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RESUMEN

A pesar de los avances en terapias tradicionales como la radioterapia o la quimioterapia, no se
observa una mejora significativa en la supervivencia de los pacientes con cancer, por lo cual se
han venido ensayando diferentes métodos de inmunoterapia basados en la estimulacion del
sistema inmunoldgico para que sea él, el que destruya el tumor. Muchas de estas terapias
dependen de la activacion de los linfocitos T, sin embargo, para que esto suceda, los péptidos
tumorales deben ser presentados en moléculas de HLA-I, a los linfocitos T citotoxicos. Uno de
los mecanismos de evasion mas comunmente usado por los tumores para escapar a la respuesta
inmune antitumoral, es la expresion alterada de estas moléculas presentadoras de antigeno en la
superficie de las celulas tumorales, de manera que la regulacion negativa o la pérdida total de la
expresion de esta molécula en la superficie de las celulas tumorales puede anular el efecto clinico
de las inmunoterapias basadas en la activacion de los linfocitos T. En este estudio se
construyeron los genomas adenovirales recombinantes para los alelos HLA-A*02:01 y HLA-
B*44:02 del complejo mayor de histocompatibilidad clase I con el fin de generar adenovirus
recombinantes defectivos de replicacion, por trans complementacion en células Ad 293. Estos
vectores adenovirales se proponen coOmo una terapia génica neoadyuvante de la inmunoterapia

contra el cancer.
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INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad que presenta un crecimiento descontrolado de células anormales en
el cuerpo. Durante los estadios tumorales, las células van acumulando mutaciones que les provee
ventajas para su crecimiento, proliferacion, invasion local y a distancia. Una de estas
caracteristicas es la facultad de evadir la respuesta inmune evitando su destruccién, que se da
debido al escape de células tumorales de ser reconocidas por las células del sistema inmunoldgico
Chen DS & Mellman I, 2017). En su fase inicial las células tumorales van a presentar péptidos
antigénicos, fragmentos de proteinas citosolicas defectuosas degradadas en el proteosoma de la
célula. Estos péptidos que son asociados a tumor, seran procesados y posteriormente presentados
en una molécula de HLA de clase | en la superficie de la célula a los linfocitos T citotdxicos
(CTL), células pertenecientes a la inmunidad celular con una alta especificidad de ataque, que se
encargaran de llevar estas células a una muerte celular por medio de apoptosis (Abbas, 2015). Sin
embargo, se observa pérdida o regulacion negativa de la expresion de estas moléculas
proporcional al progreso del tumor, mecanismo que se ha encontrado en una gran cantidad de
células tumorales y, por lo tanto, siendo objetivo clinico la recuperacion de la expresion de HLA.
Varias metodologias se han desarrollado con el fin de recuperar la expresion de HLA-I,
involucrando el tratamiento con citoquinas e incluso la transferencia de genes que codifiquen
para algunas proteinas que medien el procesamiento y presentacion de péptidos antigénicos,
como B2-microglobulina (B2m) y TAP (del inglés Transporter associated with antigen
processing) asociada al transporte peptidico, logrando asi, restablecer la respuesta inmune
perdida, estudios que han permitido demostrar el restablecimiento de la molécula de HLA-I en la

superficie de la célula (Del Campo et al., 2014).
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Los estudios enfocados en la transferencia de genes que estaban mediados por métodos no
virales, no tenian una eficiencia de transfeccion esperada, por lo que actualmente el enfoque se
basa en sistemas virales, como los adenovirus, retrovirus entre otros, los cuales han presentado
mejores resultados a la hora de transferir el gen. Sin embargo, son nulos los ensayos de
transferencia del gen que expresa la cada pesada de HLA-I, molécula de vital importancia en la
presentacion de antigenos, gracias a su variedad alélica que muestra especificidad y variedad de

unioén a los péptidos antigénicos (De Ledn, 2018).

En este trabajo propone una metodologia para la construccion de un adenovirus recombinante que
sirva como vehiculo para portar el gen que codifica para la cadena de la molécula HLA-1 (HLA-
B*44:02) para en posteriores ensayos clinicos transferir este gen a células de cancer de cuello
uterino SiHa que carece de este alelo, empleando la recombinacion homologa entre el plasmido
pShuttle-CMV que tiene en su genoma tanto el gen de HLA-I como el promotor del
citomegalovirus que es un promotor fuerte para su expresion y el vector adenoviral pAdEasy-1,
esqueleto del adenovirus, que carece del gen E1 y E3, permitiendo asi el espacio apropiado para

la insercion del pShuttle.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Varios métodos de inmunoterapia para combatir el cancer estan basados en la administracion
de péptidos que se deben presentar en moléculas de HLA-I a los CTL, por ello, la regulacion
negativa o pérdida total, afecta su funcionamiento en la salud humana, por lo que es importante
restablecer su expresion normal en las células tumorales, si estos dafios impiden esa presentacion
de los antigenos tumorales, asi, esta manera, restituir la inmunogenicidad del tumor (Rodriguez et

al., 2014).

Se ha descrito que las alteraciones en la expresion de HLA-I ocurren de manera temprana y
son comunes en una gran variedad de tumores humanos, con porcentajes que oscilan entre el 60 y
el 90%, causadas predominantemente por aberraciones genéticas en 6p21.3 y 15921. Al menos el
50% de la pérdida alélica en HLA es causada por pérdidas de heterocigosis (LOH, por loss of
heterozygosity), un mecanismo frecuente de pérdida de la expresion de alelos HLA en tumores
humanos y la pérdida total de la expresion de HLA-I ocurre con frecuencia debido a la existencia
de dos eventos moleculares: la mutacion de un gen f2m y la pérdida de la segunda copia por

LOH, los cuales han conllevan a varios tipos de malignidad (Rodriguez, 2017).

El sistema inmunoldgico adaptativo desemperfia un papel fundamental en la vigilancia para el
control del desarrollo tumoral, el cual es mediado por el reconocimiento de péptidos alterados en
la superficie de la célula tumoral, por parte de un linfocito T (LT) citotdxico CTL, (del inglés
cytotoxic T lymphocyte). Estos péptidos alterados deben ser presentados en moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (HLA en humanos), de clase | (HLA-I) para ser

reconocidos por el receptor de los LT (TCR, de T-cell receptor) una vez reconocido el antigeno
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presentado en HLA-I por el TCR de los CTLs, se desencadena una respuesta inmunolégica
citotoxica mediada por los CTLs, que controla de desarrollo tumoral (Abbas, 2015). Por otra
parte, la secrecion de citocinas inmunosupresoras y la infiltracion de células inmunosupresoras en
la masa tumoral son otros mecanismos comUnmente usados por el tumor para evadir la
inmunidad. Lo anterior resalta la importancia de la correcta expresion de HLA en las células
tumorales para garantizar la vigilancia inmunoldgica antitumoral, y es por ello que la regulacion
negativa o la pérdida de expresion de HLA-1 es el mecanismo de evasion mas cominmente
utilizado por los tumores para escapar a la vigilancia y destruccion inmunoldgica (Najafimerh, h.,

2020).

Dado que la terapia génica es una metodologia que ha generado buenos resultados, ya que ha
demostrado el restablecimiento parcial o total de otras moléculas que se han perdido por dafios
geneticos, se propone la construccion de un adenovirus recombinante que pueda portar en su
DNA el gen de HLA-I, que en futuros ensayos clinicos, lleguen a ser Gtiles como terapia neo
adyuvante a la inmunoterapia basada en activacion de linfocitos T para incrementar la respuesta

clinica a terapias contra el cancer.

2. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Es posible utilizar adenovirus recombinantes para restablecer la expresion normal de los

alelos HLA en la superficie de células tumorales con un fenotipo HLA alterado?
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3. ANTECEDENTES

A partir de los afios 70 se desarrollaron herramientas de biologia molecular e ingenieria
genética mediante el desarrollo de técnicas del DNA recombinante, entre estas herramientas se
encuentra la terapia génica, que es una técnica innovadora la cual permite corregir una alteracion
molecular modificando asi la evolucion de la enfermedad a tratar (Anderson, 2000). Las primeras
pruebas de terapia génica se remontan a 1980, cuando Martin Cline tratd de curar dos pacientes
con talasemia aplicando esta técnica sin autorizacion (Vélez y Sanchez, 2013). En 1990 se utilizd
la terapia génica para tratar la deficiencia de adenosina desaminasa, que causa la
inmunodeficiencia severa mixta, caracterizada por linfopenia de células T, con o sin deficiencia
de células B y en ocasiones con deficiencias de células NK donde los pacientes son susceptibles a
infecciones de todo tipo. (Contreras-Verduzco et al., 2014). En Francia, nifios con SCID,
pudieron vivir en un ambiente normal gracias a la transferencia ex-vivo de células autélogas con

la version silvestre del gen afectado.

En los 90 's hubo un auge de la terapia génica a nivel mundial, se desarrollaron mas de 400
ensayos clinicos, inicialmente para enfermedades monogénicas y luego se extendio su
aplicacion a enfermedades complejas como el cancer (Castellanos y Sangro, 2005). Sin embargo,
se presento la muerte de un joven como consecuencia del procedimiento, y dos nifios
desarrollaron leucemia aguda debido a la activacién de un oncogeén a causa de la insercién
aleatoria del material genético terapéutico en el genoma de las células corregidas (Castellanos y
Sangro, 2005). Por lo expuesto anteriormente, prendieron las alarmas acerca de la ética del uso de
esta técnica en ensayos clinicos (Vélez y Sanchez, 2013). En la actualidad, las terapias génicas

para el cancer se realizan con agentes virales y no virales. Los agentes virales mas empleados son
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los adenovirus, por sus caracteristicas, como son, por ejemplo: la capacidad de infectar una
amplia gama de tipos de células, ademaés que la infeccion no va a depender de la division activa
de la célula huésped. También pueden obtenerse titulos de virus elevados y un alto nivel de
expresion genica, que son consideraciones importantes para las técnicas de produccion de
proteinas en células de mamiferos, lo que hacen los adenovirus, ideales para la transferencia

génica segura en pacientes con cancer (Rodriguez, et al., 2014).

