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1 Resumen

Para caracterizar los mecanismos de accion asociados a actividades protéicas, es
importante tener informacion estructural de la proteina a estudiar. Existen varios
métodos para obtener informacion estructural de proteinas; entre ellos se encuentra
la resonancia magnética nuclear (RMN) y la cristalografia de rayos X. Sin embargo,
estas técnicas tienen limitantes relacionadas con la cantidad minima de muestra
necesaria y con la obtencién de una sola conformacion de la proteina, lo que dificulta
obtener informacion estructural de proteinas que se obtienen en pequefas
cantidades o que son desordenadas.

La oncoproteina E1B-55kDa de adenovirus es una fosfoproteina que promueve la
replicacion y expresion del genoma viral, reprime la expresion de genes de
respuesta a interferon y participa en la degradacion de factores celulares antivirales,
entre otras actividades. Esta proteina multifuncional favorece la formacion eficiente
de los Compartimentos de Replicacion (RC, por sus siglas en inglés) que son
estructuras inducidas durante la infeccion viral en donde se lleva a cabo la
replicacion y expresion del genoma viral y recientemente estos sitios han sido
asociados a la regulacion de la respuesta antiviral.

La E1B-55kDa es una proteina cuyos extremos amino y carboxilo estan predichos
como intrinsecamente desordenados; la regidn central es altamente conservada en
varias especies de adenovirus y es la region mas ordenada de la proteina. Hasta el
momento no se cuenta con informacién estructural de esta proteina, ya que no se
ha podido obtener en cantidades suficientes para estudiarse por las técnicas de
resonancia y cristalografia antes mencionadas porque no ha sido posible expresar
a la proteina en cantidades suficientes debido a que resulta toxica para los sistemas
hasta ahora probados. Por otro lado, al tener regiones amino terminal y carboxilo
terminal desordenadas no se pueden obtener cristales de la proteina.

Recientemente, en el grupo se ha obtenido informacién con modelado por
homologia de E1B-55kDa y el conocimiento previo de las actividades asociadas a
ciertas regiones de la proteina permite proponer que puede estar organizada en tres
dominios que podrian tener actividad y plegarse de manera independiente, por lo
gue se obtuvieron construcciones que codifican para cada una de las regiones de
E1B-55kDa. La regién N-terminal que corresponde a los residuos 1-146, la central
de los residuos 147-384 y la C-terminal correspondiente a los residuos 385-496. Las
construcciones se hicieron usando el plasmido pET27b (+) como vector. El sistema
de vectores pET se usa para clonacion y expresion de proteinas recombinantes ya
gue la expresién de la proteina puede ser regulada y depende de un promotor fuerte.
Ademas, se utilizaron tres cepas de E.coli., la cepa parental BL21 ampliamente
utilizada para expresion de proteinas recombinantes y dos cepas mutantes de BL21,



C41y C43, con las que se ha logrado la expresion de proteinas recombinantes que
han resultado ser toxicas en otras cepas.

A pesar de haber obtenido colonias transformadas con cada una de las
construcciones en cada una de estas cepas, en ninguno de los casos se logré
detectar proteinas del tamafio esperado mediante SDS-PAGE en las condiciones
evaluadas, por lo que se deberan de probar condiciones adicionales para determinar
si estas cepas podrian permitir la expresion de niveles suficientes para estudios
funcionales o estructurales de la proteina.

2 Introduccién

2.1 Generalidades
Los adenovirus se aislaron por primera vez en 1953 al intentar identificar agentes
etioldgicos de infecciones respiratorias agudas (Rowe, W.P., 1953). Estos virus se
encontraron en tejido adenoide por lo que se acufé el término adenovirus (Ad) en
1956 (Enders, 1956).

La infeccidon por Ad esta asociada a 5% - 10% de las enfermedades respiratorias
agudas en nifios menores de 5 afos. En adultos este porcentaje es menor siendo
las poblaciones de mayor riesgo los militares, asilos y pacientes inmunosuprimidos
(Fields, 2013). También son el agente etiolégico de gastrointeritis (Yolken, 1982) y
gueratoconjuntivitis (Tullo & Higgins, 1979), dependiendo del tipo que cause la
infeccion.

La formacion de tumores en hamsters recién nacidos inducidos por la infeccion con
Ad humano tipo 12, mostré por primera vez la capacidad oncogénica de un virus
humano (Trentin, 1962). Existen reportes de induccion de tumores por la infeccién
con Ad en otros modelos animales y transformacion de lineas celulares, pero aun
no existe evidencia que la infeccion con Ad esté asociada a la formacion de tumores
en humanos.

Debido a que presentan baja patogenicidad, infectan mdltiples tipos celulares y la
capacidad para obtener titulos virales altos, algunos Ad han sido utilizados como
vectores en terapia génica y terapias anti cancer con distintos enfoques, como
inmunoterapia génica, estrategias de reemplazo genético y en enfoques que
combinan terapia génica con quimioterapia (Vorburger, S; Hunt, 2002). Ademas se
han desarrollado mutantes de Ad con capacidad oncolitica (Fueyo et al., 2000).
Estos virus también han sido utilizados para generar vacunas recombinantes, la mas
reciente contra el virus del ébola (Anguiano-Zarate et al., 2018; Bae & Myoung,
2014).

Adicionalmente, el estudio de los Ad ha permitido entender varios procesos
celulares, como el control del ciclo celular, la funcion de supresores tumorales,
expresion y regulacion de genes, replicacion del DNA y procesamiento por splicing
de los RNAs mensajeros (MRNAS), entre muchos otros (Fields et al, 2001).
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Los Ad infectan vertebrados y se clasifican en 5 géneros. Los Mastadenovirus, que
agrupan a los Ad que infectan a mamiferos; Aviadenovirus aislados de aves; los
Atadenovirus, nombrados asi debido a su alto contenido en Adenina/ Timina, que
infectan rumiantes, aves y reptiles; los Siadenovirus denominados de este modo
debido a la presencia de un gen que codifica para una sialidasa, que infectan reptiles
y aves; Yy los Ichtadenovirus que infectan peces. Hasta ahora, se han encontrado 90
tipos de Ad que infectan a humano (HAd) (HAdV Working Group, 2018), todos
pertenecen al género Mastadenovirus y se clasifican en 7 especies (A-G)
dependiendo de la region central de la proteina fibra que hemaglutina eritrocitos,
homologia en secuencia y capacidad oncogénica, como se muestra en la Tabla 1.

ESPECIE GRUPO TIPO TUMORES TRANSFORMACION %GC ENFERMEDAD
HEMAGLUTINACION EN EN ASOCIADA
ANIMALES CULTIVO CELULAR
HAdV-A IV (nulo o pequerio) 12,18,31 Alto + 46- Infeccidn entérica
47 criptica

HAdV-B | (completo en 3,7,11,14,16 Moderado 40- Conjuntivitis
eritrocitos de mono) 21,34 3550 51 Enfermedad

+ respiratoria aguda

Cistitis hemorragica
Sistema nervioso
central

HAdV-C Il (parcial para 1,2,5,6 Nulo o + 55 Infeccion endémica
eritrocitos de rata) bajo Sintomas respiratorios
HAdV-D lll (completo para 8.9,10,13,15  Nulo o bajo 55-  Queratoconjuntivitis en
eritrocitos de rata) 17,19,20, (tumores 57 pacientes
22-30,32,33 mamarios) + inmunocomprometidos
36-39,42-49, SIDA
51,53,54
HAdV-E ] 4 Nulo o bajo + 58 Conjuntivitis
HAdV-F 11 40,41 Desconocido - 51 Diarrea infantil
HAdV-G Desconocido 52 Desconocido Desconocido 55 Gastrointeritis

Tabla 1 Clasificacion de HAds, género Mastadenovirus. Modificado de Fields, Virology, 6th edition, 2013

2.2 Estructuradel viriéon

Las particulas de HAd no presentan envoltura lipidica, tienen un genoma de DNA
de doble cadena (dsDNA) y una capside icosaédrica de ~90 nm de didmetro con un
numero de triangulacion T=25. La capside estd compuesta por 11 polipéptidos: El
polipéptido Il (967 amino &cidos), mejor conocido como hexén, es el componente
mas abundante de la capside con un total de 720 subunidades que forman un
arreglo de 240 capsomeros de trimeros de hexdn, 12 por faceta triangular del
icosaedro. Los polipéptidos VI (217aa), VIl (134aa) y IX (139aa), se asocian al
capsomero hexon para estabilizar la capside y unirla con la nucleocapside y a los
capsomeros de pentdn. Los doce capsdmeros pentaméricos del polipéptido 111 (571
aa) denominado pentén, se ubican uno en cada vértice del icosaedro. De cada
vértice se proyecta un trimero del polipéptido IV (582 aa) o proteina fibra que esta
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conformada de 3 dominios; el N-terminal que se une a la base pentamérica, un eje
central de poca flexibilidad y un dominio terminal globular en C-terminal que
interacciona con el receptor de las células hospederas (Tabla 2 y Figura 1) (Fields
et al., 2001; Berk et al., 2006).

