Electrénica de Transmision de las VLPs SpyCatcher. Se
muestran imagenes del mismo campo utilizando distintos objetivos. En A. se utiliz el objetivo 50X, en
B. se utilizé el objetivo 100X y en C., el 200X. Como referencia de tamafo a la derecha debajo de cada

imagen se muestra una barra.

Como se puede observar en la Figura 72, el diametro aproximado de las VLPs es
entre 30/40 nm, congruente con lo reportado en los trabajos publicados al respecto.
Asimismo, se puede observar la estructura geométrica de las nanojaulas, encastradas entre
si, con tamano y forma homogénea. A diferencia de las VLPs de bacteriéfagos se encuentra
que estas particulas no poseen contenido, confirmando la ausencia de material genético
dentro de las mismas (Dika et al., 2011). Las alicuotas de las VLPs analizadas fueron

conservadas a -20°C hasta ser utilizadas.

Expresion, produccion y purificacion de los antigenos

Pruebas de expresién a pequeiia escala
Una vez recibidas las construcciones pET28-BALB2 y pET28-CT las mismas fueron
transferidas a E. coli 10G a partir de las cuales se realizaron diversos cultivos bacterianos y
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posteriores extracciones de ADN plasmidico. El material genético purificado se muestra en la
Figura 61A, donde se verifica que el plasmido que porta el marco abierto de lectura de BALB2
tiene un peso molecular mayor que CT. Dichas construcciones fueron transferidas a bacterias
E. coli C41 y se llevaron a cabo pruebas de expresion en condiciones estandar durante 2
horas. Adicionalmente se evalud la expresion en bacterias E. coli Rosetta y ambos resultados
se muestran en la Figura 73.
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Figura 73. Pruebas de expresién de los SpyTag-SAgs. Los lisados de las bacterias expresando las
distintas construcciones fueron sometidos a electroforesis en geles de poliacrilamida
desnaturalizantes, con posterior tincion con Coomassie Blue. A. Expresion en bacterias E. coli C41.
Se muestran los patrones de expresion de proteinas en distintas condiciones para cada una de las
construcciones. En la calle nimero 7 se utilizé el marcador de peso molecular SeeBlue Plus2
(ThermoFisher). B. Expresion en bacterias E. coli Rosetta. Se muestran los patrones de expresion
de proteinas en distintas condiciones para cada una de las construcciones. En la calle nimero 7 se
utilizé el marcador de peso molecular SeeBlue Plus2 (ThermoFisher). En los recuadros rosas se

muestran las bandas proteicas que podrian corresponderse con las proteinas de fusion esperadas.

Como se puede apreciar en la Figura 73A, no se pudo observar expresion de las
proteinas en bacterias E. coli C41. Esto es consistente con lo observado para el sistema
AP205 ya que para generar las construcciones en pET28 tampoco se optimizaron los
codones. En ese sentido, se avanzo en la expresion de las proteinas en bacterias E. coli
Rosetta, logrando observar bandas que podrian corresponderse con las mismas ya que se

encuentran cercanas a los pesos moleculares esperados (Figura 73B).
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Optimizaciéon de la purificacion

Una vez seleccionada Rosetta como cepa de expresion, se comenzaron a analizar las
condiciones del protocolo de purificacién, comenzando por determinar la solubilidad de las
proteinas, como se muestra en la Figura 74. En dicha figura ademas se muestra una prueba
del efecto del DTT en la solubilidad de las proteinas.
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Figura 74. Optimizacion de la purificaciéon de las proteinas SpyTag-SAg. Electroforesis en geles
de poliacrilamida 10% m/v desnaturalizantes. A. Analisis de la solubilidad de las proteinas. Para
cada proteina se muestran las fracciones solubles e insolubles de la expresion de las construcciones
en distintas condiciones. En la calle numero 7 se utilizé el marcador de peso molecular SeeBlue Plus2
(ThermoFisher). Los recuadros rosas muestran las bandas proteicas que se podrian corresponder con
cada una de las proteinas esperadas. B. Evaluacion del efecto del DTT en la solubilidad de las
proteinas. A las proteinas ya resuspendidas en buffer sin DTT se les adicion6 dicho reactivo y se
separaron las fracciones solubles e insolubles de cada muestra. En la primera calle se utilizd el

marcador de peso molecular SeeBlue Plus2 (ThermoFisher).

Como se puede observar en la Figura 74A, las proteinas expresadas en cualquier
condicion utilizando la cepa Rosetta se encuentran en la fraccion insoluble. Por otro lado, al
adicionar DTT a las bacterias lisadas, no se favorece la solubilizaciéon de los mismos, ya que

permanecen en la fraccién insoluble, como se observa en la Figura 74B.

Expresion a mediana escala y purificacion
Se produjeron 100 mL de cultivos liquidos de E. coli Rosetta portando las construcciones

pET28-BALB2 y pET28-CT, expresando durante 2 horas a 37°C en agitacion de 200 rpm. Se llevo
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a cabo la purificacion como se describid anteriormente, las fracciones insolubles fueron
resuspendidas en un buffer con urea 8M y posteriormente se obtuvieron las fracciones solubles,

cuyo patrén de expresion de proteinas se muestra en la Figura 75.
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Figura 75. Solubilizacion, ruptura de los cuerpos de inclusion y purificacion de las proteinas
SpyTag-SAg. Electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes de las muestras derivadas
de la purificacién de las proteinas. Como referencia del peso molecular se utilizé el marcador de
proteina SeeBlue Plus2 (ThermoFisher). A. Solubilizacién de los cuerpos de inclusién. Se
evaluaron los patrones de expresién de proteinas de distintas muestras del proceso de solubilizacién
utilizando un buffer con urea 8M. B. Purificacion de SpyTag-BALB2-HT. C. Purificacion de SpyTag-
CT-HT.