4. JUSTIFICACION

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el cancer es la segunda causa de muerte en
el mundo y se calcula que cada afio se presentan 11 millones de nuevos casos y cerca del 70% de
las muertes se registran en paises de ingresos medios y bajos (WHO, 2018). Se estima que los
nuevos casos anuales pasen de aproximadamente 14 millones en 2012 a méas de 20 millones en
2030 y casi dos tercios de esos casos se daran en paises menos desarrollados (Barrios & Garau,
2017). Ademas, para el afio 2030, se calcula que morirdn mas de 13.1 millones de personas por
esta enfermedad y su costo para el sistema de salud es enorme, con un gasto aproximado de un
billon de pesos anuales (Salazar y Sanchez, 2014). A pesar de los avances en el desarrollo de
tratamientos contra el cancer, las tasas de mortalidad por esta enfermedad contindan siendo altas.
Lo anterior resalta la importancia de explorar nuevas estrategias terapéuticas tales como la
inmunoterapia que ha demostrado ser una alternativa viable y promisoria para el tratamiento del

cancer.
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La mayoria de las inmunoterapias buscan estimular el sistema inmunoldgico mediante la
activacion de los linfocitos T para que sea este mismo el encargado de destruir las células
tumorales. Sin embargo, para que el linfocito T pueda activarse, su receptor de célula T (TCR)
debe reconocer un péptido antigénico (en este caso, un antigeno asociado a tumor (TAA),
presentado en una molécula de HLA. Dado que el principal mecanismo de evasion de la
respuesta inmunolégica utilizado por el tumor es la pérdida o regulacién negativa de la expresion
de HLA-I (Garrido et al. 2016), en la superficie de las células tumorales. De esta manera, se
postula que la transferencia génica de HLA-I utilizando un adenovirus recombinante podria ser
atil para restablecer la expresion de la molécula en la superficie de las células tumorales
(Rodriguez et al. 2014) para que puedan presentar los antigenos tumorales a los linfocitos T

citotoxicos (Carretero et al., 2013).
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5. OBJETIVOS

5.1 GENERAL

Construir un adenovirus recombinante para restablecer la expresion de HLA-I en células

tumorales.

5.2 ESPECIFICOS

Determinar las condiciones optimas del cultivo celular para el crecimiento de las células ad

293.

Construir los esqueletos adenovirales recombinantes para los genes que codifican HLA-

A*02:01 y HLA-B*44:02

Producir el adenovirus recombinante en células Ad-293.
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6. MARCO TEORICO

6.1 Generalidades del cancer

El cancer es una enfermedad genética de origen monoclonal, caracterizada por la acumulacion
secuencial de mutaciones en una célula que le confiere una ventaja de supervivencia sobre las
células normales (Sanchez, 2013), un proceso multifactorial que tiene como consecuencia la
transformacion de células normales en células tumorales por la adquisicion secuencial de
mutaciones que dan origen a una lesion precancerosa que progresa a cancer in situ y a cancer
invasor. La célula que sufre la transformacion maligna se multiplica sin control y de manera
autonoma, invadiendo localmente y a distancia, que empiezan debido a mutaciones que activan
los controladores oncogeénicos. Proceso, que por lo general sucede simultdneamente con
activaciones o inactivaciones genéticas o no genéticas de genes que suprimen o promueven el

crecimiento tumoral (Chen DS & Mellman I, 2017).

Esta enfermedad, es tan antigua como el hombre, y su incidencia y mortalidad se vienen
incrementado en todo el mundo. Esta enfermedad es la segunda causa de muerte en todo el
mundo; en 2015 se presentaron 8,8 millones de muertes por cancer en todas sus localizaciones.
Los cinco tipos de cancer con mayor mortalidad a nivel mundial son, el de pulmon (1.690.000),

higado (788.000), colon -Recto (774.000) estdbmago (754.000) y mama (571.000) (WHO, 2018).
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Fig. 1 indice de mortalidad de cancer a nivel mundial al afio 2018, modificado de (GLOBOCAN, 2018).

6.2 HLA (Human leukocyte antigen)

Las moléculas de HLA-I o antigeno de los leucocitos humanos de clase | son moléculas
encargadas de presentar los antigenos endogenos a los linfocitos T citotdxicos, para que ejerzan
su funcion de vigilancia inmunoldgica . Si los péptidos presentados en moléculas de HLA-1 sobre
la superficie celular estan alterados, los CTL se activan y eliminan la célula que los esta
presentando en sus moléculas de HLA-I. Estos péptidos alterados pueden corresponder a
proteinas de un parésito intracelular o a una célula tumoral que por la acumulacion de mutaciones
expresa proteinas alteradas en sus moléculas de HLA-I. Las células tumorales con frecuencia
presentan una expresion alterada de HLA-I para evadir los mecanismos de control inmunolégico

y favorecer el desarrollo tumoral (Carretero et al., 2013).
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Fig.2 Molécula de HLA-I, tomado de Inmunologia celular y Molecular, Abul K. Abbas, (2015).

La cadena pesada de las moléculas de HLA-I es un complejo trimolecular conformado por una

cadena pesada polimérfica que posee 3 dominios a: al, a2, y a3 y una cola citoplasmatica que la

ancla a la membrana celular(fig. 2). Posee una region polimarfica de union al peptido entre los

dominios al y a2 (Abbas, 2015), y esta codificada por los genes del complejo Mayor de

Histocompatibilidad localizados en la region 21.3 del brazo corto del cromosoma 6 (6p21.3) (fig.

3), mientras que la cadena liviana f-microglobulina (f5.m) esta codificada por un gen localizado

en la regién génica 21 del brazo largo del cromosoma 15 (15921). La cadena a €S una de las

zonas mas polimorficas del genoma humano mientras la f2m no es polimorfica y se expresa en

todas las células nucleadas unida de manera no covalente con la cadena pesada a. En el sitio de

unién al péptido se carga el péptido endogeno de 9 a 11 aminoacidos que sera presentado a los

CTLs (Klein, J., Sato A, 2000).
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Fig.3 genes codificadores de las moléculas de HLA, esta situada en la regiéon del CMH, cromosoma 6.
6.3 Terapia génica

Los avances en ingenieria molecular han permitido el que una dotacion de genes de una célula
pueda ser alterado por medio de la insercion de un gen codificador normal en un organismo, que
hara sustituir el gen que en su expresion es defectuoso, esto es lo que llamamos terapia génica.
Entonces la definimos como una suma de herramientas que nos van a permitir el uso de vehiculos
moleculares para transportar DNA o RNA al interior de las células, esto se hace con el fin de
modificar la expresion de proteinas que presenten alteraciones, con esto se revierte el problema

biolégico que produce (Novelli & Gruenert, 2002).

Las terapias génicas se pueden administrar in vivo y ex vivo, en la primera etapa, el tratamiento

consiste en la administracion de una construccion genética en la cual tenemos un interés
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particular. Aunque el DNA se puede administrar de forma directa, se usan vectores que facilitan
el proceso de transferir el gen e igualmente una entrada y localizacion intracelular del mismo,
para obtener un gen funcional (Rodriguez et al., 2014). Es importante usar vectores con destinos
especificos dependiendo cual sea el dafio, dentro del organismo para permitir la entrega celular
selectiva del gen en un determinado érgano o tejido, sin requerir procedimientos quirdrgicos. En
el segundo caso se incluye la obtencion previa de células de un tejido u 6rgano, después, se hace
la separacion de las células y se cultivan en tejidos in vitro, seguidamente, las células son
transfectadas por el gen terapéutico utilizando un vector. Las células transfectadas se seleccionan
en funcion de su capacidad para expresar el gen exdgeno de forma estable y persistente. Las

celulas seleccionadas se amplifican, se recolectan y se reimplantan en el paciente (Lastra, 2006).

Uno de los mayores retos que presenta la transferencia genica, principalmente para la terapia
in vivo del cancer es que los focos tumorales ocultos a veces no son accesibles a la terapia, por lo
cual su éxito depende de la capacidad que tiene el vector para proteger y transferir eficazmente el
gen terapéutico, en el lugar especifico, el gen terapéutico. La transfeccion de las células se puede
realizar por métodos no virales como el bombardeo de particulas, la inyeccion directa de DNA 'y
los liposomas catidnicos, entre otros (Rodriguez et al., 2014) o por métodos virales, es decir, con
el uso de un vector viral que porte el gen terapéutico y tenga la capacidad de infectar las células
tumorales para expresar el transgén. Los vectores virales en general estan desprovistos de algunos
genes para dejar el espacio donde se va a insertar el gen terapéutico y conservan las secuencias de
empaquetamiento de la particula viral y el sitio de insercién en el genoma de la célula Diana
(Chinén, 2000). Entre los vectores virales mas utilizados tenemos los Adenovirus, los retrovirus,
los virus Adenoasociados, los herpes virus, los alfavirus y los poxvirus entre otros. (Rodriguez et

al., 2005).
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6.4 Agentes virales para la terapia génica

Retrovirus: son muy efectivos para la transferencia génica estable por largos periodos de
tiempo en células dificiles de transducir como las hematopoyéticas, o las de cultivo primario
(Lastra, 2006). Sin embargo, una desventaja esta en que solo infectan células en replicacién
activa (Chinén, 2000; Lastra, 2008), por lo tanto, no son Utiles en células que rara vez se dividen
como neuronas 0 musculo esqueléticas. Otra de las desventajas que presentan los vectores
retrovirales es el caracter azaroso de insercion en el genoma de la célula diana, que puede generar
genotoxicidad, activar oncogenes, interferir con la muerte celular o reparacion del DNA,

favoreciendo los efectos mutagénicos(Chinea, 2018).

Virus Adenoasociados (VAA): han sido estudiados para la terapia génica, porque se pueden
integrar en el genoma de la célula diana y son poco inmunogenicos. La expresion del transgén es
estable a largo plazo en células que no se dividen y atraviesan la barrera hematoencefalica por lo
que pueden utilizarse para administrar terapias genicas en células del sistema nervioso como las
neuronas. Sus desventajas consisten en que, para poder replicarse, requieren de la coinfeccion
con un adenovirus, por lo cual es dificil producirlos en masa y que, debido a su pequefio tamario,

no pueden albergar un gen terapéutico de gran tamafio (Nasso, 2017).

Virus Herpes Simplex: tiene tropismo por las células del sistema nervioso, por lo cual se ha
utilizado como vehiculo para la administracion de terapia génica en las células neuronales, con la
ventaja de que no se integra en el genoma de la célula diana, pero puede permanecer como
episoma hasta la muerte de la neurona permitiendo la expresion del transgén durante toda la vida

de la célula infectada. Sin embargo, una de sus mayores desventajas es el alto grado de
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inmunogenicidad, es decir que facilmente puede ser detectado por el sistema inmunolégico

(Rodriguez, 2014).