La nucleocapside del virion, consta de 7 proteinas y del genoma viral. Los
polipéptidos V (368aa), VI (217aa), VII (174aa), u (36 aa), llla, la proteina terminal
(TP) y la proteasa p23. Las proteinas V, VIl y u son ricas en arginina; por lo que
interaccionan con las cargas negativas del DNA viral en la nucleocapside. Se ha
propuesto que la proteina VI se asocia con la cavidad interna de la superficie de los
trimeros de hexén y con la nucleocépside al igual que la proteina llla (Fields, 2013).

El polipéptido VII forma dimeros que condensan el DNA viral, es decir, forma una
estructura parecida a un centro de histonas que es rodeada por el vDNA. El
polipéptido V se une a la base pentamérica y al polipéptido VI, formando un puente
entre la nucleocapside y la capside. La TP (671aa) se encuentra unida
covalentemente a cada uno de los extremos 5 del genoma viral. Por ultimo, la
proteasa p23 procesa los precursores de las proteinas del virion y esta implicada en
el desensamblaje de la progenie viral y en el escape de los endosomas durante la
entrada del virus a la célula (Fields, 2013).

Residuos de
Polipéptido aminoacidos Copias en el
en cada mondémero | virion
Il (hexon) 967 240 trimeros
lll (base pentdn) | 571 12 pentameros
llla 585 60 mondémeros
vV 582 12 trimeros
Va2 449 <10
Vv 368 157
Vi 217 60 hexadmeros
VI 174 830
VIII 134 120
IX 139 240
v 36 ~100

Tabla 2 Proteinas estructurales de Adenovirus tipo 5. Modificada de Fields, Virology, 6th edition, 2013
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Figura 1 Diagrama de la estructura del virion y su composicion protéica. Modificado de Viral zone
2015

2.3 Genomay organizacion

El genoma de HAd5 es una molécula de dsDNA lineal de aproximadamente 36 Kb
(Fields, 2013). El genoma viral tiene dos origenes de replicacion ubicados en los
extremos del genoma, que son repeticiones terminales invertidas (ITR), con una
longitud de 130 pares de bases (bp) cada una. Como se mencioné antes, en ambos
extremos 5° se encuentra unida covalentemente la TP.

El genoma esta organizado en cinco unidades transcripcionales tempranas (E1A,
E1B, E2, E3y E4), dos tempranas retrasadas (IX, IVa2) y una unidad transcripcional
principal tardia (Major Late, MLTU por sus siglas en inglés). La MLTU esta
organizada a su vez en 5 familias de mRNA (L1-L5), definidas por sitios diferenciales
de poliadenilacion que producen diferentes mMRNA por splicing alternativo. Todas
estas unidades transcripcionales son transcritas por la RNA polimerasa Il de la
célula (Fig 2).

Ademas, dos genes son transcritos por la RNA polimerasa Ill, que producen dos
RNA pequefios denominados RNAs asociados a virus (VA RNA-1 y VA-RNA-2).
Estos RNASs regulan la sintesis eficiente de proteinas virales y la inhibicion de micro
RNAs (miRNAs) celulares (Schneider & Mohr, 2003) (Fig 2).
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Figura 2 Organizacion del genoma de Ad tipo 5. Por convencion el genoma de Ad es representado iniciando con la TL
de E1A del lado izquierdo. Las TU E1A, E1B, IX, ML, VA-RNA y E3 estan codificadas en la hebra que se lee de izquierda
a derecha, mientras que las TU E4, E2 y IVa2 se encuentran codificadas en la hebra complementaria que se lee de
derecha a izquierda. EI DNA viral esta representado en azul, las regiones verdes son los mRNA. Modificado de Flint,
Principles of Virology 2015.

2.4 Ciclo de replicacién viral

Por convencion, el ciclo de replicacion de los virus de DNA como Ad, se divide en
dos fases, la temprana y la tardia, que se separan por el inicio de la replicacion del
DNA viral (Figura 4). La fase temprana inicia cuando la particula viral interacciona
con la célula. La unién inicial estd mediada por el dominio globular con forma de
perilla o “knob”, de la proteina fibra a una proteina transmembranal de la célula
hospedera, llamada Receptor de Coxsackie y Ad (CAR), que es un componente de
las uniones estrechas. La region RGD de los monémeros de pentdn, se une a las
integrinas owP3 y avPs. La interaccion con CAR, induce la union de la particula viral
a la superficie celular, y la endocitosis mediada por clatrina es regulada por la
interaccion con las integrinas. Las fibras se disocian de la base penton en la
membrana plasmatica y se disocian completamente en los endosomas tempranos.
Después se terminan de disociar los vértices, los trimeros de hexén y se liberan las
proteinas llla, VI y VIII. La disociacién de la capside es regulada por la proteasa p23
gue es activada por la acidificacion del endosoma, esta proteina también es
requerida para desestabilizar la membrana endosomal. La proteina VI desestabiliza
la membrana endosomal y se libera la nucleocapside hacia el citosol, donde es
transportada por medio de dineina hacia el centro organizador de microtubulos
(MTOC). Posteriormente la nucleocépside se transporta al complejo del poro
nuclear (NPC por sus siglas en inglés) y se asocia con la nucleoporina
NUP214/CAN. ElI DNA viral que se encuentra unido a la proteina VIl ingresa a través
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del poro nuclear por medio de las importinas Imp7 y Transportina (Fields, 2013;
Hindley et al., 2007).

Durante la fase temprana se establecen condiciones éptimas para la expresion de
los genes virales y la replicacion del genoma viral. Una vez en el nucleo, la unidad
transcripcional (TU) E1A es la primera en ser transcrita por un promotor
constitutivamente activo. Se sintetizan dos mRNASs principales, diferenciados por su
coeficiente de sedimentacion (12S y 13S). Las proteinas codificadas en la TU E1A
se denominan E1A 248R y E1A 289R. Los polipéptidos comparten las regiones
conservadas CR1, CR2 y CR4, una cuarta region CR3 es Unica del producto E1A
grande (Berk, 2005).

Las proteinas E1A tienen multiples funciones. En primer lugar, la activacién del resto
de las TU tempranas. Ademas, induce la entrada de la célula a la fase S. Las CR1
y CR2 se unen a la proteina supresora tumoral, retinoblastoma (pRB) y otras
proteinas relacionadas a retinoblastoma como p107 y p130, desplazando su union
del factor E2F. E2F activa los genes celulares de fase S requeridos para la sintesis
de DNA y duplicacion del contenido celular.

Las CR de las proteinas E1A no se unen de manera directa a DNA, pero se asocian
a dominios de mudltiples factores de transcripcion o co-activadores de la
transcripcion como p300/CBP, estimulan la unidn a promotores celulares y virales,
y regulan su expresion. E1A también interacciona con MED23 que es parte del
complejo mediador de la transcripcién. Esta interaccion incrementa el ensamble de
complejos de pre-inicio de la transcripcion y estimula la elongacion de la
transcripcion (Berk, 2005).

La respuesta del hospedero al efecto genotdxico provocado por E1A, es activar
defensas celulares que incluyen la estabilizacién del supresor tumoral p53 y la
activacion de apoptosis (Fields, 2013). Estas respuestas celulares son inhibidas por
las proteinas codificadas en la TU E1B. Estas proteinas son nombradas de acuerdo
a su peso molecular, 19 kDa y 55 kDa.

La apoptosis es inhibida por E1B-19kDa que se une a las proteinas proapoptoticas
BAK y BAX, pertenecientes a la familia BCL-2; cuando estas proteinas se
oligomerizan forman poros en la membrana externa de la mitocondria. La union de
E1B-19kDa inhibe la oligomerizacion de BAX y BAK, lo que evita la liberacion de
citocromo C de la mitocondria y por consiguiente la activacion de la via intrinseca
de las caspasas (Berk, 2005).

Por otro lado, la respuesta del hospedero es controlada por la proteina E1B-55kDa
(E1B). Uno de los mecanismos en los que E1B participa, es la degradacion de
factores antivirales como p53 y el complejo MRN (Mrel, Rad50 y Nbs1). El complejo
MRN es un complejo de proteinas dependientes de cinasas que se activan con la
deteccion de dafio en DNA de doble cadena. El genoma lineal de Ad es reconocido
como DNA dafnado, desencadenando esta respuesta (Shomita S. Mathew, 2007).
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La degradacion es dependiente de la formacion de un complejo E3 ubiquitina ligasa
conformado por E1B, el producto E4Orf6 de la TU E4 y las proteinas celulares
Culina 5, Elonguina By C y Rbx1 (Berk, 2005; Querido et al., 2001). La E1B se une
al dominio de activacién de p53 en el extremo N-terminal, modificando la afinidad
gue este tiene por sus sitios de unidn y convirtiendo a p53 en un represor
transcripcional (Berk, 2005). Ademas, E1B funciona como E3 SUMO-ligasa de p53
y Mrell, promoviendo su asociacién a los cuerpos nucleares de PML (PML NBs).
La asociacibn a PML NBs resulta en la relocalizacion de estas proteinas a
compartimentos de replicacion viral y la posterior poliubiquitinaciéon y degradacion
por proteasoma, lo que se ha propuesto que ocurre asociado a agresomas en
citoplasma, en células transformadas (Castillo-Villanueva et al., 2014; Pennella et
al.,2010).