Como se puede observar en la Figura 75A, las proteinas se encuentran
mayoritariamente en la fraccion IB1. Como consecuencia, dichas alicuotas fueron utilizadas
para purificar las proteinas mediante cromatografia de pseudoafinidad utilizando resinas de
niquel. En relacion a la purificacion de SpyTag-BALB2-HT, se puede observar que logro ser
eluida en las tres fracciones (Figura 75B). Con respecto a SpyTag-CT-HT, se puede observar

lo mismo que para la otra proteina, pero ademas hay una pequefia fraccion de la proteina
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que no se adhirio a la matriz y se encuentra en la fraccion no unida (Figura 75C). En términos
generales se puede observar una baja concentracion de los antigenos, ya que en cada calle
se sembraron 7,5 pL de las muestras. Ademas, se puede observar una diversidad de bandas,
que podria explicarse por la presencia de urea en las muestras y el calentamiento de las

mismas en la preparacién para la electroforesis (Kurien & Scofield, 2012).

La alicuota IB1 de cada una de las construcciones fue sometida a dialisis en dos pasos,
tomando muestra a las 2 horas y a tiempo final (durante toda la noche). En ninguna de las dos
instancias se observo un precipitado, pero si se observé turbidez de las soluciones, por lo que
fueron resuspendidas mediante el uso de una micropipeta y en funcién de una colaboracion
con la Dra. Ménica Rosas del Departamento de Microbiologia y Biologia Molecular, se decidié

adicionar glicerol a las muestras, para favorecer la solubilidad.

Conjugacion de antigenos a las nanojaulas
Una vez obtenidas por separado las VLPs SpyCatcher y los antigenos SpyTag, se
procedio a llevar a cabo la conjugaciéon de ambas partes para lograr las VLPs decoradas,

resultados que se muestran en la Figura 76.
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Figura 76. Conjugacion de VLPs SpyCatcher con los antigenos SpyTag-SAgs. Electroforesis en
geles de poliacrilamida desnaturalizantes utilizando las muestras conjugadas, asi como cada uno de
los componentes por separado. Se utilizé el marcador de peso molecular SeeBlue Plus2
(ThermoFisher). A. Primer intento de conjugacion. Las calles marcadas con un * se corresponden

con las conjugaciones realizadas entre las VLPs y los antigenos dializados durante toda la noche, en
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contraste con las otras conjugaciones en los cuales se utilizaron los antigenos dializados por 2 horas.
Ademas, se analiz6 el efecto de la urea y el glicerol sobre las VLPs solas, que se muestra en la calle
4. B. Segundo intento de conjugaciéon. Las calles denominadas “cc” se corresponden con
conjugaciones que luego de juntar ambos componentes fueron concentrados utilizando centricones de

distintos cutoff, siendo de 14 y 10 kDa respectivamente.

Considerando que los antigenos fueron resuspendidos en urea y posteriormente
dializados, se evalué el efecto de la dialisis en la reaccién de conjugacién, como se muestra
en la Figura 76A. Los resultados esperados en caso que se genere la conjugacion es que
aparezca una especie de un tamafo molecular sumado entre las VLPs y los antigenos que
seria de 58 kDa (36 kDa+20,8 kDa) en el caso de SpyTag-CT y de 72 kDa (36 kDa+35,8 kDa)
para SpyTag-BALB2. Como se puede observar en la Figura 76A, no se lograron observar en

ningun caso las especies conjugadas.

Como los antigenos se encuentran muy diluidos, se intentd concentrar los mismos
una vez mezclados en el mismo tubo, lo que se analizé mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida desnaturalizantes como se muestra en la Figura 76B. Al respecto, se puede
indicar que tampoco se pudo lograr la conjugaciéon ante la falta de deteccién de la especie
conjugada con alto peso molecular. Esto podria explicarse por la baja concentracion de los
antigenos. Sin embargo, no puede descartarse la posibilidad de que las condiciones de
conjugacion no sean adecuadas, e incluso que la presencia del glicerol o la urea afecten dicha
reaccion. Por otro lado, al concentrar las mezclas, se observa que se pierden las proteinas
de la muestra, resultando inadecuado para disminuir el volumen de la mezcla ya que, al estar

desnaturalizadas, aparentemente escapan por los poros de las membranas utilizadas.

CONCLUSIONES

En este capitulo se describen los resultados obtenidos para el disefo, clonado,
expresion y vehiculizacion de dos variantes del SAg BALB2 utilizando sistemas de expresion

bacterianos.

Comenzando con el sistema AP205 se logr6é disefiar, construir las herramientas de

vehiculizacion y expresar las proteinas de fusion de la capside con las dos variantes de BALB2

utilizando las cepas BL21, BL21 Magic y Rosetta. Al avanzar en la produccién y purificacion de

las VLPs utilizando la cepa Rosetta, se encontr6 que no fue posible obtener las particulas

encapsulando adecuadamente el ARN. En este sentido, el impedimento probablemente sea

estérico, ya que el tamafio de los antigenos a vehiculizar casi duplica el peso molecular de la

proteina de capside de AP205.
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Con respecto a la generacibn de VLPs quiméricas utilizando el sistema
SpyCatcher/SpyTag se logré por un lado la produccion, purificacién y caracterizacion de las VLPs
SpyCatcher. Los resultados obtenidos para dichas particulas se condicen con trabajos
relacionados publicados, en relacién al peso molecular de las bandas de expresion, el tamafio de
las particulas y los protocolos utilizados. Por otro lado, se logré la expresion de los SpyTag-SAgs
utilizando las bacterias E. coli cepa Rosetta, y también se logré producir y purificar dichas
proteinas en forma soluble. Es necesario continuar optimizando la conjugacion para obtener las
VLPs quiméricas finales.
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Las leucemias y los linfomas no Hodgkin fueron la décima y onceava causa de muerte
global relacionada con cancer en el afio 2022. El 54% de los casos de leucemias agudas se
encuentran en pacientes menores de 20 afos, y la LLA representa un 75-80% de todos los
casos de leucemia en pacientes pediatricos, siendo la causa principal de muerte en dicha
poblacion. Como consecuencias, ambas patologias componen una preocupacion en la salud
publica, particularmente en paises de bajos a medianos ingresos, donde ocurren el 94% de
las muertes mundiales relacionadas con leucemia. En Argentina, entre los afios 2000 y 2013,
se reportaron 18.069 casos de cancer en nifios y ninas menores de 15 afos de edad. La
sobrevida estimada a los 5 afios del diagndstico para el periodo 2000-2009 fue del 60% para
las leucemias y del 74% para los linfomas. Los nifios y nifias menores de un afio poseen el
peor prondstico, con una sobrevida a 36 meses del diagnéstico del 36%.