Adenovirus: es el vector viral méas utilizado hasta ahora para la terapia génica, tiene ventajas
como su alta tasa de replicacion, el tamafio de su genoma (Aprox. 35 kb) que le permite albergar
un gen terapéutico de gran tamafio, su capacidad de infectar células cualquier etapa de su ciclo
celular y su facil produccion y titulacion en el laboratorio (Navarro, Borunda y Montes 2015).
Son de un genoma grande y de organizacion mas complejas que otros vectores viricos usados en
la terapia génica, ademas que se utilizan también para la inmunizacion contra otros vectores
patogenos (Andrews et al., 2001). Pese a que su aplicacion en ocasiones puede generar efectos
secundarios, por lo general estos no revisten gravedad, ademas, la mayor desventaja es su amplio
tropismo celular que se refleja en una baja especificidad celular, lo que complica la infeccion en
células especificas de procedimientos in vivo, sumado a que su administracion produce una
respuesta inmunologica que perjudica la eficiencia de la traduccion, la eliminacion de células

translucidas y la expresion del gen (Navarro et al., 2015).

6.5 Inmunoterapia en el cancer

La inmunoterapia es un tratamiento que se basa en la inhibicion o activacion del sistema
inmunoldgico, para que sea capaz de combatir las infecciones, el cancer y otras enfermedades. En
el tratamiento del cancer, la inmunoterapia estimula el sistema inmunoldgico del paciente para
generar una respuesta antitumoral. Ante la presencia de un tumor, el sistema inmunologico sera
capaz de realizar un reconocimiento especifico de antigenos o células tumorales, de forma que

tras un primer contacto se produce una hipersensibilidad. Posteriormente, el sistema
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inmunoldgico produciré células T CD8+ para la molécula extrafia, de manera que cuando sea
identificada nuevamente, sea capaz de atacar y eliminarla. Ademas, las células inmunitarias
cuentan con correceptores de superficie que regulan la actividad del sistema inmunolégico y
mantienen el equilibrio para conseguir una respuesta adecuada. Por tanto, la interaccion del
sistema inmunoldgico con las células cancerosas la podemos diferenciar en dos procesos:

activacion y muerte de células T (Marin et al., 2018).

Contrario a las demaés terapias contra el cancer, la inmunoterapia no va dirigida contra las
celulas tumorales, sino que su blanco es el sistema inmunolégico. Puede definirse como un

entrenamiento al sistema inmunolégico para que pueda combatir la enfermedad (Graeber, 2018).

6.6 Terapia génica en el tratamiento del cancer

La terapia génica es procedimiento destinado a reemplazar, manipular o complementar genes
no funcionales o que funcionan mal con genes sanos. Los genes son secuencias especificas de
bases que codifican instrucciones sobre como producir proteinas. En 2001, se publicaron dos
versiones preliminares independientes de la secuencia del genoma humano y la identificacion

concomitante de aproximadamente 30.000 genes (Lander et al., 2001).

Como era de esperar, esto fue seguido por una extensa investigacion en genética molecular
con herramientas avanzadas utilizadas para diseccionar la funcién de los genes y explorar los
procesos bioldgicos involucrados en causar aberraciones genéticas y transformacién maligna
(Amer, 2014) Aunque los genes reciben mucha atencidn, son las proteinas las que realizan la

mayoria de las funciones vitales e incluso constituyen la mayoria de las estructuras celulares.
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Cuando los genes se alteran de modo que las proteinas codificadas no puedan realizar sus
funciones normales, pueden producirse trastornos genéticos como el cancer. La reciente
proliferacion de conocimientos sobre el cancer ha llevado al desarrollo de nuevos enfoques

terapéuticos en el tratamiento del cancer, en particular la terapia génica. (Patil et al., 2018).

El tratamiento del cancer se ha enfocado en la destruccién de las células tumorales por
mecanismos como la cirugia, radioterapia o quimioterapia y en la actualidad se cuenta con una
serie de terapias dirigidas que interfieren con el ciclo celular, la apoptosis, la angiogénesis, y
otras vias de sefializacion. La terapia génica, surge como una alternativa promisoria y menos
toxica para el tratamiento del cancer que ha demostrado ser efectiva para la disminucion del

tamario de los tumores. (Cross & Burmester, 2006).

Los vehiculos méas usados para la transferencia de genes en ensayos clinicos son los
adenovirus, los plasmidos desnudos y retrovirus. Aproximadamente del 60% al 70% de ensayos
clinicos con terapias génicas estan enfocados al cancer. (Morales, 2018). La produccion de
farmacos para la lucha contra el cancer humano, se ha enfocado en la interceptacion de vias de
sefializacion que promueven el crecimiento del tumor. Sin embargo, como ocurre con otros
medicamentos, este enfoque conduce a que se genere resistencia al tratamiento por el desarrollo
de tolerancia frente al farmaco. Enfocarse en el genoma cémo diana terapéutica podria tener
ventajas sobre la radioterapia y la quimioterapia, debido a que se podrian disefiar terapias
especificas para las alteraciones génicas de un tumor particular y destruir las células cancerosas

independientemente de si las mutaciones son cancerigenas (Chen, Gao & Huang, 2015).
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Segun (Rodriguez et al., 2014) y (Annan et al., 2017) La eleccion de la terapia génica para el
cancer depende de los fundamentos que utilice para lograr la eliminacion de células tumorales:

1. Laterapia por compensacion de mutaciones para la correccion de genes supresores de
tumor o inhibicion de oncogenes activados

2. Laterapia génica suicida o quimioterapia molecular, que consiste en la infeccion del
tumor con un virus de replicacién selectiva que codifique una enzima capaz de activar un
profarmaco en el tumor.

3. La terapia oncolitica, en la cual se infectan las células tumorales con un virus litico).

4. La Inmunopotenciacion genética que busca incrementar la inmunogenicidad del tumor o
potenciar la actividad antitumoral de las células del sistema inmune.

5. La terapia anti angiogénesis para inhibir la proliferacion de células tumorales.

6.7 El cancer y la vigilancia inmunoldgica

Una de las capacidades que tiene el sistema inmunoldgico es la vigilancia frente al crecimiento
de neoplasias. A mediados del siglo XX Thomas y Burnet, propusieron la teoria de la vigilancia
inmunoldgica que postula, que dentro de un organismo siempre se estan produciendo células
malignas, que son identificadas y eliminadas por el sistema inmunol6gico antes de que se
conviertan en cancer (Acebes, 2015). también demostrando la vulnerabilidad de los hospederos
con sistemas inmunolodgicos deficientes para desarrollar tumores. (Velazco, Lopez & Quintana,
2017) como se evidencio en los experimentos realizados en ratones singénicos, en la década del
40, mostraron que tumores que se inducian quimicamente para luego ser retirados generaban una

resistencia contra el mismo tumor. Esta respuesta estaba principalmente mediada por linfocitos,
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ya que cuando eran trasplantados desde un animal con esa respuesta inmunolégica a uno no

inmunizado, le conferian la inmunidad. (Prehn & Main, 1957).

Estos hallazgos despertaron el interés por el concepto de vigilancia inmunolégica en relacion
con el cancer. En las ultimas décadas, se ha confirmado y refinado la hipétesis de la vigilancia
inmunoldgica y el gran potencial que posee el sistema inmunoldgico para evitar el crecimiento
tumoral es el fundamento de la inmunoterapia oncoldgica (Velazco, Lopez & Quintana, 2017),
por lo cual se puede definir la inmunovigilancia como la habilidad que tiene el sistema
inmunologico para detectar y eliminar células durante las carcinogénesis. Lo anterior se ha
evidenciado en estudios provenientes con modelos animales inmunodeficientes y en pacientes

con problemas del sistema inmunoldgico (Veseley, Kershaw, Schreiber & Smyth, 2011).

La afirmacion anterior de la inmunovigilancia, implica que en ausencia del sistema
inmunoldgico el problema de tumores hubiese sido exponencialmente mayor. Existen evidencias
que implican al sistema inmunoldgico en cierta proteccion contra algunos tumores,
principalmente los que se encuentran asociados a infecciones virales. Por ejemplo, se ha
observado un aumento en la incidencia de ciertos tipos de tumores en pacientes trasplantados e
inmunosuprimidos y en aquellos con tumores del sistema linforreticular, como el linfoma
asociado al virus Epstein-Barr (EBV), y en el sarcoma de Kaposi, frecuente en pacientes con
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida. De igual forma, los avances en el entendimiento
celular y molecular de los procesos de presentacion y reconocimiento de antigenos asociados a
las moléculas HLA y la manipulacién clinica del sistema inmunoldgico en la lucha contra el
cancer, le ha dado gran relevancia al concepto de escape de la inmunovigilancia antitumoral, en

relacion con la inmunoterapia antitumoral (Salazar, 2000).
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No hay duda, que la actividad antitumoral mas relevante, esta dada por la respuesta celular. A
pesar de haber ejemplos de antigenos de superficie reconocidos por anticuerpos, van a tener méas
importancia en deteccion y tipificacion de tumores mas que en el aspecto terapéutico. Durante las
ultimas décadas, se ha experimentado un enorme avance en lo que relaciona la comprension de
cémo funciona el sistema inmunolégico, principalmente con relacion al reconocimiento
antigénico. Todo este conocimiento acumulado, sumado al gran impulso de técnicas en biologia
molecular que facilita la clonacion génica y produccidn de proteinas recombinantes, permiten la
identificacion de nuevos antigenos asociados a tumores y su caracterizacion. (de Leon & Pareja,

2018).
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7. METODOLOGIA

7.1 Determinar las condiciones optimas del cultivo celular para las células ad293

Inicialmente se prepararon cajas de cultivo de 25 cm? estériles con medio de cultivo DMEM
suplementado con SFB 10% y antibi6ticos (ampicilina y estreptomicina) 1%, seguido a esto
fueron retirados los crioviales que contienen las células ad 293 del contenedor con nitrogeno
liquido donde, de forma directa, se pipetearon los viales con medio de cultivo DMEM hasta el
descongelamiento total de las células por medio de pipeteo continuo. El contenido del vial se
vertio en las cajas de con medio DMEM completo y se incubaron a 37°C con CO: al 5%.

La otra metodologia que se ensayd consistio en incubar los crioviales a 37°C inmediatamente
después de retirarlos del nitrégeno liquido. Para evitar una posible contaminacion se mantuvieron
verticales con pinzas hasta su descongelamiento total, de forma répida puesto que esto previene la
formacion de cristales en el momento en que la temperatura baja de -50°C a 0°C, si el proceso se
lleva a cabo lentamente causa dafio celular, ya que se forman cristales que romperan la
membrana. Los crioviales fueron limpiados con pafiitos embebidos en isopropanol y se procedio
a mezclar el contenido del criovial con medio de cultivo DMEM por medio de pipeteo y se
transfirié a un tubo Falcon de 15 ml con 4 ml de medio de cultivo. Se centrifugd durante 5
minutos a 1500 rpm, se descarto el sobrenadante y el pellet se resuspendié en medio de cultivo

fresco, se vertio en las cajas de cultivo con medio DMEM vy se incubaron a 37°C con CO: al 5%.