Las proteinas codificadas en la TU E3 modulan la respuesta inmune del hospedero.
Estas proteinas son nombradas por su masa molecular (ej 10.4k, 14.5k y gp19K).
La E3 gpl9k es una glicoproteina que se une a la cadena pesada del complejo
mayor de histocompatibilidad tipo 1 (MHC-1) e inhibe al transportador asociado con
el procesamiento de antigeno (TAP) en reticulo endoplasmico (RE) evitando su
translocacion a la membrana celular y por lo tanto evita la exposicion de MHC-1 y
el reconocimiento de la célula infectada por linfocitos T citotoxicos (CTLs) (Bennett,
Bennink, Yewdell, & Brodsky, 1999).

El complejo protéico E3-10.4k /14.5 k conocido como internalizacion y degradacion
de receptor (RID) inhibe la apoptosis inducida por Fas (Shisler et al., 1997) y la
proteina 14.7 K inhibe apoptosis inducida por el factor de necrosis tumoral (TNF)
(Woldt, 1990).

Las proteinas de E4 se denominan dependiendo del marco abierto de lectura (ORF)
del mRNA producido por splicing alternativo. Algunas de sus funciones son la
activacion de la cinasa mTOR que estimula la sintesis protéica, por las proteinas
E4Orfl y E40Orf4. La inhibicién de la respuesta a dafio en DNA de doble cadena
(DSBR) por la proteina E4Orf3 ya que la proteina viral relocaliza a los componentes
del MRN a PML-NBs. La degradacién de proteinas en proteosoma, por la formacion
del complejo E3 ubiquitina ligasa, descrito antes que depende de E4Orf6. El
producto de E40rf6/7 dimeriza a E2F incrementando su afinidad por el promotor
temprano de E2, lo que promueve su transcripcion (Fields, 2013).

La expresion de E1A y E1B establece el estado proliferativo permanente de la
célula, que ademas no puede morir, y un mayor nivel de sintesis de proteinas y
acidos nucleicos. Por su parte E3 y E4 modulan la respuesta inmune y estimulan la
sintesis protéica. En conjunto estas condiciones resultan éptimas para la progresion
eficiente del ciclo de replicacion viral. Los productos codificados en la TU E2
participan de manera directa en la replicacion del DNA viral y son nhombrados de
acuerdo a su funcion. La transcripcion de E2 es regulada por dos promotores, el E2
temprano (E2E) y el tardio (E2L), que como sus nombres indican, se activan ya sea
en la fase temprana o tardia de la infeccion. Ambos dirigen la expresién de E2A y
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E2B, que son definidos por distintos sitios de poliadenilacion. En la region E2A se
encuentra codificada DBP, que es la proteina de union a DNA de cadena sencilla.
La DNA polimerasa viral y la proteina pre-terminal pTP estan codificadas en la
region E2B.

La DNA polimerasa viral se une covalentemente al grupo a-fosforilo de dCMP del
genoma viral y a la serina 580 en la pTP que esta unida a los extremos 5’ del
genoma viral y funciona como primer para el inicio de la replicacion del genoma
viral, por el mecanismo de desplazamiento de cadena caracteristico de Ad. La
formacion del complejo pTP-dCMP expone a un residuo 3" OH libre que funciona
como primer para el inicio de la replicacion de una de las cadenas parentales que
se replica completamente. La cadena parental desplazada es estabilizada por DPB
y esto permite la apertura del DNA independiente de ATP durante la replicacién
(Hoeben & Uil, 2013)

La fase tardia comienza con el inicio de la replicacion del genoma viral, que en
conjunto con la expresion de los genes tempranos E1A, E4 Orf3 y los tempranos
retrasados Va2 y IX estimulan al promotor L4 (L4P) que es independiente del
promotor principal tatdio (MLP). La activacion del MLP depende de las proteinas
tardias L4-22K y L4-33K cuya transcripcion es regulada por el L4P (Morris, Scott, &
Leppard, 2010). Como resultado del aumento de la actividad del MLP, se activa la
produccion de los transcritos de las familias tardias L1- L5 que codifican
principalmente para proteinas que se requieren para el ensamblaje de las capsides.
Las proteinas hexon y penton se ensamblan, ingresan al nucleo, se encapsida el
genoma viral y finalmente se libera la progenie viral por lisis celular, resultando en
la produccién de hasta 10° particulas virales por célula (Fields, 2013).
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Figura 3 Ciclo de replicacion de Ad. Modificado de Flint, Principles of Virology, 2009
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2.5 Reorganizacion de dominios nucleares durante la infeccion por Ad

En células no infectadas, el nicleo se encuentra organizado en compartimentos
especializados sin membrana, conocidos como dominios nucleares. Estos dominios
se caracterizan por ser dinamicos ya que los componentes que los conforman se
encuentran en intercambio constante con otros dominios y con el nucleoplasma.
Algunos de estos compartimentos solo se encuentran en condiciones de estrés o
estadios del ciclo celular especificos; otros se encuentran de manera permanente
en el nucleo (Zimber et al., 2004).

Durante la infeccion por Ad se ha observado la reorganizacion de algunos de estos
compartimentos nucleares. Entre los dominios reorganizados se encuentran, el
nucléolo, los cuerpos de Cajal, los granulos de intercromatina y los cuerpos
nucleares de PML. Algunos de los componentes protéicos que forman a cada uno
de estos dominios se mantienen en las estructuras reorganizadas y otros se
relocalizan a los sitios inducidos por la infeccién, conocidos como compartimentos
de replicacion (RC).

2.6 Compartimentos de replicacién (RC)

Durante el ciclo de replicacion viral, se induce la formacién de microambientes
celulares especializados, en donde se localiza el genoma viral y se concentran
proteinas celulares y virales necesarias para la replicacion y expresion del genoma
viral. En el caso de Ad en estos microambientes, ademas de las proteinas que
promueven la replicacion viral, se concentran factores que participan en la respuesta
antiviral de la célula, por lo que los RC se proponen como un centro de control para
las interacciones virus-célula que promueven la replicacion viral y simultaneamente
contrarrestan respuestas antivirales (Netherton et al., 2007; Schmid, Speiseder,
Dobner, & Gonzalez, 2014).

2.7 Launidad de transcripcién E1B

La unidad transcripcional (TU) E1B codifica para distintos productos proteicos
dependiendo del sitio de splicing seleccionado. Como se menciond antes los
productos principales, 19KDa y 55 KDa, son requeridos para una infeccion
productiva junto con los de E1A y se han asociado a distintas actividades
regulatorias durante el ciclo de replicacién viral. Sin embargo, también existen otros
productos menores derivados de esta TU. Estas proteinas se producen por la
traduccion de dos marcos de lectura abiertos (ORF por sus siglas en inglés)
distintos, pero sobrelapados en un transcrito de 22S. El producto 19kDa no se
encuentra relacionado con otros productos de la TU E1B y se obtiene a partir de
fragmentos de splicing (13S, 14S y 14.5S). Por otra parte, se obtienen otros
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productos protéicos a partir de la regién 55KDa (156R, 93R y 84R). Estos productos
protéicos se caracterizan por compartir 79 residuos del extremo N-terminal de
55kDa. El fragmento 156R comparte también el extremo C-terminal con 55kDa (T.
Sieber & Dobner, 2006) y no se ha comprobado pero existen en teoria otros tres
productos posibles (69R, 71R y 203R) (Mun, 2014). Esto debido a que la TU de E1B
de adenovirus tiene tres sitios donadores de splicing (SD1, SD2, SD3) y tres sitios
aceptores de splicing (SA1, SA2, SA3).

Algunos de los productos secundarios de E1B-55KDa tienen actividades de la
proteina completa E1B-55KDa como es el caso de E1B-156R que induce
transformacion de células en cultivo si es transfectada junto con E1A; este
mecanismo es independiente de la represion transcripcional de p53 caracteristica
del producto 55KDa (T. Sieber & Dobner, 2006).