La propuesta terapéutica actual logra que el 90% de los pacientes ingresen en
remision de la enfermedad, pero causan toxicidades en forma aguda y tardia. Ademas, tiene
un éxito relativamente bajo para tratar las recaidas, lo que implica una expectativa de
supervivencia inferior al 25%. En consecuencia, resulta necesaria la implementaciéon de
terapias eficaces, especificas y seguras para mejorar el prondstico de los pacientes con
leucemias y linfomas T.

En la actualidad hay varias investigaciones enfocadas en el desarrollo de terapias
novedosas, mas especificas y con menores efectos adversos, utilizando tecnologias de ultima
generacién. Si bien dichos desarrollos son prometedores, al tratarse de enfoques
personalizados en el paciente, son tecnologias de alto costo y complejidad. Ademas, el
acceso a dichas terapias puede ser dificultoso en algunas regiones como nuestro pais y en
los ultimos anos se han reportado evidencias de resistencias secundarias que podrian estar
relacionadas a dichos tratamientos.

Los superantigenos de origen viral poseen una limitada descripcion al respecto tanto
de su estructura, como los mecanismos mediante los cuales actuan y su impacto en la salud
humana. El auge de la investigacion con SAgs virales ocurrié desde el afio 1992 hasta el
2001, afio a partir del cual comenzaron a disminuir las publicaciones por debajo de los 40
anuales. La falta de informacion y de interés al respecto causa que no haya proyectos que
involucren su uso para el desarrollo de herramientas potencialmente terapéuticas. En este
sentido, es necesario resignificar los conocimientos obtenidos mediante la investigacion
basica para resolver problemas. Una de las dificultades al respecto es la falta de conocimiento
detallado sobre las respuestas inmunolégicas celulares, lo cual se convierte en un
impedimento para la caracterizacion del mecanismo de accion de los superantigenos.

En este contexto, el objetivo de este trabajo fue investigar el potencial de los
superantigenos virales de MMTV en el desarrollo de un posible tratamiento de leucemias y

linfomas de linfocitos T, con el fin de explorar nuevas estrategias terapéuticas que puedan
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reducir los efectos secundarios de los tratamientos convencionales. Especificamente, hemos
trabajado en el desarrollo y la evaluacién de distintas estrategias de expresion de SAgs del
MMTYV utilizando sistemas heterélogos.

Inicialmente, en el Capitulo lll hemos caracterizado la respuesta celular in vivo de las
VLPs;z utilizando la proteina eGFP. En el marco de la presente tesis doctoral, resulta de gran
relevancia describir las respuestas inmunolégicas tras la inyeccién de las VLPsz en
organismos tales como los ratones. Para nuestro grupo de trabajo fue particularmente
importante poder asegurar que las particulas no inducian toxicidad y por lo tanto podrian ser
seguras para desarrollos posteriores. Por otro lado, al proponer a las VLPsz como una
plataforma para el desarrollo de vacunas, era necesario determinar la eficacia de inducir
respuestas inmunolégicas. En este sentido, las VLPszecrp fueron utilizadas en caracter de
una prueba de concepto, para luego poder utilizar dichas particulas como plataformas para
la presentacion de antigenos heterélogos. Se pudo comprobar que las vesiculas son capaces
de inducir memoria celular, logrando respuesta especifica contra el antigeno que estaba
siendo vehiculizado dentro de las VLPs. Ademas, hemos encontrado que las plataformas
estimulan eficientemente tanto las respuestas humorales como celulares observando que
gran cantidad de células muestran marcadores de activacién tanto en el bazo como en
ganglios linfaticos regionales, tales como linfocitos T CD4*, CD8" y linfocitos B CD19*. Esto
ocurre en ausencia de adyuvantes lo que aporta a la versatilidad de dichas plataformas,
ampliando las posibilidades para su administracion. Esto es particularmente relevante para
los desarrollos terapéuticos que se proponen en la presente tesis, donde la inyeccion
intravenosa podria ser una posibilidad atractiva, ya que se administraria en forma localizada
donde se encuentran las células leucémicas. Sumado a esto, las VLPs han demostrado su
capacidad de inducir una respuesta inmune a bajas dosis, lo que puede reducir
considerablemente los costos de inmunizacibn y en comparacion con otros sistemas
reportados ofrece una mejor vehiculizacion de antigenos por ug de particulas (Molinari et al.,
2014).

Como se indico en la introduccion, la plataforma de vehiculizacion de antigenos ha
sido explorada para el desarrollo de diversos candidatos vacunales y otros mas se encuentran
planificados para continuar su caracterizacién. Un ejemplo de ello es el uso de la proteina
NS1 de los flavivirus para prevenir enfermedades de importancia sanitaria regional como
Dengue, Fiebre Amarilla, Zika, West Nile y encefalitis de Saint Louis. En ese sentido, se ha
podido lograr la expresion de pZ-NS1 en células y la generacién de las primeras VLPszns1
(datos no publicados). Por otro lado, si bien actualmente existe una vacuna preventiva contra
la FHA, que es la cepa Candid #1 atenuada, se podria evaluar si la construccion de las VLPs;
es capaz de inducir proteccion en organismos inmunizados que no pueden vacunarse con

dicha formulacién, como las personas con compromiso del sistema inmunolégico. Mas aun,
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como se evidencié durante los eventos de emergencias sanitarias como COVID-19 o la
epidemia de dengue en los ultimos afos, contar con plataformas versétiles para el desarrollo
de vacunas sirve para prevenir los cuadros graves y mitigar la propagacion y expansion de
diversas enfermedades.