Se revisaron las cajas diariamente, para monitorear su crecimiento, haciendo cambios de
medio cada 3 0 4 dias dependiendo del grado de metabolizacidn del medio de cultivo. Cuando las

células alcanzaron su confluencia para lograr separarlas y abrir en nuevas cajas de cultivo la
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forma mas conveniente de hacerlo y que formen una suspension celular, para manejarlas
facilmente, es mediante el uso de enzimas como por ejemplo la tripsina, es una proteasa que
digiere las proteinas celulares implicadas en la adhesion celular. Se aspir6 el medio de cultivo del
frasco que fue previamente obtenido de una incubadora de CO: para luego lavarse con 5 ml de
PBS 1X (Phosphate-buffered saline), ya que contribuye a la debilitar la adherencia que presentan
las células al frasco de cultivo celular, con el fin de eliminar el inhibidor de tripsina. Seguido se
incorpord en el frasco de cultivo 2 ml de tripsina, se movi6 horizontalmente por ~1 minuto, con
el fin de que toda la superficie fuera cubierta, se aspiro esta tripsina y se dejo un pequefio
volumen en el frasco de cultivo, para luego ser llevado a una incubadora a 37°C durante 2
minutos, seguidamente, después de ser retiradas de la incubadora se verifico que las células
despegaron y al verse algunas agrupaciones aun adheridas, se les dio unos pequefios topecitos con
el fin de retirarlas totalmente. Luego se diluyo en el frasco de cultivo 5 ml de DMEM con el fin
de inhibir el efecto de la tripsina, se pipeted para terminar de levantar las células y ademas evitar
aglomeraciones, luego en un tubo Falcon de 15 ml se llevo el medio con las células y se
centrifugd durante 5 minutos a 1500 rpm con el fin de retirar restos de tripsina en el medio, se
descartd el medio y se resuspendio con 8 ml de medio de cultivo varias veces con el fin de evitar
aglomeraciones, se llevo a una caja de cultivo de 75 cm?, se marcé apropiadamente con fecha del
dia en que se realizd y numero de pase de las células. Se llevo a la incubadora a 37°C con CO; al
5% y se reviso periédicamente la metabolizacion del medio para hacerle los respectivos cambios

de medio.

7.2 Construccion los esqueletos adenovirales recombinantes para los genes que codifican

HLA-A*02:01 y HLA-B*44:02
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7.2.1 Amplificacion, secuenciacion y clonacion de los genes que codifican HLA-A*02:01
y HLA-B*44:02

A. Amplificacion de los genes que codifican para HLA-A*02:01 y HLA-B*44:02:

a. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): la PCR es una técnica utilizada en el
laboratorio para amplificar un fragmento especifico de DNA. Utiliza unas secuencias cortas de
entre 15 y 30 nucle6tidos llamadas cebadores que son complementarias a regiones especificas del
genoma para seleccionar la parte que se va a amplificar. Incluye una variacion secuencial en la
temperatura que alcanza la muestra durante la reaccion. Con esta técnica se pueden producir
millones de copias de la secuencia diana en pocas horas. La tabla 1 resume las condiciones de

PCR para amplificar los genes que seran clonados.

Tabla 1. Reactivos utilizados para realizar la PCR convencional.

Reactivo Concentracion en pl
H20, agua libre de DNAsas 16.05

Buffer 10X 25

MgCl2 25uM) 0.75
DNTP’s (10uM) 2.5
Cebador directo (10uM) 0.5
Cebador reverso (10uM) 0.5

DNA taq polimerasa (5U/ul) 0.2

DNA Plasmidico (pLNCX) (0.2ng) 2
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Tab. 2 perfil térmico de la PCR convencional

Parametro Perfil térmico
Denaturacién inicial 40 ciclos Extension
final
Denaturacion | Hibridacion | Extension
Temperatura 95°C 95°C 65°C 72°C 72°C
Tiempo 5 min 30 seg 30 seg 1 min 7 min

Los genes contenidos en el plasmido pLNCX-HLA-A*02:01 y pLNCX-HLA-B*44:02,

gentilmente donados por el grupo de inmuno patologia Tumoral del hospital Virgen de la Nieves

en Granada Esparia, fueron amplificados mediante PCR convencional (Sambrook & Russell,

2001). Los cebadores utilizados fueron disefiados adicionando los sitios de corte de las enzimas

de restriccion Xhol y Hindlll contenidos en el sitio de multiclonaje del plasmido auxiliar

(pShuttle) para su posterior clonacion en este vector.

Tab. 3 cebadores usados para amplificar los genes de HLA

Cebador

Secuencia

Temperatura

de hibridacién

5’-ATACTCGACATGGCCGTCATGGCGCC-

3’

HLA-A*0201Xhol N 65°C
VS 5 .
HLA-AZ0201HIndIII Rev. | 5 06 AAGCTTTCACACTTTACAAGCTGT-3' ooC
LA B~ 2401x o]  TATACTCOAGATGOGGRTCACGRCRCE: oo
T 5-ACGAAGCTTTCAAGCTGTGAGAGACA- oo
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B. Electroforesis en gel de agarosa:

Una vez amplificados los genes, se realizd una electroforesis en gel de agarosa para verificar
que el tamafio de los amplimeros correspondiera al tamafio esperado. La electroforesis se llevo a
cabo en un gel de agarosa al 0,8%, el corrido se realiz6 a 100 voltios durante 60 minutos y se
verifico el resultado en el analizador de iméagenes Biorad Gel Doc XR System w/ Universal Hood

Il de la casa BIO-RAD (Estados Unidos), utilizando el software Image Lab de BIO-RAD.

C. Purificacion de amplimeros HLA-A*02:01 y HLA-B*44:02 a partir de banda de
gel de agarosa con el kit Cytiva (Formerly GE Healthcare Life Sciences)

illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification

Se unieron los productos de PCR donde estaban nuestros genes de interes, HLA-A*02:01 y
HLA-B*44:02. Con el fin de conseguir la mayor cantidad de producto, se hicieron varias PCR,
después de verificar el amplificado en las diferentes reacciones por electroforesis en gel de
agarosa, se unieron los amplimeros de cada uno de los genes en dos tubos de PCR, completando
100 ul de cada uno. Posteriormente se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa para purificar
el producto de PCR. Se unieron 5 dientes del peine de la camara de electroforesis con cinta de
enmascarar para realizar un pozo grande en el que cupieran los 100 ul de cada PCR. Se corrié la
electroforesis durante ~40 minutos a 150 v, para obtener la banda del amplimero y poderla

purificar a partir del gel.
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Después, con un escalpelo estéril, se realizaron cortes sobre el gel alrededor de las dos bandas,
tratando de dejar la menor cantidad de agarosa posible para facilitar el proceso de purificacion del
producto de PCR. La banda asi obtenida se coloc6 en un tubo eppendorf de 1.5ml previamente
pesado. Se adiciond el buffer de captura #3 en proporciones iguales a sus masas mg/pl, a la banda
de HLA-A*02:01 se le adicionaron 294l del buffer porque su peso fue de 294 mg y a la de
HLA-B*44:02 se le adicionaron 455ul. Se mezclaron por inversion cada tubo y se incubaron a
~65°C en plancha de calentamiento hasta que se licu6 la agarosa. Posteriormente en los tubos de
recogida se introdujeron columnas GFX™, en ellas se adicion6 el producto de la incubacion en
plancha de calentamiento s se centrifugd a 16.000 g por 1 minuto, Se repitid este procedimiento
en ambas muestras porque el volumen final de la mezcla de agarosa, DNA y Buffer fue mayor a
800ul. A continuacion, a cada tubo se le adicionaron 500 pl de buffer de lavado tipo 1y se
centrifugaron a 16000 g durante 30 segundos. Se descart6 el contenido del tubo de recogida y las
columnas se colocaron en un tubo eppendorf. Se adicionaron 40 ul del buffer de elucion tipo 4 en
cada columna y se incubaron a temperatura ambiente durante 3 minutos. Posteriormente se
centrifugaron las columnas colocadas en el tubo eppendorf a 16000 g por 1 minuto, para obtener

40 ul del DNA purificado listo para la secuenciacion.

7.2.2 Secuenciacion Sanger de los genes amplificados:

La secuenciacién que permite determinar la secuencia de nucleotidos para identificar variantes
de secuencia se denomina secuenciacidn sanger y se caracteriza porque es analizada mediante
electroforesis capilar. Se parte de la extraccion del DNA o RNA que debe ser amplificada por
PCR o por RT-PCR respectivamente. El producto de PCR se debe purificar para eliminar

principalmente dos contaminantes que puedan interferir con el analisis: los cebadores, que



Construccion de un adenovirus recombinante para la terapia génica del cancer 36

pueden interferir con los que se usan en la reaccion de secuencia, porque para la secuencia, se
deben realizar dos reacciones por separado, una con el cebador directo y la otra con el cebador
reverso, porque, aunque las secuencias del DNA son complementarias, estrictamente hablando
son dos secuencias diferentes. El otro contaminante que se debe eliminar son los DNTPs porque
es necesario mantener la concentracion de DNTPs que vienen en la reaccion de secuenciacion.

Con este método de secuenciacion se lleva a cabo en el mismo proceso y de una forma
simultanea, cuatro mezclas de reaccion para cada uno de los nucledtidos. En cada mezcla se
utiliza la DNA polimerasa para sintetizar la hebra complementaria a una secuencia concreta
perteneciente a una molécula de DNA de hebra sencilla. El cebador para la sintesis es un
fragmento de DNA sintetizado por métodos quimicos complementario a una parte de la
secuencia, en este caso de HLA-A y HLA-B. Cada mezcla de reaccion contiene, ademas de los
cuatro desoxirribonucleotidos trifosfatos (marcados con fluorocromo), una pequefia
concentracion del andlogo 2',3'-didesoxi de uno de los nucleotidos, uno diferente para cada
mezcla de la reaccion.