Aunque no se conoce la funcion de los otros productos, con E1B-93R se determind
por medio de técnicas de resonancia magnética nuclear y dicroismo circular que la
region amino terminal (N-terminal) de la proteina, compartida con E1B-55kDa, es
intrinsecamente desordenada (Timo Sieber et al., 2011).
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Figura 4 Transcritos de la TU E1B de adenovirus segun los distintos sitios de splicing. En el diagrama se muestran los sitios
donadores de splicing “D” y los sitios aceptores de splicing “A” y las combinaciones que se pueden hacer entre estos sitios
para dar lugar a los productos conocidos y los que son hasta ahora solo propuestos de E1B.Tomado de Study on the
alternative splicing in the human adenovirus serotype 5 E1B region, Mun, K., 2014.
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2.8 Laproteina E1B-55kDa (E1B)

La E1B es una fosfoproteina de 496 aa que puede ser fosforilada en los residuos
serina 490 (S490) serina 491 (S491) y treonina 495 (T495) (Blackford, Andrew N.
Grand, 2009) y SUMOilada en la lisina 104 (K104).

Aunque los efectos de estas modificaciones post-traduccionales (PTM) en las
distintas actividades de la proteina no se comprenden completamente, existe
evidencia de que son necesarias para la localizacion y actividades de E1B.

En experimentos del laboratorio (Raul Lopez, Arrona C., no publicado) se utilizaron
mutantes con sustituciones de las Serinas y Treonina por Alanina o Aspartato en la
E1B y se determind su efecto sobre la localizacion de la proteina en los RC. Las
sustituciones por alanina provocan que la fosforilacion no se lleve a cabo y el cambié
por acido aspartico, mimetiza un estado fosforilado por la carga negativa de este
aminoéacido. Con estas mutantes y mediante microscopia de inmunofluorescencia
se observd que la fosforilacion es necesaria para la adecuada localizacién de la
proteina a los RC.

La fosforilaciéon de la E1B estimula su SUMOilacion, por lo que es posible que estas
dos modificaciones modulen su asociaciébn a RC y sus actividades. Utilizando
ensayos en los que se midio la activacion de la transcripcion por p53 en presencia
de E1B, se encontro que las PTM son determinantes para la actividad de represor
gue tiene la E1B sobre p53 (Wimmer et al., 2013)

Ademas de las actividades de la E1B asociadas a degradacion de proteinas,
represion de la transcripcion dependiente de p53 y su asociacion con los RC, se
sabe también que la E1B es necesaria para la replicacion eficiente del DNA viral y
la transcripcion de los genes virales (Hidalgo, 2018) y la inhibicién de los genes
estimulados por interferén.

En el dltimo caso, aunque no se conoce el mecanismo molecular, se ha reportado
gue E1B reprime la expresién de genes estimulados por interferén (ISGs). Usando
microarreglos se observé que en ausencia de E1B la expresion de genes de
respuesta a IFN aumenta, lo que sugiere que E1B puede actuar como un represor
de estos genes. Ademas, en células tratadas con IFN e infectadas con un mutante
nulo para E1B se observd que la formacién de los RC y la replicacion del genoma
viral es deficiente, lo que sugiere que E1B es necesaria para la formacion de RC 'y
por tanto la replicacion del genoma viral. Ademas en resultados recientes de
laboratorio, en donde después de la infeccion de células HFF se midieron los niveles
de DNA viral, se determiné mediante ensayos funcionales de RC aislados que la
sintesis de DNA viral es menos eficiente cuando la proteina E1B esta ausente (J. S.
Chahal et al., 2013; J. S. Chahal, Qi, & Flint, 2012, Hidalgo P, no publicado).
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2.9 Informacidén estructural de E1B

La informacion que se tiene de la proteina E1B ha permitido construir el mapa
presentado en la seccion de actividades asociadas a E1B, sin embargo, no se
cuenta con informacién estructural debido a su complejidad y al bajo rendimiento
obtenido de la proteina recombinante en los sistemas hasta ahora probados ya que
la proteina resulta toxica. Si bien se tiene informacion de las distintas actividades de
la proteina debido al andlisis mutacional que se ha realizado hasta este momento;
es necesario obtener informacién estructural para poder relacionar las actividades
con mecanismos moleculares especificos.

E1B tiene una secuencia de exportacion nuclear (NES) entre los aa 83-93, una
secuencia de de union a RNA (RNP) entre los aa 250- 308 (Tejera, 2019), un
dominio putativo de dedo de zinc (C2H2) entre los aa 350-376 y en el extremo
carboxilo terminal una sefal de localizacion nuclear (NLS). Estas sefiales le
confieren a la proteina la capacidad de entrar y salir del nlcleo, ademas de la posible
interaccion con acidos nucléicos y otras moléculas que podrian regular las
actividades asociadas a esta proteina (Blackford, Andrew N. Grand, 2009) (Figura
5). La informacién que se tiene de la proteina E1B ha permitido construir el mapa
presentado a continuacién, sin embargo, no se cuenta con informacién estructural
debido a la complejidad de la proteina y al bajo rendimiento obtenido de la proteina
recombinante en los sistemas hasta ahora probados, debido a que la proteina
resulta toxica. Si bien se tiene informacion de las distintas actividades de la proteina
debido al andlisis mutacional que se ha realizado hasta este momento, es necesario
obtener informacion estructural para poder relacionar las actividades con un
mecanismo de accién especifico.

Los resultados del andlisis in silico de Threading, Docking (Santiago, 2012)
prediccién de desorden,analisis co-evolutivo, y el modelo de la region central que
se predijo como una estructura ordenada de tipo solenoidef (Tejera, 2019) sugiere
gue la proteina puede ser expresada en tres dominios independientes siendo los
extremos N (a.a 1-150) y C (a.a 390-496) terminal predichos como IDRs, mientras
gue, la region central (a.a 151-389) de la proteina presenta una disposicion espacial
estructurada de tipo solenoide beta (Moser, 2010).

104 250 308 490 491495

Figura 5 Diagrama de la proteina E1B-55kDa. Se muestran los sitios de fosforilacién en las serinas (S) y treonina
(T) el sitio de Sumoilacion (SUMO) y los motivos de unién a RNA (RNP) y el dedo putativo de Zinc (Zn+) .
Modificado de Blackford et al., 2009.
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2.10 Cepas bacterianas para expresion de proteinas recombinantes

Escherichia coli es una bacteria entérica Gram negativa con un genoma circular de
4.6 Mb. Las altas tasas de crecimiento, (en medio rico E. coli se duplica cada 20-30
minutos por lo que se obtienen rendimientos altos en poco tiempo), el conocimiento
de su medio de crecimiento (medio definido) y la facilidad para transformar a la
bacteria y manipular su material genético han resultado en la generacion de
multiples cepas para distintos propositos, desde almacenar plasmidos hasta cepas
especializadas en expresion de proteinas. Se han aislado y caracterizado una gran
variedad de mutantes de E. coli y en el laboratorio muchas son utilizadas para
experimentos con DNA recombinante. La mayoria de las cepas utilizadas en
técnicas de DNA recombinante provienen ya sea de la cepa K o de la cepa B de E.
coli (Casali & Preston, 2003).

2.10.1BL21

Como todas las cepas derivadas de E. coli B, la cepa BL21 tiene como caracteristica
gue es deficiente de la proteasa ompT que se encuentra ubicada en la membrana
externa de la bacteria. Esta endoproteasa esta involucrada en la degradacion
protéica después de la lisis bacteriana por lo que si se encuentra presente dificulta
la purificacion de proteinas recombinantes (Grodberg & Dunn, 1988).

La cepa tiene una copia cromosomal del gen que codifica para la T7 RNA-Pol del
fago A bajo el promotor lacUV5. Esta construccion es denominada DE3 y las cepas
gue la contienen son utilizadas para la produccion de proteinas a partir de genes
blanco, clonados en vectores de tipo pET mediante la induccién con IPTG.

La expresion de esta polimerasa es regulada por el promotor lacUV5 que es un
derivado del promotor lac. El promotor lacUV5 tiene una mutacion que lo hace
insensible a la represién en respuesta a niveles altos de glucosa y permite que se
utilicen medios ricos para el crecimiento de la cepa de expresién. La construccion
DE3 es inducible por IPTG, un analogo de lactosa. El IPTG no tiene que estarse
suministrando al cultivo ya que tiene un atomo de S que forma un enlace con el
represor lac, debido a este atomo la interaccién no puede ser hidrolizada por la
célula y por tanto el IPTG no puede ser degradado y se mantiene unido al represor
del promotor manteniendo de esta manera al promotor activo, lo que se traduce en
una produccién constantemente activa del gen que codifica para la T7 RNA-Pol.
Ademas BL21 también carece de la proteasa Lon lo que resulta adecuado para
evitar la degradacion de los productos protéicos a producir (Casali & Preston, 2003).
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2.10.2C41y C43

C41(DE3) se aislo de la cepa BL21(DE3) y subsecuentemente C43(DE3) se aisl6 a
partir de C41.