Para poder seguir indagando en la capacidad de este modelo en el marco del
desarrollo de formulaciones con aplicaciones en el campo de la salud, se reemplazo la
proteina indicadora por cuatro variantes de SAgs del MMTV considerando un abordaje
terapéutico. Los antecedentes del IMEX al respecto muestran que los SAgs de MMTV poseen
una actividad linfotéxica T especifica y por lo tanto se hipotetizé que los mismos podrian
componer una formulacion con fines terapéuticos donde las células cancerosas sean
linfocitos T, tales como los linfomas y las leucemias. Los antecedentes muestran que el uso
del virus entero transportado en la leche murina induce efectos de deplecién completa de los
clones reactivos, a pesar que se sabe que dicho efecto se debe al SAg. Empleando un
abordaje biotecnolégico, se propuso la vehiculizacién de cuatro SAgs del MMTV en VLPs;
utilizando la transfeccién de células HEK 293T con los plasmidos pZ-SAgs. La aproximacién
utilizada para la construccion de las plataformas se detalla en el Capitulo IV, logrando obtener
los fragmentos de cada una de las variantes propuestas y los clonados finales. A pesar de las
limitaciones iniciales de no contar con la informacion total de las secuencias, al lograr los
clonados se pudieron confirmar las identidades de los marcos abiertos de lectura involucrados
tras secuenciacion. Tras el andlisis de las secuencias mediante el uso de herramientas
bioinformaticas se lograron predecir diversas caracteristicas de interés para las proteinas
recombinantes, productos de la expresion de las construcciones en los dos sistemas
heterdlogos planteados. Las secuencias obtenidas tienen entre 837 y 969 pb de longitud, y
se ha predicho que no poseen regiones transmembrana per se. Resulta particularmente
relevante haber logrado obtener la secuencia nucleotidica completa del SAg LA, cuya
secuencia en bases de datos se encontraba incompleta (542 pb contra 858 pb).

Mediante el analisis bioinformatico se pudo observar que los cuatro SAgs tenian una
gran conservacion de secuencia en la region 5’, mientras que la region de 3’ es una zona
polimdrfica. Seria interesante contar con las estructuras cristalizadas de dichas proteinas o
algunas similares, con la finalidad de analizar si los cambios de secuencias impactan
efectivamente en la estructura de las mismas. Con las herramientas actuales nuestra Unica
alternativa es un abordaje utilizando algoritmos de Machine Learning como Alpha Fold
(Jumper et al., 2021), lo cual esta planteado para ser desarrollado durante el seminario de la
est. Ornella Flores.

Utilizando las construcciones logradas pET28-SAgs, nos propusimos la produccién y
purificacién de las cuatro variantes de los SAgs-HT para ser utilizados posteriormente como

controles no vehiculizados en los ensayos pautados de actividad biolégica. Para ello, se utilizd
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un disefio que permitié la que los ORF de los SAgs se mantengan fusionados con un fag de
histidinas para facilitar su purificacion. Utilizando la cepa E. coli Rosetta se pudo lograr la
expresion de las cuatro variantes de SAgs-HT y se seleccionaron las condiciones optimas:
37°C, induccion con IPTG 1mM, 200 rpm de agitacién y 2 horas de expresion. Las proteinas
BALB2-HT y BALB14-HT demostraron ser particularmente sensibles, sea a degradacion o
inestabilidad, ya que a las 4 horas de expresion desaparecia la banda proteica
correspondiente a las mismas. En ese sentido, nos hemos propuesto continuar analizando
las secuencias de las mismas para poder identificar si hay diferencias a nivel aminoacidico
que cause lo observado. Por otro lado, se pudo comprobar la identidad de todas las proteinas
al realizar inmunodeteccion utilizando un anticuerpo monoclonal contra el tag de histidina
unicamente en los cultivos inducidos y no en aquellos sin inducir. Comparando los resultados
in silico con los hallazgos empiricos se puso en evidencia que los SAgs-HT expresados en
bacterias tienen exactamente el peso molecular esperado para los mismos, evidenciando la
ausencia de modificaciones postraduccionales.

Al avanzar en la caracterizacion de las proteinas se encontré que todas son insolubles
en las condiciones ensayadas, reforzando los resultados obtenidos mediante el uso de
herramientas bioinformaticas. Se produjo una de sus variantes (mtv-7-HT) a mediana escala,
se fraccionaron los cuerpos de inclusién y se solubilizaron en un buffer con urea 8M. La
purificacién utilizando la columna de niquel fue exitosa, logrando eluir con una buena pureza
la proteina esperada. Se realizaron varios intentos de obtencion de la proteina mtv-7-HT en
su forma soluble mediante dialisis, pero todos fueron infructuosos Ante la falta de soluciones
al respecto, se evaluo si el agregado de un buffer con pH distinto al de elucién puede modificar
el estado de solubilidad de la proteina, observando un leve aumento de la solubilidad al diluir
1/10 con buffer pH 2.

Al respecto, es necesario continuar optimizando la purificacion de los SAgs-HT,
proponiendo como ultimo recurso la dilucion directa de dicha preparacion en los pocillos con
células con el fin de poner a prueba si efectivamente poseen alguna actividad biolégica. En
ese sentido, la labor sera continuada en el marco del seminario de la est. Ornella Flores. Por
otro lado, se propone por ejemplo realizar un cambio del vector de expresion, como ha
funcionado en otras oportunidades (Francis & Page, 2010). Ademas, podria analizarse la
modificacion de las secuencias obtenidas a fin de que sean mas estables (Magliery, 2015).