En la figura 4 podemos observar como por direccionalidad, en la orientacion 3°, el carbono
numero 3 que esta conformado por un grupo hidroxilo, se va a unir al grupo fosfato de un
siguiente nucledtido, pero al ser retirado el oxigeno del carbono nimero 3 del azlcar pentosa del
nucleotido, no va a permitir que se una el grupo fosfato del siguiente nucleétido, haciendo que la

sintesis de esa cadena de DNA se detenga en esa posicion.
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Fig. 4 nucle6tido en una secuencia de lectura, se puede observar en la imagen de la izquierda como al perder el

oxigeno del grupo hidroxilo, no se puede adherir el grupo fosfato del siguiente nucleétido.

Después de realizada la purificacion con el kit Cytiva (Formerly GE Healthcare Life Sciences)
illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit, con los productos de la purificacion,
se llevo a cabo la reaccion de secuencia con el kit BigDye™ Terminator V3.1 Cycle Sequencing,
gue contiene todos los reactivos necesarios para generar la secuencia, en donde se lleva a cabo
una reaccion Unica de secuencia gque se realiza en presencia de cuatro ddNTPs, los cuales estan
marcados cada uno con una sonda fluorescente distinta. Finalizada la reaccion se realizé una
purificacion con el kit BigDye XTerminator™ Purification Kit, que es un método de purificacion
rapido y simple para reacciones de secuenciacion de DNA. Elimina las sales y los terminadores
BigDye® no incorporados. Se centrifugd el tubo de reaccion, luego se pipeteo el volumen

necesario de solucion SAM™ en cada una de las muestras, que aumenta la eficiencia de
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XTerminator™ ademads de estabilizar reacciones posteriores a la purificacion; luego se le
adiciono la solucion XTerminator™ en cada tubo, que permite la limpieza de sales libres y
fluorocromos no incorporados posteriores a la reaccion, se agitd y con una pipeta de calibre
ancho, se pipeted la muestra en cada pocillo de la placa, posteriormente se sellé la placa con un
sellador térmico, se agitd en vortex durante 30 minutos, se centrifugd y finalmente se mont6 en el
equipo 3500 Genetic Analyzer for Resequencing & Fragment Analysis™.

Terminado esto, las mezclas se corrieron en una electroforesis dejando correr cada una de las
cuatro reacciones sobre una linea individualmente, como en su fundamento, las cadenas migran
dependiendo de su tamafio, en la secuenciacion dependiendo de si la sintesis fue bloqueada antes
por la adicion de un didesoxinucle6tido o si su sintesis finalizo posteriormente, migraran una
menor 0 mayor longitud, respectivamente. El resultado muestra un patron de bandas, donde
ninguna, en las cuatro lineas, tendra la misma altura. La posicion de estas bandas permite
observar qué nucleotido se presenta después de otro. Si la primera banda, fue donde ocurrio la
mezcla con didesoxiadenina, es porque el primer nucleétido es una adenina; si la siguiente banda
fue donde ocurri6 la mezcla con didesoxitimina, es porque el siguiente nucleotido, es una timina

y asi sucesivamente (Franca, Carrilho & Kist, 2002).

Sequence

‘ CATAGC TGTTTCRTGT G TGA AA

e . .

a A BA A AA
i, _,'f-a"r'r L T ;15\ 'r‘k F .

Cligonuclectiche hengeh

Fig. 5 disposicion de la lectura de los nucle6tidos en un electroferograma.

Para el andlisis de las secuencias se utilizaron dos softwares: SnapGene® Viewer 5.1.3.1., con

el que se obtiene un electroferograma que permite determinar la secuencia de nucleétidos, y
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posteriormente mediante el software CLC Sequence Viewer® se realiz6 el alineamiento de la
secuencia consenso con la del producto de PCR purificado para confirmar la identidad de los
genes amplificados. Es importante utilizar una tag DNA polimerasa de alta fidelidad para

amplificar genes que seran clonados.

Tab. 4. volimenes estandar de los reactivos para la mezcla de la reaccion para la secuenciacion

Componentes Reaccidn estandar
Concentracién por Directo Reverso
reaccion
BigDye™ Terminator 4ul 4ul 4ul

3.1 Ready Reaction Mix

Primer directo (3.2 uM) 3.2 pmol 1l _
Primer reverso (3.2 uM) 1ul
Agua desionizada libre | Depende del volumen 4ul apl
de DNAsas y RNAsas. amplimero/ cebadores.
Amplimero: (150-300 ng /ul | 150-300 ng /ul of dsDNA 1l 1ul
of dsDNA)

Volumen total 10ul 10ul 10ul
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Tab.5 Perfil térmico de la PCR para secuenciacion:

Parametros Pasos

Iniciacién 25 ciclos Mantener

Desnaturalizacién | Hibridacion | Elongacion

Temperatura 96°C 96°C 50°C 60°C 4°C

Tiempo(mm: ss) 01:00 00:10 00:05 04:00 Holding

7.2.3 Clonacion de los genes HLA-A*02:01 y HLA-B*44:02 en el vector pShuttle-CMV

El primer paso para la construccion del adenovirus recombinante es clonar los genes de interés
en el sitio de multiclonaje del pShuttle elegido utilizando las enzimas de restriccion para los sitios
que se afadieron en los iniciadores utilizados para amplificar los genes de interés. En este caso se
utilizo el pShuttle-CMV que contiene un unico sitio de multiclonaje localizado entre el promotor
del citomegalovirus (CMV) y la sefial de poliadenilacion del virus SV40, lo que le permite la
insercion de un casete de expresion completo incluyendo los promotores especializados y las
sefiales de terminacion (hasta 7,5 kb). También contiene unas regiones de homologia de
secuencia con el plasmido pAdEasy-1 para que se produzca la recombinacion homologa, y unas
regiones de repeticiones terminales invertidas cortas (izquierda y derecha) R-ITRy L-ITR
flanqueando el cassette de expresion que contienen el origen de replicacidn y deben estar en cis,
con respecto al transgén, para el empaguetamiento y produccion de las particulas virales y la

posterior expresion del gen de interés en la superficie de las células diana.
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A. Digestion enzimatica:

Como se menciono anteriormente, los cebadores que se utilizaron para amplificar los genes de
interés contenian en su secuencia el sitio de corte para las enzimas de restriccion Xhol y Hindll1
contenidos en el sitio de multiclonaje del plasmido pShuttle-CMV. Una vez amplificados los
genes HLA-A*02:01 y HLA-B*44:02 a partir del plasmido pLNCX vy verificada la identidad del
amplimero, se realizo la digestion enzimatica de los productos de la PCR y del plasmido auxiliar
pShuttle-CMV que contiene el promotor del Citomegalovirus, el cual es un promotor fuerte para
la expresion genica. Las enzimas, endonucleasas de restriccion, cortan el DNA de cadena doble
generando extremos romos y/o cohesivos. Las que generan extremos cohesivos reconocen una
secuencia de 4 a 12 pares de bases con organizacion palindromica (se lee igual en ambos
sentidos), y cortan el DNA generando estos extremos que tienen mas tendencia a unirse
espontaneamente debido al apareamiento de las secuencias en los extremos del DNA (Producto
de PCR y plasmido) digeridos por la enzima. En el presente estudio la digestion enzimatica se
llevé a cabo con las enzimas de restriccion Hindlll y Xhol (New England BioLabs Inc.), por 90
minutos a 37°C. Posteriormente se inactivaron las enzimas a 65°C durante 15 minutos. La figura

4 nos muestra el mecanismo de accion de la enzima EcoRI, como ejemplo de un corte cohesivo.

Fragmento 1 EcoRI Fragmento 2

i 1
-

pegajoso

extremo .
pegajoso 1 ligasa

ADN recombinante

Fig. 6 Accidn de la enzima de restriccion Ecorl.



Construccion de un adenovirus recombinante para la terapia génica del cancer 42

Tab. 6: Extremos cohesivos generados por la digestion con las enzimas Hindlll y Xhol.

Enzima de restriccion Sitio de corte

HindIll 5’-AJAGCTT-3
3’-TTCGA|A-5

Xhol 5’-C|[TCGAG-3
3’-GAGCT|C-5”

Tab. 7 cantidad de reactivos para la digestion enzimatica del plasmido pShuttle y los genes de interés

DNA pShuttle-CMV HLA-B*44:02
Reactivo Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4
Buffer M 10X 2,5ul 2,5ul 10ul tubo 1 + 2,0ul
10pl tubo 2
Xho | 1,0ul - 1,0ul
Hind 11 - 1,0ul 1,0ul
DNA 3,0ul 3,0ul 10,0ul (0,82uQ)
Agua 18,5ul 18,5ul 6,0ul
Volumen total 25,0ul 25,04l 20,04l 20,0ul

B. Purificacion de la digestion del plasmido pShuttle-CMV vy los productos de PCR

HLA-B*44:02

Una vez finalizada la digestion enzimatica e inactivada la enzima, se purificé el producto de la

digestion con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico para retirar reactivos utilizados en la digestion,
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siguiendo el protocolo estandar: brevemente, se realizd la extraccion de proteinas adicionando un
volumen igual de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), se agit6 vigorosamente y se
centrifugd a 8.000 g por 10 min a 4 °C. Se extrajo la fase acuosa y el DNA se precipitd con 2
volumenes de etanol absoluto y 0,1 volumen de acetato de sodio 3 M pH 5,3; durante 30 min a -
20 °C. Se centrifug6 a 10.000 g por 20 min, se descarto el sobrenadante y el DNA purificado se
lavé con etanol al 70 %, se centrifugd nuevamente, se descartd el sobrenadante y el pellet de

DNA se secO a temperatura ambiente. Una vez seco, se resuspendio en 50 pL de buffer TE.

C. Reaccidn de ligacion con la enzima T4 DNA ligasa para generar el cassette de
expresion
Se comprobd la correcta digestion del pShuttle-CMV mediante electroforesis en gel de
agarosa al 0,8% y finalmente se realizo la ligacion de los plasmidos pShuttle-CMV-HLA-
B*44:02 con 1,0ul de la enzima T4 DNA ligasa que cataliza la union de dos hebras de DNA
cohesivas o de extremos romos entre los grupos 5"-fosfato y 3"-hidroxilo de nucledtidos
adyacentes. Esta enzima no se une a acidos nucleicos monocatenarios. Toda la noche a 16°C,

para ligar el gen inserto en el vector de clonacion.

Tab. 8 concentraciones de reactivos usados para la ligacion de los productos de la digestion.