La cepa C41 se obtuvo a partir del siguiente procedimento; BL21 se transformé con
un vector que contenia al gen que codifica para la proteina mitocondrial acarreadora
de oxoglutarato-malato (OGCP). La expresion de esta proteina, inducida por IPTG
es altamente téxica, por lo que la expresion del gen ogcp sirvio de agente selectivo
para obtener la cepa C41. Una vez seleccionadas las cepas resistentes a la
expresion de la proteina OGCP y que la expresion fue eficiente, se curd del plasmido
a las clonas mediante su cultivo prolongado. En una segunda ronda de seleccioén se
transformo a la cepa C41 con una construccion utilizando el plasmido pmW?7; esto
llevo al aislamiento de C43 que no solo produce de manera eficiente OGCP sino
también otro set de proteinas transmembranales que resultan téxicas para la cepa
parental BL21 y en algunos casos para C41 como es el caso de la F-ATPasa. Se
desconoce el genotipo de estas dos cepas, pero se sugiere que las mutaciones
regulan la cantidad y/o actividad de la T7 RNA-Pol para ambas cepas y de manera
adicional en C43 el plegamiento protéico de la proteina recombinante a producir
parece estar favorecido por otra mutacion (Miroux & Walker, 1996).

Una estrategia experimental utilizada para distinguir entre las cepas C41 y C43 es
transformar con un plasmido de verificacion denominado pAVD10. Este vector
contiene el gen uncF que codifica para la subunidad- beta de la ATPasa de E. coli
bajo el control del promotor T7. La construccién en este plasmido es letal para BL21
aunque el cultivo no sea inducido y para C41 es letal cuando se induce la
transcripcion del gen mediante la adicion de IPTG, pero la induccién de la
subunidad beta de la ATPasa es tolerada por C43 (Schlegel, Genevaux, & de Gier,
2017).

2.10.3 pET27b(+)

El sistema de vectores pET es ampliamente utilizado para la clonacion y expresion
de proteinas recombinantes en E. Coli. Esto debido a que el gen blanco es clonado
en los plasmidos pET bajo el control del promotor del fago T7, que es un promotor
fuerte y por tanto favorece la produccion de la proteina, ademas la expresion de los
genes regulados por este promotor necesitan la presencia de la polimerasa T7 del
mismo fago , esta polimerasa es altamente selectiva y activa por lo que el producto
deseado puede llegar a comprender mas del 50% de la proteina celular total unas
horas después de la induccién y si no es inducida la produccion de esta polimerasa,
los genes se mantienen transcripcionalmente inactivos (Novagen, 1999).
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Las cepas de expresion de vectores tipo pET tienen una copia cromosomal del gen
gue codifica a la polimerasa T7, este gen se encuentra bajo el control del promotor
lacUV5 y su expresion es inducida por la adicibn de isopropil-p-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG).

Como la transcripcién del gen de interés no utiliza la polimerasa del hospedero, no
hay o existe muy poca expresion de productos génicos toxicos a menos que estos
sean inducidos. Este sistema puede ser inducido si se infecta con el fago T7 o si el
gen de la T7 RNAP esta incorporado al genoma de la cepa bacteriana (como en el
caso de E. coli BL21) (Casali & Preston, 2003).

El plasmido cuenta con resistencia a Kanamicina para la selecciéon de clonas
transformadas(Novagen, 1999).

pET27b (+) tiene una secuencia sefial en N-terminal denominada pelB, esta
secuencia es de localizacidén en periplasma que es el espacio entre la membrana
plasmatica y la membrana externa de bacterias gram-negativas. Esta localizacion
es ideal para la produccion de algunas proteinas, ademas confiere la ventaja de
purificacién proteica mediante shock osmético (Novagen, 1999).

En ausencia de IPTG, hay expresion de fuga de la T7 RNA polimerasa (T7 RNA-
Pol) y hay genes blanco que son suficientemente toxicos para E. Coli, como para
matar a la célula incluso con ese nivel de expresion, evitando asi una buena
produccion de la proteina (Studier, 1991)

Un enfoque para disminuir la expresion de fuga, es usar vectores que tienen el
promotor T7lac. Una caracteristica importante de pET27b(+) (Figura 6) es que
cuenta con dicho promotor. Estos plasmidos tienen una secuencia del operador lac
rio abajo del promotor T7 y la secuencia que codifican para el represor lac (lacl).
Todo esta orientado de manera tal, que los promotores T7lac y lacl divergen; se
produce el represor lacl que se une al operador lac y se disminuye de esta forma
la expresion de fuga tanto en el promotor lacUV5 en el hospedero, como en el
promotor T7lac en el vector (Novagen, 1999).
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Figura 6 Mapa representativo del vector pET-27b(+).Se muestran los componentes principales que
conforman al vector y la orientacion que tiene con respecto al ORF. En la parte inferior de la figura se
muestra el promotor de T7, los Tags y sefiales que se le pueden adicionar a la proteina a producir y la
ubicacion de algunas de las secuencias para enzimas de restriccion en el MCS (sitio de multiclonacion por
sus siglas en inglés). Tomado de genscript

Como se describio en las secciones anteriores, la evidencia de que las regiones
amino y carboxilo de la proteina E1B se predicen como intrinsecamente
desordenadas y que la regidn central se predice como un B-solenoide cuando se
alinea con una proteina relacionada, sugiere que E1B podria constar de tres
dominios funcional y estructuralmente independientes. Por otro lado, BL21 y las
mutantes C41 y C43 han sido utilizadas para la expresion de proteinas heterélogas
gue resultan téxicas en otros sistemas. En conjunto esto nos permite plantear la
siguiente hipaotesis.

3 Hipobtesis

La proteina adenoviral E1B puede ser expresada en tres regiones
independientes para su analisis estructural

4 Objetivo general

Expresar las tres regiones de E1B en distintas cepas de E. Coli.
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4.1 Objetivos particulares

+ Transformacion de 3 cepas de expresion de E. coli competentes con las
construcciones que codifican para las regiones amino, central y carboxilo de
E1B.

» Expresion de las construcciones amino, central y carboxilo en cuatro cepas
de expresion distintas.

» Determinar la cepa mas adecuada para la expresion de cada construccion

5 Materiales y métodos

5.1 Células competentes

Se transfirié una colonia a 5mL de medio LB y se incubd a 37°C over night (O/N)
con agitacion (200rpm). Posteriormente se inocularon 100 mL de medio LB con 1
mL de cultivo en un matraz de 500mL y se incubd a 37°C hasta alcanzar una
densidad optica (DO) a 650 nm de 0.5. El cultivo se transfiri6 a tubos de 50mL
estériles y se dejo enfriar en hielo durante 10 minutos. Se centrifugd a 1792g por
10min a 4°C. El pellet fue resuspendido en 30 mL de CaClz 0.1M frio y se 15 min en
hielo. Se centrifugd a 17929 por 10 min a 4°C y el pellet fue resuspendido en 2mL
(1.6 mL CaClz frio + 0.4 mL de glicerol) para su posterior almacenamiento a -80°C
en alicuotas de 100pL.

5.2 Extraccién de DNA plasmidico y cortes con enzimas de restriccion

Mini Preps

Se centrifugaron 1.5 mL de cultivo bacteriano a 21,952g durante 5 min a 4°C,
posteriormente se resuspendieron en solucion | (50mM Dextrosa, 25 Mm Tris HCI
pH 8, 10mM EDTA) y se incub6 por 5 minutos a TA, se agrego la solucién 11 (0.2 N
NaOH, 1% SDS) a temperatura ambiente (TA), se mezcl6 por inversion y se incub6
por 5 min. Se adiciond la solucion 1l fria (Acetato de K+ 1.8M, 11.5% &cido acético,
pH 4.8), se mezcld por inversion, se incubd 5 min a T.A. Se centrifugd a 21,9529
4°C durante 10 min. El sobrenadante se recuper6 en tubos nuevos evitando el
precipitado y se adicion6 EtOH absoluto (2 volumenes). Se centrifug6 a 21,952¢g
4°C durante 10 min se retird el sobrenadante y se agregdé EtOH 70% (1.5
volimenes), se mezclo por inversion hasta desprender el pellet, se centrifugo a
21,9529 4°C durante 10 min, se retir0 el sobrenadante y se dej6 secar el pellet. Por
altimo, el pellet se resuspendido en TrisHClI 10mM pH 7.4. Para confirmar la
presencia de DNA plasmidico se cargaron geles de agarosa 1% con 2L de los 20
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uL totales de la muestra y se corrio a 90 volts por 1 hora, el resto de la muestra se
guardo a -20°C.

Una vez confirmada la extraccion de DNA plasmidico las muestras se trataron con
RNAsa A (10 mg/mL) para eliminar el RNA de las muestras 1 hora a 37°C, se
inactivé la RNAsa a 65°C por 10 min y se cort6 el DNA con Xbal y EcoRI durante 1
hr a 37°C. Finalmente se corrié un gel de agarosa 1% y se evalud si las colonias
obtenidas tenian el plasmido de interés.