Mientras continuabamos optimizando la obtencién de los SAgs-HT en forma soluble,
avanzamos en el uso de las construcciones pZ-SAgs para expresar y producir las VLPszsags
en células HEK293T. Se pudo comprobar su expresion mediante Western Blotting utilizando
un suero policlonal contra la proteina Z de JUNV. A pesar de ello, se notd una evidente
diferencia entre los resultados in silico y los hallazgos empiricos ya que los Z-SAgs

demostraron un peso molecular menor al esperado. Esto podria deberse a los cambios post-
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traduccionales que aporta este sistema, pudiendo ser mediados por proteasas tales como la
furina y otras modificaciones desconocidas hasta el momento. En ese sentido, el sistema de
expresion y produccién seria el mas cercano al que ocurre en ratones ya que cuenta con
todas las modificaciones post-traduccionales requeridas y es uno de los pocos reportes de la
expresion de SAgs del MMTV en sistemas eucariotas (Metzner et al., 2006; Y. Wang et al.,
2004). Seria interesante continuar la labor ahondando en los pormenores de las
modificaciones post traduccionales de los SAgs y su impacto en la funcionalidad. Un abordaje
posible seria continuar caracterizando el sistema de expresiéon con otros anticuerpos que
permitan la deteccién de diversas secciones de los SAgs y asi tener la doble deteccién, lo
que aun no fue posible por falta de los reactivos requeridos. Otra alternativa posible seria
realizar una secuenciacion de los péptidos para caracterizar su composicion aminoacidica.

Considerando la expresion de los SAgs en dos sistemas de expresion (bacterias y
células HEK293T), podriamos discutir que son proteinas problematicas para trabajar.
Mientras que al expresarlas en sistemas bacterianos se encuentran insolubles, al analizar su
expresion en sistemas eucariotas se observa una variacion de sus tamafos que aun no
podemos explicar considerando la informacion disponible. Podria ser posible que la
naturaleza compleja de dichas proteinas sea por un lado la causa de las complicaciones
técnicas que implica realizar abordajes biotecnolégicos al respecto, pero como consecuencia
sea la razoén por la cual tienen actividades biolégicas tan particulares. En este sentido nos
preguntamos si la modificacion de determinados aminoacidos permitira por un lado que los
mismos conserven la funcionalidad, pero a su vez puedan facilitarse las condiciones de
obtencion utilizando sistemas heterdlogos.

Una vez obtenidas algunas preparaciones de VLPszsags, €n el Capitulo V se muestran
los experimentos en los cuales se evalud la actividad biologica preliminar in vitro utilizando
muestras de sangre de 2 voluntarios sanos. Considerando las limitaciones del modelo
utilizado, se pudo observar que ninguna de las VLPsz.sags fue capaz de inducir proliferacion a
los 6 dias de cocultivo, aunque se observé una tendencia hacia la induccion de una mayor
muerte celular en comparacion con el control. En uno de los dos ensayos utilizando la muestra
del dador 1, se encontré que las VLPsz.mw-7 fueron las que causaron una mayor proporcion de
células muertas a los 6 dias de cocultivo, lo que podria explicarse tanto por la amplia accién
del SAg que se vehiculiza, asi como por el repertorio particular de dicho dador. Al respecto,
se puede considerar que al utilizar muestras de voluntarios sanos no hay ningun clon
sobrerrepresentado, como si ocurre en las personas con diagndstico de leucemias y linfomas.
Esto podria entonces disminuir el efecto observado, especialmente cuando se compara con
los trabajos publicados en los cuales se utilizaron células leucémicas. Las tendencias
observadas deben ser puestas a prueba con un mayor numero de muestras y son

preliminares, pero sientan las bases para ensayos posteriores. Ademas, no permiten hacer
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una prueba de la hipdtesis planteada en la presente tesis pero representan la aproximacion
a nuestro alcance para la evaluacion del efecto terapéutico. A futuro se plantea repetir la
metodologia, utilizando células transformadas y con un enriquecimiento en linfocitos T, como
ocurre en el caso de las leucemias y los linfomas.

Al comparar los resultados observados entre las VLPsz.ecre y las VLPsz.sags, S€ podria
discutir sobre la diferencia de las respuestas biolégicas observadas con tan solo cambiar el
antigeno vehiculizado. Sera necesario realizar mas ensayos al respecto, pero esto podria
implicar que la plataforma sea particularmente versatil con diversos objetivos, sea para causar
inmunomodulacién o terapias y dependiente en parte del antigeno vehiculizado.

Adicionalmente, considerando la hipotesis de trabajo de la presente tesis, nos
propusimos el desarrollo inicial de un protocolo para la caracterizacién del repertorio de
linfocitos T en muestras humanas mediante PCR tiempo final. En el marco del presente
trabajo se espera poder caracterizar la especificidad clonal de las células respondedoras ante
los distintos tratamientos, asi como para caracterizar el repertorio inicial de los dadores sanos
y las muestras de pacientes. Se pudo avanzar significativamente en el desarrollo de un
protocolo que permita caracterizar las variantes de V3 en linfocitos T. Sin embargo, no se ha
podido validar la metodologia por ausencia de controles necesarios que permitan establecer
la especificidad del método. Ademas, se determind que sera necesaria la generacion de
paneles de primers para el analisis propuesto, personalizando la seleccion de las variantes
VB a analizar en funcién de los objetivos del analisis. Se identificaron homologias entre
variantes de VB murinas y humanas usando herramientas bioinformaticas, un analisis no
reportado antes. Combinando esto con la especificidad de VP frente a los SAgs del MMTV,
se propuso una posible correspondencia entre las variantes de SAgs estudiadas y muestras
humanas, facilitando el disefo de primers especificos para su validacién empirica. Si bien ya
hubo abordajes para este tipo de procedimientos, nunca fueron aplicados para SAgs virales
(Langerak et al., 2001; J. Y. Park & Seo, 2016; Seo et al., 2010). Sumado a esto, en dialogo
con varias instituciones de diagndstico, seguimiento e investigaciéon de enfermedades
hematooncoldgicas las mismas han mostrado particular interés en utilizar un posible panel de
caracterizacion a fin de generar mas informacion sobre los cuadros de pacientes de
alteraciones de los linfocitos T, para poder luego aplicar dichos conocimientos en beneficio
de las personas. A futuro se propone optimizar el panel de primers, validarlo para su uso
como caracterizacion del repertorio de clones linfocitarios en muestras humanas vy utilizarlo

para determinar si la actividad biolégica de las VLPs es especifica.