Inserto
Reactivo HLA- Sin
B*44:02 inserto
Plasmido 2,0ul 2,0ul
Inserto 4,0ul -
Buffer ligasa 10X 1,0ul 1,0ul
Ligasa 1,0ul 1,0ul
H20 2,0ul 6,0l
Volumen total 10,0ul 10,0ul
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7.2.4 Transformacion de las bacterias DH5a

Para la amplificacion de los plasmidos recombinantes que tenian el inserto vectores se
transformaron células de E. coli DH50 con los productos de ligacion obtenidos. Se tomaron
100pl de células en un tubo de 1,5mL y se adicionan 100 ng de cada producto de ligacion. Se
conservo en hielo por 30 minutos y luego se hizo un choque térmico a 40°C por 90 segundos y
luego a 4°C por 10 minutos. En seguida se adicionaron 900l de medio LB precalentado a 37°C a
las células transformadas y se dejaron en incubacion a 37°C por una hora. Posteriormente las
células se sembraron en cajas de petri con agar-LB-kanamicina. En cada caja se sembraron
diferentes volimenes del producto de la transformacion de las células DH5« con el plasmido

pShuttle (50, 100 y 850pl) y se incubaron a 37°C durante toda la noche.

Al dia siguiente se observo el crecimiento de colonias blancas en el agar. Se seleccionaron
ocho colonias de las mas pequefias para verificar cuales colonias bacterianas eran recombinantes
y poseian el gen de interés. Las colonias seleccionadas se picaron y se dejaron crecer en 2ml de
medio de cultivo LB-kan a 37°C durante toda la noche con 2.500 rpm. Al siguiente dia, en un
tubo eppendorf de 1.5ml se introdujo 1.5ml de bacterias, se colectaron por centrifugacion a 5000
rpm por 5 minutos a 4°C, por pipeteo se descarto el medio y se repitié el proceso una vez mas.
Posteriormente se le adicion6 100 ul de la solucién I (glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM (pH 8,0)
y EDTA 10 mM (pH 8,0)) y se procedi¢ a darle vortex hasta que se homogeneizé la muestra,
seguido se prepard la solucion 11 (NaOH 0,2N y SDS 1%), se mezcld por inversién, después de
observar que la mezcla se puso ligeramente transparente y viscosa, se le adiciond 4 ul u se incub6
durante una hora a 37°C. Posteriormente se le adiciond la solucién 111 (acetato de sodio 3M pH
5,2), se mezcld nuevamente por inversion y se llevé a hielo. Después de estar 10 minutos en el

hielo se centrifugd a 14000 rpm durante 5 minutos a 4°C y el sobrenadante se llevé a otro
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eppendorf con 450 pul de isopropanol a temperatura ambiente y se mezcl6 por inversion, para
luego llevarse durante 30 minutos a -20°C, luego se centrifugd a 14000 rpm durante 30 minutos a
4°C, se descarto el sobrenadante y se lavé el pellet con 1 ml de etanol al 70%, se llevo a
centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm y se removio el etanol, se dejo secar el pellet hasta quedar
transparente y finalmente se resuspendié en 30 pl de buffer TE y 1 pl de RNAsa.

Se tom6 1pl de cada purificacion para confirmar la identidad del inserto en cada plasmido por
PCR convencional con los cebadores que anillan en sectores del plasmido que flanquean el sitio
de multiclonaje de tal modo que si se insertd correctamente el gen el amplificado sera de aprox.
1500 pb correspondientes al tamafio del gen méas un segmento adicional del vector. Con los
productos de PCR se hace una electroforesis de agarosa al 1% para verificar el tamafio de los
insertos. Los plasmidos que presentaron el amplificado esperado se corrieron en un gel de
agarosa al 0,8% para observar pureza y se seleccion6 uno de cada gen para continuar con el

siguiente paso.

7.2.5 Transformacioén de las lineas celulares BJ5183

La recombinacion homdloga entre el pShuttle-CMV-HLA-B*44:02 y esqueleto adenoviral
pAdeasy-1 que carece del gen E1y E5, se llevo a cabo por recombinacion homdloga en la linea
celular BJ5183 que presenta una alta frecuencia de recombinacion debido a que presenta el gen
recA. Tanto el vector de transferencia, como el esqueleto adenoviral, poseen unos brazos de
homologia, donde daréa lugar a la recombinacion. El plasmido pShuttle-CMV-HLA-B*44:02 fue

linealizado con la enzima de restriccion pmel posteriormente se desfosforilaron con fosfatasas, se
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purificaron los productos linealizados con fenol-cloroformo y finalmente se verificé los

plasmidos linealizados por medio de una electroforesis en gel de agarosa.
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fig.7 recombinacion homologa entre el pShuttle-CMV con el inserto y el vector pAdEasy-1, se observan los

brazos de homologia en donde ocurre la recombinacion.

Tab. 9 concentracion de reactivos usados para linealizar el plasmido pShuttle-CMV-HLA-B*44:02

Reactivo pShuttle-CMV-HLA-B*44:02
Pmel 0,5ul
Buffer CutSmart 2,5ul
Agua 21,3ul
Plasmido 0,7 (0,8ug)
Volumen total 25,0
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Con los plasmidos linealizados y con el pAdEasy1 se transformaron las células BJ5183, para
esto se conservaron las células en hielo junto con los plasmidos, se mezclaron las concentraciones
registradas y se conservaron en hielo por 5 minutos. Luego se suministré un pulso de 2500V,
200Q y 25uF con el electroporador Gene Pulser XcellTM de BioRad® a cada transformacion.
Enseguida se adicionaron 500ul de medio LB, se incub6 a 37°C por 20 minutos, se pusieron en
platos de agar-LB-kan distintas concentraciones de las células (100 y 400pl) y se dejaron
creciendo toda la noche a 37°C. Ocho de las colonias mas pequefias se picaron y se pusieron a
crecer en 5mL de medio de cultivo LB-kan toda la noche y se purificaron los plasmidos

recombinantes por medio de una miniprep.

Tab. 10 volumenes usados para la transformacién de las células BJ5183

Reactivos Plasmido linealizado pShuttle-CMV-HLA-B*44:02
Células BJ5183 40,0ul
pAdEasyl (1pg/ul) 1,0ul
pShuttle-CMV-HLA-I linealizado 5,0ul

Realizada la recombinacién del pShuttle con el pAdEasyl, se usaron los plasmidos obtenidos
para transformar células XL-10 con el fin de aumentar su concentracién, teniendo el vector
adenoviral recombinante contenido en XL10-gold, células disefiadas con el fin de amplificar el
plasmido del adenovirus recombinado. Para comprobar la presencia del plasmido recombinante
que posee el vector de clonacion Pshuttle el cual en su genoma esta inserto el gen de interés
HLA-B*44:02 y el esqueleto del adenovirus pAdeasy-1, se procedio a realizar una PCR duplex

utilizando los iniciadores KanaFor y KanaRev que amplifican un fragmento del gen de la
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resistencia a la kanamicina contenido en el Pshuttle de 350pb y los AdFor y AdRev que
amplifican un fragmento de 780 pb del genoma del adenovirus. Se comprobé su tamafio por
electroforesis en gel de agarosa, Posteriormente, identificados los clones que portaban el vector
adenoviral recombinante, se realiz6 una PCR especifica para verificar la presencia del gen de

interés

Tab. 11 cebadores usados para la PCR convencional.

Cebador Secuencia de-l;weirt?r‘i)g;i:gr:a
1 KanaFor 5’-CAAGATGGATTGCACGCAGG-3’ 60°C
2 KanaRev 5’-AAGGCGATAGAAGGCGATGC-3’ 60°C
3 AdFor 5’-GGCTGCTCTGCTCGGAAGAC-3’ 60°C
4 AdRev 5’-GGCATACGCGCTACCCGTAG-3’ 60°C
5 pShuttle-CMV F 5’-GGTCTATATAAGCAGAGCTG-3’ 50°C
6 pShuttle-CMV R 5’-GTGGTATGGCTGATTATGATCAG-3’ 50°C

Identificado el gen de interés, para poder liberar y aislar el acido nucleico contenidos en

XL10-gold, se llevo a cabo una miniprep.

7.2.6 Cuantificacion de los productos de PCR

Con el plasmido aislado y para medir la proporcion de plasmido a usarse, para realizar la
transfeccion, se usaron dos métodos de cuantificacion, uno por NanoDrop™ 2000/2000c¢
Spectrophotometers y el otro por Qubit Flex Fluorometer preparado con el kit Qubit™ dsDNA
HS Assay Kit (Ver anexo: preparacion de DNA para cuantificacion Qubit), ambos de la casa

ThermoFisher Scientific.
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Se compararon estos dos métodos de cuantificacion del producto de PCR: uno utilizando el
NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometer y el otro utilizando el kit Qubit™ dsDNA HS Assay
Kit, ambos de la casa ThermoFisher Scientific. El Nanodrop™ es un espectrofotdémetro compacto
de luz Ultravioleta-Visible, que se basa en la absorcion intrinseca de los acidos nucleicos, al
medirse el espectro de absorcion, los &cidos nucleicos absorben la luz; esta sefial, que es la
atenuacion de la luz que llega al detector después de pasar a través de la muestra, va a ser medida
por espectrofotémetro, en relacion con la luz que incide y va a ser expresada en valores de
absorbancia de la muestra contenida en la solucion. La medicién fluorométrica del Qubit, va estar
basada en fluorogeénicos especificos para cada acido nucleico o proteina. El fluorogénico se une
en segundos y alcanza el equilibrio en menos de dos minutos. Para una cantidad especifica de
colorante, la medida de sefial fluorescente de la mezcla es proporcional a la concentracion de
muestra. El fluorimetro convierte la sefial de fluorescencia en concentracion utilizando estandares

de concentracidn conocida.

Para realizar la transcomplementacidn, se linealizo el plasmido con la enzima de restriccion
Pac I, que realiza un corte cohesivo en una secuencia palindrémica, como se relaciona a

continuacion

5 TTAATTAA.. .3
3. AATTAATT.. .5

Fig. 8 corte de la enzima de restriccion Pacl
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Tab. 12 concentracion de reactivos usados para la digestion del plasmido pAd1-CMV-HLA-B*44:02

) Plasmido recombinante
Reactivos
pAd1-CMV-HLA-B*44:02
Pacl 3ul
Buffer CutSmart 15pl
DNA (3ug) 100pl
Agua 32yl
Volumen total 150pl

7.3 Transfeccién de las células ad293

Recuperado y cuantificado el plasmido recombinante adenoviral, se usé la linea celular Ad293
para generar los adenovirus recombinantes. Estas células son modificadas de las HEK293
(células embrionarias de rifion), ya que tienen una mayor capacidad de adhesion. Adicionalmente,
estas células tienen el gen E1 necesario para la replicacion del adenovirus (Louis, Evelegh,
Graham, 1997). De esta manera, se produce suficiente suma de adenovirus recombinantes

defectivos de replicacion.