5.3 Transformacion de Bacterias

Se mezclaron 0.1pg de DNA plasmidico con 0.1mL de células competentes, se
mantuvieron en hielo durante 10 minutos y posteriormente se dio un shock térmico
a 42°C durante 2 minutos. Se agregé 1mL de medio LB y el cultivo se dejé creciendo
una hora a 200 rpm a 37°C. Se centrifugd para obtener el pellet (16 segundos a
21,952¢). El pellet fue resuspendido en 200uL de medio LB y se plate6 en cajas
Petri con LB+ Kanamicina (60ug/mL) y se incub6 16 hrs a 37°C.

5.4 Gliceroles

Para mantener el plasmido en las células transformadas y tener un stock para
analisis posteriores se prepararon gliceroles. Para esto se us6 una solucion 50%
glicerol, 50% LB. De un cultivo previamente crecido durante 16 horas, se tomo 1
mL, se centrifug6 a 21,952g 4°C 5min, se retiré el sobrenadante y se resuspendio
en 1mL de la solucién glicerol/LB en hielo e inmediatamente después las muestras
se llevaron a -80°C.

5.5 Prueba de expresion

Se inocularon 5 mL de medio LB+Kanamicina a partir de los stocks de glicerol y el
cultivo se dejo creciendo durante 12 hrs. Se inocularon 5 mL con 500uL de los
cultivos crecidos durante 12 horas (DO a 650 nm de 0.8) se crecieron a 37°C,
200rpm durante ~3 hrs hasta obtener una DO a 650 nm de 0.4 — 0.5. Antes de la
adicion de IPTG se obtuvo 1 mL del in6culo como control sin inducir y se agrego
IPTG 1mM al resto del cultivo. El cultivo se incub6 a 16, 25 y 30°C. Se tomé 1 mL
de cada cultivo a las 1, 3, 4 y 5 horas post induccién para los cultivos incubados a
25y 30°Cyalas 3, 6,9y 12 horas post induccion para los cultivos incubados a
16°C. Cada alicuota se centrifugd inmediatamente a 17929, 5 minutos a 4°C, se
retir6 el sobrenadante y el pellet se lavé con PBS 1X centrifugando a 1792g durante
5 min. Las muestras se mantuvieron en frio para evitar la degradacion de las
proteinas en todo momento. Se retird el sobrenadante y se resuspendio la muestra
en 25uL de buffer de carga (Laemmli 2x: 125 mM Tris-HCI, 4% SDS, 20% glicerol,
10% 2-mercaptoetanol y 0.004% azul bromofenol) y se mantuvieron a -20°C hasta
su evaluaciéon por SDS-PAGE.

5.6 SDS-PAGE
La electroforesis en gel de acrilamida en condiciones desnaturalizantes se realizo
con geles al 15% de poliacrilamida. Para cargar las muestras obtenidas después de
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inducir con IPTG se le adicion6 a cada muestra B-mercaptoetanol (10% v/v), cada
muestra fue sonicada por un lapso de 30 segundos y posteriormente se calentaron
las muestras a 95°C durante 10 min. Se centrifugaron las muestras a 21,9529 por 5
minutos e inmediatamente después se cargaron 25uL de muestra en cada pozo.
Los geles se corrieron a 10mA durante 30 minutos y posteriormente a 20mA por 30
min. Los geles se tifieron con una solucion de azul de Coomassie (10% v/v de acido
acético, 50% v/v metanol, 0.05% w/v azul de Coomassie y 40% v/v agua),
posteriormente se destifieron (80% v/v agua, 10% v/v metanol y 10% v/v &cido
acético) y se observo el patrén de bandas de proteinas obtenido en cada caso.

6 Resultados y Discusion

6.1 Obtencion de los plasmidos que contienen los genes que codifican para
cada unade las regiones de E1B

Las secuencias de cada una de las regiones del gen de E1B que fueron clonadas
en los plasmidos pET27 b (+) se verificaron anteriormente (Cardenas, R. No
publicado). Una vez verificada la secuencia, se utilizaron dichos plasmidos para
transformar a la cepa DH5a. Esta cepa se usa para mantener los plasmidos ya que
es recA— endA- y este genotipo evita la recombiancion (Novagen, 1999). Se
aislaron los plasmidos de las colonias seleccionadas de DH5a mediante minPrep y
se verificaron mediante cortes con Xbal y EcoRI. Los patrones de restriccion
esperados son como los que se muestran en la Figura 7.

Cada una de las muestras de los paneles ay b de la Figura 7 se obtuvieron de tomar
tres ocasiones un volumen de 1.5mL del total de 5 mL de cultivo O.N de la cepa
DH5a transformada con cada una de las construcciones. A cada muestra de 1.5
mL se le realiz6 el procedimiento de miniPrep descrito en la seccién de materiales
y métodos de manera independiente. Debido a que los patrones de migracion
obtenidos eran distintos en las muestras correspondientes al DNA de la region
central de E1B, estos se cortaron de manera independiente mientras que el resto
de las muestras que tenian un patrén de migracion idéntico se juntaron y se
cortaron.

En cada caso, los patrones de restriccion obtenidos fueron una banda de 5281 bp
correspondiente al plasmido y fragmentos de 570 bp, 847 bp y 472 bp
correspondientes de manera respectiva a los fragmentos del gen que codifican para
la regidbn amino terminal, la region central y la region carboxilo terminal de la proteina
adenoviral E1B.

De forma concluyente se obtuvieron y confirmaron cada uno de los plasmidos que
codifican a las regiones correspondientes de E1B en la cepa de mantenimiento
DH5a
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Figura 7 Miniprep y cortes con ezimas de restriccion del DNA obtenido de la cepa DH5« transformada con las
construcciones para cada una de las regiones de E1B-55kDa. Panel a amino (N), central (X) y panel b carboxilo (C). Panel
¢ Digestiones de plasmidos con cada una de las construcciones, se muestra en el primer carril el marcador de peso
molecular (PM) y en el resto de los carriles los fragmentos esperados para cada una de las construcciones.

6.2 Transformacién de las cepas de expresion

Una vez verificados los patrones de digestion de los plasmidos obtenidos de la cepa
DH5a transformada con cada una de las construcciones de E1B, se prosigui6 a
transformar cada una de las cepas de expresion con las construcciones verificadas.
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Se monitore6 tanto el nimero de colonias que crecieron como el tamafio y
apariencia en cada una de las cepas transformadas con las tres construcciones
(Figura 8). Esto con el objetivo de obtener colonias positivas para el resto de los
experimentos y adicionalmente, determinar la eficiencia de transformacién de cada
una de las construcciones en cada una de las cepas. Para esto se platearon 1/10 y
9/10 de las células transformadas en cajas Petri y se incubaron por 16 horas para
obtener colonias. Transcurridas las 16 horas se contd y registr6 el nUmero de
colonias obtenidas en las cajas plateadas con 1/10 de las bacterias transformadas
y se clasificaron de acuerdo con su tamafio en colonias pequefas y grandes para
posteriormente obtener eficiencias de transformacion (Tabla 3).

En el caso de BL21 se obtuvieron colonias grandes traslucidas y colonias de menor
tamano obtenidas al comparar entre cepas. El tamafio tan reducido de las colonias
pequefias de BL21 podria interpretarse como una consecuencia de la alta carga
metabolica que presentan dichas bacterias, si bien BL21 es una cepa que ha sido
utilizada en muchos casos para la expresion exitosa de proteinas heterdlogas
(Novagen, 1999) esta parece presentar deficiencias en su crecimiento si es
transformada con las construcciones que codifican para la region amino, central y
carboxilo de E1B.

Las colonias pequefias de BL21 no fueron picables y por tanto no se evaluaron
durante estos ensayos, sin embargo, resultaria interesante dejarlas crecer durante
un mayor numero de horas hasta que alcancen el tamafio suficiente para poder
cultivarse y entonces analizar si tienen plasmido y si es posible expresar la proteina.

En el caso de las colonias obtenidas para C41. Se obtuvieron colonias pequeias y
grandes. Las pequefas en el caso de esta cepa tuvieron el tamafio suficiente para
poder ser picadas y cultivadas. En cuanto a su apariencia, presentaron mayor
opacidad y claridad que las colonias grandes con apariencia similar entre las tres
cepas.

Finalmente, las colonias obtenidas en la transformacion de C43, fueron colonias
Unicamente de tamafio grande y de mayor tamafio al comparar con las colonias
obtenidas tanto en células BL21 como en C41 transformadas. El hecho de que solo
se presenten colonias grandes en C43 podria sugerir que, debido a sus
caracteristicas, la cepa C43 presenta menor restriccion en su crecimiento al ser
transformada con los plasmidos que contienen las construcciones para E1B y por
tanto la cepa C43 podria ser la mas adecuada para la expresion de la proteina de
interés.