Las unicas evidencias de uso de SAgs del MMTV en el tratamiento de leucemias y
linfomas provienen del grupo de trabajo que anteceden a esta tesis, el cual evalud el efecto

de los virus completos en ratones (Mundifiano etal., 2010). Para el uso de muestras
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humanas, el Unico tratamiento comparable seria el uso de SAgs bacterianos para las mismas
patologias (Duarte et al., 2023; Noli Truant et al., 2022; Tétterman et al., 1998). Se puede
observar que los SAgs bacterianos ofrecen una respuesta mucho mas rapida para inducir
muerte celular en los linfocitos (72 hs) pero son altamente téxicos para los seres humanos.
Al respecto, los resultados presentados en esta tesis se han logrado obtener con células de
voluntarios sanos, que poseen un repertorio particular de linfocitos y no hay una
sobrerrepresentacion de algunos clones linfocitarios. En esa linea, se podrian evaluar los
efectos comparados de las VLPszsags Y 10s SAgs bacterianos, utilizando lineas celulares de
células T neoplasicas (como las Jurkat) y de ser posible, muestras de pacientes con
leucemias o linfomas T.

Actualmente, los desarrollos para el abordaje de leucemias y linfomas se encuadran
dentro de la terapéutica, siendo VLPsz.sags parte de esta categoria, por tratarse de un sistema
de vehiculizacién de un componente que actua sobre las células de forma especifica. Por un
lado, existen desarrollos de formulaciones portando neoantigenos, como por ejemplo el caso
de péptidos especificos que expresan las células leucémicas, combinados con anticuerpos
contra PD-1 (Xie et al., 2021). Otro de los desarrollos al respecto es un candidato vacunal
que consta de un compuesto activo contra las células leucémicas, conjugado a un adyuvante
para mejorar la respuesta inmune. Dicho desarrollo ha mostrado muy buenos resultados,
logrando un 100% de proteccion ante recaidas y entre un 50 y 70% de resolucién de la
enfermedad (Zhang et al., 2025). Por otro lado, un tratamiento muy similar al propuesto en
esta tesis es el uso de células CAR-T, en las cuales se modificod el receptor de linfocitos T
CD8+ para prevenir las recaidas asociadas a un tratamiento primario en leucemias
mielociticas agudas. Si bien se obtuvieron buenos resultados, no se observé un impacto en
un aumento de la supervivencia de los pacientes (Mazziotta et al., 2025).

Teniendo en cuenta los resultados preliminares observados en lo que respecta a la
actividad bioldgica de las VLPszsags, consideramos que seria importante continuar con los
ensayos utilizando mas muestras de voluntarios sanos y potencialmente de pacientes para
poder probar la hipotesis planteada en la presente tesis. Asimismo, seria interesante
continuar explorando los mecanismos mediante los cuales los SAgs inducen los fendmenos
observados, caracterizando por ejemplo las vias de apoptosis implicadas o los componentes
requeridos para que ocurra el efecto de los mismos.

Una serendipia llevo a la inclusién del Capitulo VI en esta tesis, gracias a una estancia
de investigacion corta en la Universidad de Nuevo México, Estados Unidos. La colaboracion
permitié explorar la vehiculizacion del SAg BALB2 en la cara externa de VLPs generadas en
sistemas bacterianos. Ya de por si haber podido aprender diversas técnicas que no se
encontraban disponibles en nuestro pais fue lo suficientemente enriquecedor, pero ademas

se pudieron lograr diversos resultados para presentar en esta tesis. Comenzando con el
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sistema de vehiculizacion utilizando la proteina de la capside de AP205 se logré disefiar,
construir las herramientas de vehiculizacion y expresar las proteinas de fusién de la capside
con las dos variantes de BALB2 utilizando las cepas BL21, BL21 Magic y Rosetta.
Lamentablemente luego no fue posible obtener las particulas encapsulando adecuadamente
el ARN. Una de las posibilidades es que el impedimento sea estérico, ya que el tamafio de
los antigenos a vehiculizar casi duplica el peso molecular de la proteina de capside de AP205.
Como alternativa a dicha problematica se plantea por un lado realizar una co-transformacion
de los plasmidos pAPKP portando las construcciones deseadas junto con un plasmido que
exprese la proteina de capside WT, lo que se ha utilizado en otras oportunidades para forzar
la produccion de VLPs del sistema. Por otro lado, se podria utilizar una estrategia de dimeros
de la proteina de capside, utilizando el plasmido pAPKP2 que posee dos copias de la proteina
de capside de AP205, como se ha reportado en otros casos (Liu et al., 2021). Sin embargo,
eso implicaria reemplazar una de las copias de la proteina de capside con la fusién generada
en los plasmidos construidos y para ello es necesario generar nuevos primers ya que las
enzimas utilizadas en el clonado no son compatibles.

Las VLPs derivadas de proteinas de bacteriéfagos han conformado un sin niumero de
desarrollos innovadores, pero una ventaja de las VLPs generadas en sistemas celulares
eucariotas es que a pesar de su alto costo y ser trabajosas, hasta el momento ninguna VLP
basada en bacteriéfagos se encuentra aprobada para su uso en seres humanos.