Una vez linealizado el plasmido, se realizo la transfeccion de las células Ad293 por medio del
kit de transfeccion ViraPack Transfection Kit de la casa Agilent, Estados Unidos. 1x10° células
se crecieron durante 24 horas antes de la transfeccion en una caja de 25 cm2 en medio DMEM
suplementado con SFB al 10% y antibidticos al 1% con el fin de obtener una confluencia del
70% - 80%, se diluyd 3 ug de DNA (plasmido linealizado previamente con la enzima pacl) en
225 pl de H20 estéril en un tubo Falcon de poliestireno de 15 ml, a esta mezcla se le adicion6 25
ul de solucion 1y 250 ul de solucion 2 del kit ViraPack Transfection Kit de Stratagene® y se

mezclé gentilmente, se incubo durante 20 minutos. Mientras tanto, a parte, se removio el medio
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de cultivo de la caja de cultivo por aspiracion, se lavo dos veces con PBS y se le adiciond 2 ml de
medio de cultivo previamente preparado, el cual contenia un 7% de solucién 3 (MSB) y
cloroquina en una concentracion de 25uM a la caja 30 minutos antes que se hiciera la adicion de
la suspension de DNA.

Se le adiciono gota a gota el DNA en suspension a la caja de cultivo, mientras era agitada, se
incubd durante 3 horas a 37°C con CO2 al 5% y luego se verificd la formacion de un precipitado
granular, posteriormente se retir6 el medio de cultivo por aspiracion y se lavé con PBS. Se le
adicion6 2 ml de medio suplementado y con cloroquina en una concentracion de 25uM, para ser
Ilevada a incubacion nuevamente durante 7 horas, donde fue removido el medio con cloroquina,

se le adiciond medio suplementado y nuevamente fue llevado a incubacion durante 8 dias.

8. RESULTADOS Y ANALISIS

8.1 Determinar las condiciones dptimas del cultivo celular para las celulas ad293:

La determinacion de las condiciones del cultivo celular para las células AD293, se dificulto
debido a la metodologia empleada inicialmente que consistia en retirar del nitrégeno y mezclar
directamente con el medio de cultivo sin retirar el medio de congelacion, al cabo de una semana,
las células no se adherian a la caja de cultivo como se observa en la figura 9. Sin embargo, con la
otra metodologia empleada, retirando el medio de cultivo, al cabo de una semana se observaron
agrupaciones celulares, en diferentes lugares de las cajas de cultivo celular, por lo cual, en
adelante se continud el manejo de las células siguiendo la metodologia de descongelar a 37°C y

retirar el medio de congelacion.
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Los parametros mas importantes para preservar la viabilidad de la linea celular después de la
descongelacion son la incubacién a 37°C en bafio seroldgico, ya que entre més répido sea el
proceso de descongelacion, se incrementa la viabilidad celular. El otro factor que amplia la
viabilidad celular, es la velocidad con que se va a retirar el crioprotector, en este caso,
dimetilsulféxido (DMSO), ya que el DMSO es tdxico para las células. EI segundo método de

descongelacion fue el elegido para continuar con los ensayos.

Fig. 9 diferencia de la viabilidad celular al cabo de una semana por diferentes métodos de descongelamiento. A.
Meétodo de descongelamiento donde se lleva directamente del tanque de N: liquido a la caja de cultivo. B. Método al

que se le aplica un choque térmico de 37°C y retiro del crioprotector.
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8.2 Construir los esqueletos adenovirales recombinantes para los genes que codifican

HLA-A*02:01 y HLA-B*44:02

8.2.1 Amplificacion, secuenciacién y clonacion del gen de en los resultados van

los resultados, HLA-A*02:01 y HLA-B*44:02

A. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para amplificar los genes HLA-

A*02:01 HLA-B*44:02 y electroforesis en gel de Agarosa

Los alelos A*02:01 y B*44:02 de HLA-I se escogieron para construir los adenovirus debido a
que HLA-A*02:01 es uno de los alelos HLA-A maés frecuentemente expresados en nuestra
poblacion, por lo cual, si se llegara a desarrollar este adenovirus como una terapia neoadyuvante
para la inmunoterapia del cancer, podria ser aplicado a un mayor porcentaje de los pacientes
cuyos tumores tengan alteraciones en la expresion de HLA. Por otra parte, el alelo HLA-B*44:02
fue escogido debido a que se ha reportado que, en cancer de cuello uterino, es frecuente encontrar
la pérdida de este alelo, por lo cual se presume que puede ser importante para la presentacion de
los antigenos tumorales mas inmunogénicos. Con las condiciones de PCR descritas en la
metodologia se logré la amplificacion de ambos alelos HLA-I, cuya identidad se verificé por
medio de una electroforesis en gel de agarosa. La figura 10 muestra el resultado de la
electroforesis, donde se puede observar el corrido electroforético de los productos de la PCR

correspondientes a los genes que codifican estos alelos amplificados.
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pLNCX-HLA

HLA-A*02:01  HLA-B*44:02 MWM

1500pb

1088pb

Fig.10 Amplificacion de los alelos HLA-I a partir de los plasmidos pLNCX Columnas 1y 2: alelos HLA-A*02:01

y HLA-B*44:02 respectivamente, columna 3: Marcador de peso molecular. (Molecular weigth marker)

B. Secuenciacion de los genes amplificados

Una vez verificado el tamafio de los amplimeros obtenidos con la PCR de los plasmidos
PLNCX, se realizo la purificacion de estos productos de PCR para secuenciarlos. Como se
menciono en la metodologia, la purificacion del producto de PCR se realizo a partir de la banda
obtenida en la electroforesis en gel de agarosa. El objetivo de la secuenciacién por el método de
Sanger, es determinar la secuencia de nucle6tidos para identificar variantes de secuencia y en este
caso, permite verificar que el gen que sera clonado fue amplificado correctamente por la Tag

DNA polimerasa, sin introducir errores en la secuencia (Franca, Carrilho & Kist, 2002).
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Fig. 11 DNA purificado y amplificado. a) Banda correspondiente al producto de PCR previo a la purificacion
de banda b) Banda correspondiente al producto de PCR después de la purificacion de banda, la intensidad de la
banda es mayor.

El resultado de la secuencia para el gen de HLA-B*44:02 en la figura 12 nos muestra el
electroferograma obtenido a partir de la electroforesis capilar del producto amplificado con los
reactivos de secuencia. La lectura se realiza con bases en el orden de disposicion de los diferentes
nucleotidos. Nos muestra el orden de las bases a partir de curvas de fluorescencia, una por cada
base, cada una de las bases le corresponde un color que el equipo interpreta como un pico y en la
parte superior le asigna la base correspondiente, para T (timina) se asigno el color rojo, para A
(adenina) se asigno el color verde, para C (citosina) se asigno el color gris y finalmente para G
(guanina) se asigno el color blanco; observamos que esta secuencia es correcta, ya que cada base
corresponde un pico bien definido y la presencia de ruido en la secuencia fue minima. Al hacer la
comparacion con otras secuencias disponibles, por medio de la herramienta BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) se determin6 que el gen secuenciado fue

correcto, ya que la homologia del gen HLA-B*44:02 fue de un porcentaje de identidad del


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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99.76% a excepcidn, posiblemente del principio, que puede ser debido a que es una zona donde
van a pegarse los cebadores al momento de realizar la secuencia. Esto se puede observar en la
figura 13 donde se graficd la homologia del gen, donde se puede ver el consenso entre las
secuencias.

Mientras para la secuencia de HLA-A*02:01, los resultados de la secuencia tanto para el
cebador directo como reverso, al momento de evaluar el electroferograma, presentd bastante
ruido lo que indicaba que posiblemente no secuenci6 de manera correcta o era el gen incorrecto,
se confirmé que este gen no seguia en el proyecto al momento de hacer la comparacion con otras
secuencias por medio de la herramienta BLAST, que arrojo una homologia incluso menor del

60%, por tanto, se decidio continuar unicamente con el gen de HLA-B*44:02.

5 Forward HLA-B arreglado hasta 830pb.scf* (1084 bases)

File Edit View Enzymes Festures Primers Actions Tools Window Help
Selected: 11 .. 11 = 1 base

GC GGGT CACGGCGCCCCGAACCCTCCTCCT GCTGCTCTGGGGGGCAGTGGCCCTG ACCGAGACCT GGGLCGG

Standard ~ Autoscaled  Raw | Chromatogram Data [ show quality values I 0.7

Fig. 12 Electroferograma indicando la disposicion de los nucleétidos en la secuencia HLA-B*44:02.
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Consensus AGAATCTCCT CNGACGCCGA GATGCGGGTC ACGGCGCCCC GAACCCTCCT CCTGCTGCTC

Conservation

1 1 1
Secuencia de HLAB FeececelBc Too |G=| IGIG lce GIGGI.. =||II|GIG GIIIIIII=|107
HLA-Btedrica FecGeccBEc TocBBETG cEcEBBTc: cBEGGET TEEETcHE: cTETTTETHEE 120
Consensus TGGGGGGCAGC TGGCCCTGAC CGAGACCTGG GCCGGCTCCC ACTCCATGAG GTATTTCTAC

=
g
B

Conservation

1 1 1
Secuencia de HLA-B =IG BicT .GG.GG IGIGGGGIG .GIIIII |I=IG|GGG I|=|G|GG=l 167
HLA-B tedrica cBEET T ccBEBcc BEcBcccclc cBTTEE T cicee BTEBGTGGHEE 120

Consensus ACCGCCATGT CCCGGCCCGG CCGCGGGGAG CCCCGCTTCA TCACCGTGGG CTACGTGGAC

E
2
B

Conservation

Secuencia de HLA-B c=|=| ol 7 GlGlGGll I =| IG=| GI“GIG.I IGIGGIIGG' GIGIGGGIG 297
HLABtedrica G TcT TBoTcBeGTT cEB ¢ cHcTE BcHcclBEccE cBEcBcccEBG 240
Consensus GACACGCTGT TCGTGAGGTT CGACAGCGAC GCCACGAGTC CGAGGAAGGA GCCGCGGGCE

Conservation

‘

secuenciade HLAE EEBETGCETE: BcBEccBcee clcrslrslll lGGG=IGGG lc=l=llrsll IIIIIG=I 287
HLABtedrica BEBTGCETE: HcBEccBcc:e GBEGCEGTET TcoccEEEcGG Hc BcET BEG 300
Consensus CCATGGATAG AGCAGGAGGG GCCGGAGTAT TGGGACCGGG AGACACAGAT CTCCAAGACC

Conservation

Fig. 13 Blast de la secuencia del gen HLA-B*44:02 (secuencia de HLA-B) con una secuencia consenso (HLA-B
teorica), permite observar la homologia entre ambas secuencias.