Los numeros obtenidos de la eficiencia de transformacion en cada una de las cepas
transformada con cada una de las construcciones, mostraron que no existen
diferencias mayores de tres veces entre dichas eficiencias de transformacion.
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Figura 8 Tipos y tamafios de colonias obtenidas tras la transformacion de BL21, C41y C43 con cada una de las construcciones
de las regiones de E1B-55kDa. Se transformaron 0.1mL de bacterias con 0.1ug de DNA de cada construccion. Se plate6 en
cada caso 20uL del cultivo obtenido después de una hora de cultivo a 37°C y 200rpm de agitacion del cultivo transformado.
La figura muestra las colonias presentes 16 horas post-plateo.Se muestra de izquierda a derecha las colonias presentes tras
16 horas de incubacion en cajas Petri con 1/10 de la muestra de células transformadas con los plasmidos que tienen las
construcciones que codifican para las regiones amino (N), central (X) y carboxilo (C).
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Cepa/ Construccion N X C

No. De Colonias

pequefias | grandes Total pequefias | grandes Total pequefas | grandes Total

BL21 132 33 165 327 24 351 123 114 237

(741 206 77 283 186 33 219 149 390 539

C43 N/A 475 475 N/A 97 97 N/A 177 177

Eficiencia de transformacion

16500 35100 23700
# cel. Transformadas por pg de DNA = 28300 21900 53900
47500 9700 17700

Tabla 3 Numero de colonias y eficiencia de transformacion para las cepas de expresion transformadas con las
construcciones de E1B-55kDa. Se encuentra representado el nimero de colonias obtenido para cada construccién en
cada una de las cepas. Los datos en color gris corresponden a las colonias obtenidas de células transformadas con la
construccion de la region amino de E1B-55kDa, los datos en color azul corresponden a las transformantes con la
construccion de la region central y los datos en color verde corresponden a las colonias obtenidas tras la transformacion
con la construccién correspondiente a la region carboxilo de E1B-55kDa. Debajo del total de colonias obtenidas se
muestra la eficiencia de transformacién para cada una de ellas. Este nimero se obtuvo de multiplicar el total de colonias
por dos factores. El primer factor corresponde a la fraccion de células plateadas del total de la muestra y el segundo

corresponde a la fraccion de DNA con la que se transformo el cultivo.

En términos de las eficiencias de transformacién obtenidas, no fueron altas en
ninguno de los casos, pero si suficientes para obtener colonias y evaluar en dichas
colonias la presencia del plasmido con la construccion de interés.

Con la finalidad de tener un control de la eficiencia de transformacion del stock de
bacterias utilizadas. Se transformaron todas las cepas utilizadas con el plasmido
vacio pCDNA 3.0 HA. Este plasmido se utiliza ampliamente en laboratorio y tiene
un tamafio de 5428 bp, que es similar al plasmido pET27b (+) que tiene 5414 bp.
Una de las diferencias relevantes es que el plasmido pCDNA tiene resistencia a
Ampicilina, asi que fueron preparadas cajas con agar a una concentracion de 100
png/mL de Ampicilina.

En cuanto al tamafio y apariencia de las colonias obtenidas, estas fueron similares
a las colonias grandes obtenidas para las cepas transformadas con las
construcciones de E1B (Figura 9).

Por otro parte, las eficiencias de transformacion obtenidas con el pladsmido vacio
pPCDNA fueron en promedio diez veces menores que las obtenidas previamente con
las construcciones con el plasmido pET27b (+) que codifican a las regiones de E1B
(Tabla 4). Si bien, esta es una proporcién no esperada, se sugiere que la eficiencia
de transformacion de las construcciones en los pET27b (+) no se encuentra muy
por debajo de la eficiencia que se espera con algun otro plasmido con
caracteristicas similares y como se mencion0 anteriormente, aunque no es
particularmente alta, este proceso no parece ser determinante para obtener colonias
gue expresen las proteinas de interés.

30




pPCDNA

Figura 9 Colonias obtenidas tras la transformacion de DH5¢«, BL21, C41 y C43 con el plasmido pCDNA. Se transformaron 0.1uL
de bacterias con 0.1ug de DNA. Se plate6 en cada caso 20pL de 200 pL del cultivo resuspendido, obtenido después de una hora
de cultivo a 37°C y 200rpm de agitacion del cultivo transformado. La figura muestra las colonias presentes 16 horas post-plateo
de una proporcion 1/10 de la muestra de bacterias transformadas con pCDNA vy plateadas en cajas Petri con ampicilina (100
pg/mL) La cepa utilizada se muestra en color rojo en cada caso.
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Cepa pCDNA
No. de Colonias Eficiencia de trasformacion
# cel. Transformadas por ug de DNA =
DH50 251 25100
BL21 72 7200
c41 58 5800
43 13 1300

Tabla 4 Namero de colonias y eficiencia de transformacion de las cepas de mantenimiento y expresion transformadas con
pCDNA. Se encuentra representado el niumero de colonias obtenido para cada una de las cepas. Los datos en los
recuadros de color blanco corresponden a las colonias obtenidas de células transformadas con el pldsmido pCDNA 3.0 HA
en cada una de las cepas utilizadas durante los ensayos de transformacion. Del lado derecho de las colonias obtenidas se
muestra la eficiencia de transformacion para cada una de ellas. Este nUmero se obtuvo de multiplicar el total de colonias
por dos factores. El primer factor de 10 corresponde a la fraccién de células plateadas del total de la muestra y el segundo,
igualmente de 10, corresponde a la fraccion de DNA con la que se transformé el cultivo.

Una vez transformadas las cepas de expresion con los plasmidos que contienen las
construcciones que corresponden a las regiones de residuos amino terminal (1-
146) central (147-384) y carboxilo terminal (385-496) de la proteina E1B se procedio
a aislar DNA plasmidico mediante miniPREP por lisis alcalina y simultaneamente
se hicieron gliceroles como se describe en la seccion de materiales y métodos, con
el fin de tener muestras con las cuales trabajar una vez confirmado que la colonia
de la que provenian tuviera el plasmido con el inserto.

En cada caso se picaron dos colonias pequefias y dos colonias grandes (en el caso
de C43 Unicamente aplican las colonias grandes) y con cada muestra se confirmé
la obtencion de DNA plasmidico al correr 1/10 de la muestra total en un gel de
agarosa. Posteriormente se tratd la muestra con RNAsa y seguido a este
tratamiento se hicieron cortes con las enzimas Xbal y EcoRI siguiendo el protocolo
establecido en materiales y métodos.

Para cada corte con las enzimas de restriccién se esperaba una banda de 5281 bp
correspondiente al plasmido linearizado y dependiendo de cada caso una banda de
570bp correspondiente a la regiéon de E1B amino terminal, una de 847bp para la
region central y una banda de 472 bp para la regidon carboxilo terminal.
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En todos los casos se obtuvieron colonias positivas (Figura 10). Las colonias con
los plasmidos confirmados en su mayoria eran colonias grandes, excepto para la
cepa C41 en la que la colonia confirmada para la construccién amino terminal fue
una colonia pequeiia.

Los datos vuelven a sugerir que la cepa mas adecuada para la produccion de los
péptidos de la proteina viral E1B es C43, en todos los casos se produjo el mayor
namero de colonias grandes en esta cepa y ademas se confirmd que dichas
colonias son positivas y contienen el plasmido con la construccion de interés.
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Figura 10 DNA obtenido a partir de MiniPrep y los patrones de restriccion de las cepas de expresion transformadas con las
construcciones de E1B-55kDa. Se muestra la obtencién de plasmido para las colonias picadas de los cultivos de cada cepa
transformados con cada una de las construcciones de E1B-55kDa seguido del patrén de digestion con los respectivos
tamafios de bandas obtenidas de aquellas colonias positivas para DNA para confirmar que el DNA obtenido fuera el del
plasmido con la construccion de interés. En los paneles a 'y b se presentan las muestras correspondientes a la cepa BL21
transformada con la region amino de E1B-55kDa. En los paneles c, d, e las muestras correspondientes a la cepa C41
transformada con cada una de las construcciones y en los paneles f , g las muestras correspondientes a la cepa C43

transformada con cada una de las construcciones de E1B-55kDa y la cepa BL21 transformada con las regiones central y
carboxilo.



6.3 Expresion de las regiones de E1B determinadas mediante SDS-PAGE

Se hicieron pruebas de expresién para determinar si los polipéptidos de interés se
produjeron. En cada prueba se siguié el procedimiento descrito en materiales y
métodos. En todos los casos las pruebas iniciaron a partir de los gliceroles de cada
una de las cepas confirmadas para cada construccion de E1B. Adicionalmente, se
crecieron las cepas sin plasmido (vacias) esto con el fin de usar el patrén de bandas
obtenido como referencia. Una vez procesadas las muestras obtenidas, se cargaron
geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y se evalué tanto la
presencia de la banda esperada como el tiempo al cudl la proteina se producia de
manera mas eficiente.