Con respecto a la generacion de VLPs quiméricas utilizando el sistema
SpyCatcher/SpyTag se logré por un lado la produccién, purificacion y caracterizaciéon de las
VLPs SpyCatcher. Los resultados obtenidos para dichas particulas se condicen con trabajos
relacionados publicados, en relacion al peso molecular de las bandas de expresion, el tamafio
de las particulas y los protocolos utilizados. Por otro lado, se logré la produccién y purificacion
en forma soluble de los SpyTag-SAgs utilizando las bacterias E. coli cepa Rosetta, lo cual
implica un logro superador con respecto a los resultados del Capitulo IV. Es necesario
continuar optimizando la conjugacion para obtener las VLPs quiméricas finales. Por un lado,
idealmente deberian probarse mezclar concentraciones incrementadas de cada antigeno
para una misma cantidad de VLPs y evaluar cual es la mejor proporcion que funciona y hasta
que punto el sistema se satura en la conjugacion. Ademas, queda pendiente analizar el efecto
de tanto la urea como el DTT en la estructura de las VLPs, ya que las concentraciones
presentes en la preparacion de los antigenos podrian afectarlas, asi como la reaccion de
conjugacion. Por falta de tiempo, el protocolo no pudo ser continuado, esperando poder
avanzar con este sistema de conjugacion en futuros proyectos. Por otro lado, en caso que no
se pueda lograr la conjugacion como se ha planteado, el gran beneficio que tiene el sistema
Plug and Display es que se puede abordar la produccion de los antigenos en otro sistema,

como el eucariota (Tan et al., 2021). En ese sentido, las VLPs generadas podrian ser mas
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similares para comparar con las producidas con el sistema Z, pero portando los antigenos en
la cara externa.

Los resultados alcanzados en el presente trabajo de investigacion son promisorios,
sentando las bases para el disefio de diferentes estrategias de vehiculizacion de antigenos
heterélogos en VLPs tanto derivadas de la proteina Z del virus Junin, como utilizando
proteinas de capside de bacteridfagos o nanojaulas sintéticas. En conjunto, los resultados
globales del presente trabajo de investigacion muestran el disefio integral desde la estrategia
de generacién de las construcciones requeridas para la expresién de SAgs en sistemas
heterdlogos hasta la optimizacion preliminar de un protocolo para evaluar su potencialidad
como tratamiento contra leucemias y linfomas.

Si bien en esta tesis se abordo el uso de las VLPsz.sags para la terapéutica de linfomas
y leucemias T, me gustaria tratar de considerar una potencialidad enorme de su uso. Como
primera consideracién, cabe resaltar nuevamente que los resultados presentados en la
presente tesis al respecto de la actividad bioldégica de los mismos son preliminares. En
segunda instancia, el desarrollo propuesto aqui se proyectd para leucemias y linfomas, pero
en caso de verificar que no son utiles como tratamiento en forma empirica, podrian ser
herramientas terapéuticas de potencial utilidad para otras patologias. En este sentido, la
actividad linfotoxica reportada en bibliografia permitiria que puedan utilizarse para otras
patologias, como artitis reumatoidea, eliminacién de linfocitos exhaustos en procesos
oncoldgicos, entre otras (Joedicke et al., 2014; G. Wang et al., 2014). En este sentido, me
gustaria resaltar la importancia de poner en valor todos los conocimientos generados sobre
los SAgs virales que se han acumulado en el tiempo y la importancia de convertirlos en
herramientas provechosas para la sociedad. Asimismo, resulta evidente la necesidad de
estrechar aun mas los lazos de colaboracion entre los centros de salud y los centros de
investigacion, para responder ante las necesidades requeridas, permitiendo que ocurra por
ejemplo el abordaje del disefio de un panel de primers para caracterizar los repertorios
linfocitarios. En estos dificiles tiempos para la ciencia y la tecnologia, debemos reforzar la
colaboracion y los intercambios de muestras, el encuentro en los espacios de formacién y las
instancias de ampliacion del conocimiento para permitir que los conocimientos y desarrollos
generados en las cuatro paredes de nuestros laboratorios puedan llegar efectivamente a

modificar las realidades de nuestro territorio.
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Cultivo celular

Medio DMEM completo: DMEM con alto contenido de glucosa (Gibco), en presencia
de antibiotico y antimicético (stock 100X: 10.000 unidades/mL de penicilina, 10.000
pug/mL de estreptomicina y 25 yg/mL de antimicético Fungizone, Gibco) y 10% de
Suero Fetal Bovino de calidad Biotecnolégica (SFB, Internegocios).

Medio DMEM 2%: Medio DMEM suplementado con antibidtico y antimicético
(Fungizone, Gibco) y 2% de SFB (Internegocios).

PBS (Phosphate-buffered Saline): NaCl 1,37 M; KCI 0,027 M; NazHPO4 0,1 M; KH2PO4
0,018 M; pH 7.8. Esta solucién se prepard como stock 10X y luego la dilucion con
agua estéril se realizé inmediatamente antes de su uso.

Medio de congelado: 90% SFB y 10% DMSO estéril. EI mismo se preparé al menos 2
horas antes de ser utilizado y se conservé a -20°C.

Medio RPMI completo: medio RPMI-1640 (Gibco), suplementado con 10% SFB

(Natocor), L-glutamina 2mM (Gibco) y penicilina-estreptomicina (Gibco).

Purificacion de VLPs

Sacarosa 30% m/v: Se peso la cantidad correspondiente de sacarosa de un frasco
que unicamente se abrié en condiciones de asepsia (Ciccarelli) y se adicionaron los
volumenes correspondientes de agua estéril de sachet.

Solucién de Bradford: Se disuelven 10 mg de azul de Coomassie G-250 en 5 mL de
etanol, luego se afiaden 10 mL de acido fosférico y finalmente agua hasta completar
100 mL.

Biologia molecular

Cultivos bacterianos

LB liquido: 5 g de extracto de levadura; 10 g de Triptona (peptona de carne); 10 g de
NaCl; H.O hasta llevar a 1 litro. Luego de ser autoclavado en botellas de 250 mL, se
almaceno a temperatura ambiente en el gabinete estéril para ser utilizado.