C. Clonacion de los productos de PCR en el vector pShuttle-CMV:

Se logra confirmar la identidad del inserto en el vector pShuttle-CMV, esto debido a que la
amplificacion con los cebadores pShuttle (5-6) anillan en sectores del plasmido que flanquean
con el sitio de multiclonaje y para las colonias evaluadas fue correcta, debido a que en la
electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de las colonias evaluadas se observo un
producto de aprox. 1500pb, que corresponden al tamafio del gen méas un segmento adicional que

es del vector.
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MY = \ o pShuttIe—CM\V—HLA—B’M4102

RO adl ol o B N
1000pb | v oo

500pb

Fig. 14 Presencia del gen de HLA-B en células DH5a, la amplificacion obedece al gen inserto en el sitio de
multiclonaje del pShuttle-CMV, su suma nos va a dar un aproximado de 1500pb.

C. Recombinacién homdloga en BJ5183 para la obtencion del esqueleto del
adenovirus recombinante:

El proceso de la recombinacion homologa se llevo a cabo en las bacterias BJ5183 que posee el
gen recA, que le confiere una alta frecuencia de recombinacién homologa. Durante el pulso
eléctrico que se aplico a la mezcla de las bacterias, el pShuttle recombinante linealizado y el
pAdEasy-1, los plasmidos ingresaron al citoplasma bacteriano, donde ocurri6 la recombinacion
homologa entre los brazos de homologia derecho e izquierdo presentes en el pShuttle y en el
pAdEasy. La mezcla fue sembrada en agar LB con kanamicina y al dia siguiente se picaron las
colonias para poner a crecer los recombinantes durante la noche para realizar la miniprep y
obtener los esqueletos adenovirales recombinantes. Una vez obtenidos, se realizé la PCR

especifica para HLA-B*44:02 y una PCR duaplex con los cebadores para pAdeasy y Kanamicina.

La figura 15, PCR especifica para el gen de HLA-B*44:02, nos permite observar que después

de la recombinacion homéloga, no se perdio la presencia del gen en el plasmido recombinante y
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en la figura 16, tenemos la amplificacion de una PCR dlplex con cebadores para un sector que
anilla en el vector pAdEasy-1y otro en el vector pShuttle, confirmandonos el éxito de la

recombinacion homologa, ya que anilla dos sectores de ambos plasmidos.

* MW pAd1-CMY-HLA-B*44:02

500ph /

fig. 15 PCR especifica para el gen de HLA-B*44:02.

. MW pAd1.-CMV-HEA-B*14:02

-
1000pb
750pb —
500pb A "
35000 = o oo

Fig. 16 PCR duplex, con los cebadores 1, 2, 3y 4 de la tabla 11 que anillan en un sector del pAdEasy1,
amplificando un fragmento de aprox. 350pb y en un sector del pShuttle donde amplifica un fragmento de aprox.
780pb.
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D. Conservacion del esqueleto adenoviral en bacterias XL-10

Las bacterias ultracompetentes XL10-Gold se usaron para almacenar el adenovirus
recombinado sin que continuara la recombinacién homologa durante el tiempo de crecimiento
bacteriano para obtener el plasmido con el que se realizaria la trans complementacion en las
células Ad293 para obtener el adenovirus recombinante. Esta cepa es deficiente en endonucleasa
(endA1l) y deficiente en recombinacién (recA). La mutacién endAl mejora la calidad del DNA
plasmidico obtenido por miniprep, y la mutacion recA garantiza la estabilidad del inserto.

8.2.2 Cuantificacion de los plasmidos pAd1-CMV-HLA-B*44:02

Los métodos de cuantificacion de DNA utilizados en el ensayo, presentaron una variabilidad
notable en ciertas muestras, presentado el método de Qubit unas mejores prestaciones y mas
precisas al momento de hacer hasta tres cuantificaciones y encontrar valores que no se alejan
tanto, lo que permite que al calcular la media los resultados no aumenten su tasa de error;
fendmeno que si sucedio en el método de cuantificacion por Nanodrop, donde llegé a arrojar
valores incluso negativos y valores muy altos, aumentando la dispersion de los datos, por lo
tanto, la tasa de error; lo que puede deberse a que el Nanodrop va a cuantificar todo aquello que
se encuentre en la solucién y la absorbancia puede variar debido a ello, mientras, por el método
de Qubit, la especificidad va a darse por el kit, ya que el fluorémetro sera especifico ya sea para
DNA, RNA o proteina. Las cantidades tienen cierto grado de variabilidad como en las muestras
nimero 3, esto puedo ser debido la precision méas acertada del método Qubit; también, las
cantidades variaron en multiples ensayos, en un principio la cantidad de DNA plasmidico era

muy bajo, lo que cambid al momento en que se intensificd el uso de la temperatura en todo el
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proceso de la purificacion del DNA a partir de las XL10, aun asi las cantidades fueron menores a
las esperadas, posiblemente por la continua descongelacion de las células XL10, células que son
sensibles a la temperatura y debe conservarse por lo general en -80°C y los choques térmicos

como la puesta en hielo, pudo afectar la calidad del DNA plasmidico.

Tab. 13 cuantificacién por el método de Qubit

HLA-B*44:02 Volumen en pg/ul
1 0.0925
2 0.0464
3 0.8976
4 0.3481

Tab. 14 cuantificacidn por el método de Nanodrop 2000

HLA-B*44:02 Volumen en pg/ul
1 0.0736
2 0.0611
3 2.0556
4 0.1244
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8.3 Producir el adenovirus recombinante en células Ad-293:

Para ello se realizé la transfeccion del esqueleto adenoviral mediante el uso de la
lipofectamina. Se esperaba que con esta transfeccion se generara una cantidad suficiente de los
adenovirus recombinantes para el gen silvestre de la cadena pesada de HLA-B*44:02 y con ellos
se infectarian las células SiHa, que son homocigotas para la expresion de HLA-1 probablemente
debido a una pérdida de un haplotipo completo para comprobar si se expresan estos alelos en la
superficie celular.

Se obtuvo resultados de la transfeccién por medio de las indicaciones dadas en el kit el cual
indicaba el precipitado granular que se puede observar en la fig. 17, donde se compara el cultivo

celular con precipitado granular, cultivo transfectado frente al cultivo celular sin transfectar.

Fig. 17 Comparacidn de las células antes y después de la transfeccion. A.) Células con precipitado granular en

20x. B.) Células en estado de crecimiento normal 40x.
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Finalmente se dejo después de la transfeccion con 4ml de medio DMEM en la incubadora a
37°C con CO- al 5%, pero al momento de revisar, los resultados que se esperaban observar, como
el efecto citopatico, no se logro, debido a que el medio estaba sumamente metabolizado y las
celulas despegadas, lo cual en primera instancia se asumié como una posible contaminacion, pero
al momento de revisarlas al microscopio no se observaban bacterias, asi que la hipdtesis que méas
se apoya es una posible alta densidad poblacién celular, lo que hizo que en dos dias el consumo

del medio fuera de forma muy acelerado.

Luego, al momento en que se iba a repetir el ensayo, para ajustar los posibles errores
metodoldgicos, el Instituto Nacional de Cancerologia, debido a la pandemia, s6lo permitio el
ingreso de personal asistencial y finalmente, por el resto de 2020, se cerré el ingreso a estudiantes

de pregrado, evitando asi, poder repetir el ensayo para alcanzar el resultado final.
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9. CONCLUSIONES:

Se lograron las condiciones éptimas para la descongelacion y cultivo celular para las células
Ad-923 transfectadas de manera estable con el gen E1 del adenovirus que es indispensable para la
replicacion del acido nucleico del virus y generar altos titulos y de forma estable el genoma

recombinante que posee este virus para poder infectar células tumorales.

Se amplificaron los genes que codificaban HLA-A*02:01 y HLA-B*44:02, a partir de
plasmidos pLNCX/HLA-A*02:01 y pLNCX/HLA-B*44:02, lo que nos permitio observar la
presencia del gen y que éste fuera el correcto, ya que la importancia de la aplicacion terapéutica

de los genes descritos es alta, debido a ser de los alelos que menos presencia hay en los tumores.

Se obtuvo el genoma adenoviral recombinante para el alelo HLA-B*44:02 para ser
amplificado en células Ad-293 (HEK-293 transfectadas de manera estable con un plasmido que
codifica la proteina E1 del adenovirus), mediante transfeccion con lipofectamina y asi poder
establecer su posible futuro uso en ensayos clinicos para restablecimiento de la molécula de
HLA, molécula fundamental en la respuesta inmune frente a células tumorales, un avance que

podria permitir dar un paso mas en la lucha contra el cancer.
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10. ANEXOS

Anexo: Protocolo de purificacion de DNA con fenol-cloroformo

1.

©

Adicionar un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico 25:24:1 a la solucién
de DNA.

Agitar vigorosamente y centrifugar 15 segundos a temperatura ambiente.

Remover la fase acuosa y colocar en otro tubo. Si hay presencia de un precipitado

blanco realizar nuevamente la extraccion.

Adicionar 1/10 volumenes de acetato de sodio 3M pH 5,2 a la solucion de DNA 'y

mezclar.

Adicionar entre 2y 2,5 volimenes de etanol absoluto frio. Mezclar vigorosamente y

colocar en hielo seco (-80°C) por 5 minutos 0 mas.

Centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm y retirar el sobrenadante.
Lavar con 1 ml de etanol al 70% y centrifugar nuevamente.
Retirar el sobrenadante y dejar secar.

Resuspender el pellet en 100l de agua libre de nucleasas o buffer TE.

Adaptado de: (Sambroook & Russell, 2001)

Anexo: preparacion de DNA para cuantificacion Qubit.

1. Prepare en un tubo (0 mas dependiendo la concentracion de las muestras) de 1.5 ml

una mezcla de 1ul del fluorémetro y 199 pl de buffer por cada muestra a cuantificar.
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2. En un tubo de 0.6 mL se adicionara 10 pl del Standar #1 junto con 190 pl de la

mezcla preparada en el paso 1y de igual forma se procederé para el Standar #2.

3. Para el DNA se adicionara 1pl de DNA 'y 199 ul de la mezcla.
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