LB sdlido: 5 g de extracto de levadura; 10 g de Triptona (peptona de carne); 10 g de
NaCl; agar microbiolégico en un porcentaje del 1,5% final y agua destilada hasta llevar
a 1 litro. También fue autoclavado inmediatamente luego de su preparaciéon y se

almacenoé a temperatura ambiente en el gabinete estéril para ser utilizado.

Clonado molecular

Soluciones de miniprep:
- Solucion I: Glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM [pH 8,0], EDTA 10 mM,;
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- Solucion Il: NaOH 0,2 N, SDS 1 % (preparada en el momento);
- Solucion 1ll: Acetato de Potasio 5M [pH 4,8]).

- buffer QG: GuSCN 5.5 M (PM 118,16); Tris HCI 20 mM pH 6.6
- buffer PE: Tris- HCI 10 mM pH 7.5; 80% etanol

- buffer EB: 10 mM Tris-Cl, pH 8.5

Electroforesis de geles

TAE 1X: Tris base 0,04 M, Acido Acético Glacial 1,14 mL/L; EDTA pH 8, 1 mM. Esta
solucién se prepara como 50X y se diluye a la concentracion de uso inmediatamente
antes de ser utilizada.

Buffer naranja G 5X: Tris-HCI 50 mM pH 8; EDTA 10 mM, 0,025% Orange G; 50%
glicerol.

buffer Tris-Glicina: Tris base 25 mM; Glicina pH 8,3 250 mM; SDS 0,1%.

buffer de siembra 4X: Tris-HCI pH 6,8 200mM; Bromophenol Blue 0,4%; Glicerol 40%;
SDS 8%; DTT 400mM.

Solucién de tincién de geles de poliacrilamida: Coomasie brilliant blue R-250 0,25%

m/V; Etanol 45% v/v; Acido acético glacial 10% v/v.

Solucion de destincion de geles de poliacrilamida: Etanol absoluto 40% vl/v; Acido

acético glacial 10% v/v.

Preparacién de bacterias competentes térmicas

INOUE 10 mM: MnCl2:4H20 55 mM, CaCl.:2H20 15 mM, KCI 250 mM, PIPES (0.5 M,

pH 6.7 y agua miliQ para llegar a volumen final.

Western Blotting

Buffer de transferencia: Tris Base 0,3% m/v, glicina 1,44% m/v, SDS 10% v/v.
Caseina 3% m/v: Se peso la cantidad correspondiente a la caseina y se diluy6é con
agua. Luego, se llevo a pH 8 para que la caseina se encuentre disuelta en la solucion.
Alicuotas de esta preparacién fueron almacenadas a -20°C.

Solucién de bloqueo: Caseina 3% m/v diluida en PBS llevada a concentracion final de
1% y a un pH de 8.

Solucién de dilucion: PBS-caseina 1% m/v, TWEEN®-20 0,1% y PBS 1X hasta llegar
a volumen final.

Solucién de Rojo Ponceau: Ponceau S 0,1 %, Acido acético glacial 5%.

Solucién de Amido Black: Amido Black 0.1% m/v, isopropanol 25% v/v y acido acético

glacial 10% vi/v.
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ELISA

buffer de coating: 10 mL de carbonato de sodio 1M, 90 mL de bicarbonato de sodio
1M y 900 mL de solucién de cloruro de sodio 0,14 M.

Solucién de lavado: TWEEN-20 0,2%, NaCl 18,6 g/L diluidos en PBS 1X. Se conservé
a 4°C hasta su uso.

Buffer de dilucion/bloqueo: TWEEN-20 0,2%, NaCl 18,6 g/L y caseina 1% m/v diluidos
en PBS 1X.

Produccién de proteinas recombinantes y solubilizacién de cuerpos de inclusion

buffer de lisis: Tris-HCI 20 mM pH 8.0, EDTA 5mM, Imidazol 5 mM pH 8.0, NaCl 150
mM, PMSF 10 mM y DTT 1mM.

buffer de lisis con trehalosa: Tris-HCI 20 mM pH 8.0, EDTA 5mM, Imidazol 5 mM pH
8.0, NaCl 150 mM, PMSF 10 mM, trehalosa 0,75 My DTT 1mM.

Buffer 2X: TrisHCI 50 mM pH 8, NaCl 1M, Glicerol 10% v/v, Imidazol-HCI 41,66 mM,
urea 8M.

Buffer de lavado Tris: TrisHCI 0,02 M pH 8.

Buffer lavado urea: Tris-HCI 20mM, NaCl 0,5M, urea 2M, Triton X-100 2%, pH 8,0
Buffer de lavado triton: Buffer lavado urea 5 mL, Triton X-100 0,1 mL

Buffer A: Para 45 mL: Buffer 2X 22,5 mL, TrisHCI 1M pH 8 0,2 mL, NaCl 3M 1,25 mL,
DTT 1M 22,5 uL y PMSF 10 mM.

Buffer B: Para 15 mL: Imidazol-HCI 1,25 M 3mL, Buffer 2X 7,5 mL, 3,6 gramos de urea
y 7,5 uL de DTT 1M.

Dialisis

Solucién de dialisis: Buffer Tris HCI 25 mM pH 8, NaCl 500 mM y DTT 0,2 mM.
Solucion de dialisis Il: Buffer Tris HCI 25 mM pH 8, NaCl 500 mM, DTT 0,2 mM,
glicerol 10% v/v y urea 6M.

Purificacion de VLPs en bacterias

Buffer de lisis sin DTT: Para 500 mL: 10mL NaCl 5M, 10 mL de EDTA 0.5M y 25 mL
de Tris-HCI 1M pH 8.5.

SCB 1X: Para 1 litro: 10mL de Tris HCI 1M pH 8.5, 20mL de NaCl 5M y 1mL de MgSO4
1M.
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