Sin embargo, en ninguna de las cepas, bajo ninguna de las condiciones evaluadas
se logré distinguir una banda que pudiera corresponder a alguno de los polipéptidos
de interés tras la induccion con IPTG (Figuras 11, 12 y 13). Los tamafos de banda
esperados para las construcciones eran de 15 kDa (146 aminoacidos) para la region
amino, de 25 kDa (237 aminoéacidos) para la region central y de 13 kDa (111
aminoécidos) para la region carboxilo de E1B. En algunos casos, se puede ver en
los geles de las distintas cepas transformadas, bandas del tamafio esperado de las
construcciones, sin embargo, las bandas también estan en los geles de las muestras
de las cepas sin pldsmido. Si bien el péptido de interés puede coincidir con el
tamano de una proteina bacteriana, al ser inducido se espera que aumente el grosor
de dicha banda, pero al no ver cambios en el grosor se descarta por el momento
gue las bandas observadas sean alguno de los péptidos correspondientes a E1B.
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Figura 11 Patrones de bandas de proteinas en geles de Acrilamida de las distintas construcciones y temperaturas
probadas con la cepa BL21. Las flechas muestran la region en donde se espera observar cada una de las construcciones
de E1B-55kDa. En los paneles a, b se muestran los patrones de bandas de proteinas obtenidos para BL21 transformada
con la construccion de la region amino (N) y la regién carboxilo C) a 16°C , en los paneles ¢, d se muestran los geles
correspondientes a la proteina obtenida a partir del cultivo de la cepa BL21 transformada con el plasmido que contiene
la region central (X)y de BL21 sin plasmido a 16°C respectivamente.
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Figura 12 Geles de Acrilamida donde se muestra el patron de bandas de proteina de las distintas construcciones y
temperaturas evaluadas con la cepa C41. Las flechas muestran la region en donde se espera observar cada una de
las construcciones de E1B-55kDa. En los paneles a, b se muestran los patrones de proteinas obtenidos para C41
transformada con la construccién de la regién amino (N) en las pruebas de expresion de las temperaturas 16°y 30 C°
respectivamente. En los paneles c, d se muestran los patrones de bandas obtenidos para la construccién de la region
central (X) a16°y 30 C°, en los paneles e,f se muestran los geles de C41 transformada con el plasmido que contiene
da region carboxilo (C) de E1B-55kDa a 16° y 30 C°y en el panel g se muestra el gel de C41 sin plasmido para 16

C.
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Figura 13 Geles de Acrilamida donde se muestra el patron de bandas de proteina de las distintas construcciones y
temperaturas evaluadas para C43. Las flechas muestran la regién en donde se espera observar cada una de las
construcciones de E1B-55kDa. En los paneles a, b se muestran los patrones de proteinas obtenidos para C43
transformada con la construccion amino (N) en las pruebas de expresion de las temperaturas 16° y 30 C° respectivamente.
En los paneles c, d, e se muestran los patrones de bandas obtenidos para la construccién central (X) a 16°, 25°y 30 C°,
en los paneles f, g, h se muestran los geles de C43 transformada con el plasmido que contiene la regién carboxilo (C) de
E1B-55kDa a 16°, 25°y 30 C°y en el panel i se muestra el gel de C43 sin plasmido a 25 C°.



Al no ver expresion en los geles de acrilamida, se hicieron pruebas adicionales. En
primer lugar, se realizé una prueba para determinar si a lo largo del cultivo O.N de
12 hrs el plasmido se perdia. La segunda prueba consistié en seguir el crecimiento
del cultivo durante una prueba de expresién mediante mediciones de D.O para
determinar si la ausencia de la proteina podia estar relacionada a deficiencias de
crecimiento una vez se inducia el cultivo y finalmente relacionado al crecimiento,
una prueba de pérdida de resistencia a Kanamicina relacionada una vez més a la
pérdida del plasmido, pero tras ser inducida la expresién de dicho plasmido en
cultivo.

Para la prueba de pérdida de plasmido, los datos obtenidos para la cepa de
clonacion DH5a se muestran en la Figura 14. Se tomaron muestras alas 6, 9y 12
horas de cultivo liquido en medio LB+ Kanamicina a partir de los gliceroles de DH5a.
confirmados para cada una de las construcciones de E1B y se realizd el
procesamiento siguiendo lo establecido en la seccion de materiales y métodos.

La figura 15 en los paneles a 'y b muestra el DNA obtenido a lo largo del tiempo del
cultivo de la cepa DH5a. La cantidad de DNA tiende a aumentar conforme pasa el
tiempo de cultivo lo que correlaciona con que la cantidad de bacterias igualmente
aumenta. Tenemos la mayor cantidad de DNA a las 12 horas de cultivo y es con
cada una de las muestras de 12 horas donde podemos ver en el panel c los patrones
de restriccion esperados para cada una de las construcciones. Lo que indica que en
DH5a no se pierde el plasmido tras el cultivo O.N de 12 horas.

Los resultados no fueron concluyentes para las cepas de expresion ya que la
cantidad de DNA obtenida era escaza y esto impedia el analisis posterior de los
patrones de restriccion (datos no mostrados).
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Figura 14 DNA obtenido a partir de MiniPrep y los patrones de restriccion de la cepa DH5« transformada con las
construcciones de E1B-55kDa a lo largo de un cultivo de 12 horas sin induccion con IPTG. Esta prueba se llevé a cabo
en cultivos de DH5« transformados con cada una de las construcciones que codifican para las distintas regiones de
E1B-55 KDa. Se cultivd durante 16 horas a 200rpm y 37°C. En el panel a se muestran las primeras tres muestras
obtenidas de un miniPREP corresponden a los tiempos 6,12 y 9h del cultivo transformado con la construccion amino
terminal (N) de E1B-55KDa. Las siguientes tres muestras del panel a corresponden a los mismos tiempos de 6, 12y 9
horas del cultivo correspondiente a DH5¢ transformada con el plasmido que codifica para la region central (X) de E1B-
55 KDa. En el panel b se muestran las muestras de DNA obtenidas tras 6, 9 y 12 horas de cultivo de la cepa que
contiene la construccion carboxilo terminal de E1B -55 KDa. En el panel c se muestran las digestiones con Xbal y EcorRI
correspondientes a las muestras de los dos paneles superiores en el siguiente orden indicado en la parte superior de
cada carril.
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Durante las pruebas para seguir el crecimiento del cultivo bacteriano, las mediciones
se hicieron en una Unica ocasion y se us6 medio LB como el blanco de lectura una
Unica vez al principio de las mediciones de D.O. Los datos obtenidos son
preliminares, pero en algunos casos nos sirve para observar las tendencias de
crecimiento de las cepas transformadas con cada una de las construcciones de
E1B. Cabe destacar que las mediciones deben hacerse con mayor cuidado y que
los cultivos deben de comenzar en la misma D.O. para poder compararlos.

De las tendencias de crecimiento que se muestran en la Figura 15 podemos
destacar que como se espera, a 16°C se muestra el menor crecimiento de manera
generalizada en todas las cepas, esto se relaciona con la disminucion en la tasa
metabolica de la bacteria y por tanto en la tasa de crecimiento.

Se sugiere toxicidad al inducir la produccion de la regién amino (N) de E1B ya que
el crecimiento bacteriano es menor que con el resto de las construcciones bajo las
condiciones evaluadas (excepto para C41 y C43 inducidas a 30°C), sin embargo,
esto tendria que confirmarse.
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Figura 15 Seguimiento del crecimiento de cultivos inducidos con IPTG. Se realiz6 un Unico ensayo de mediciéon de D.O
con cada una de las cepas a cada una de las temperaturas evaluadas durante pruebas de induccion con 1mM de IPTG
a 200 rpm. En todos los casos las lecturas a 600 nm fueron obtenidas de manera secuencial para cada cepa tomando
la lectura del medio como blanco durante una Unica ocasién al inicio de la lectura del set de muestras correspondiente
a dicho tiempo. Los paneles a, b, c muestran las lecturas de D.O a 600 nm obtenidas s a las 0, 3y 5 horas post induccion
a 30°C de las cepas BL21, C41 y C43 respectivamente. Los paneles d, e, f muestran las D.O a 600 nm obtenidas a las
0, 3y 5 horas post induccion a 25°C de las cepas BL21, C41 y C43 respectivamente y los paneles g, h, i muestran las
D.O a 600 nm obtenidas a las 0, 3y 5 horas post induccion a 16°C de las cepas BL21, C41 y C43 respectivamente.



Las condiciones establecidas para la prueba de crecimiento con y sin Kanamicina
de los cultivos inducidos con IPTG fueron 25°C, 200 rpm y las muestras al igual que
en el apartado anterior se tomaron a las 0, 3 y 5 horas post induccién con 1 mM de
IPTG.

Cabe destacar que mediante estos experimentos no se puede discernir entre las
posibilidades de toxicidad por expresion, percibida como la muerte del cultivo o si la
tasa de division disminuye debido a la carga metabdlica que representa el plasmido.

Los datos mostrados en la Figura 16, para el cultivo de BL21 transformada con cada
una de las construcciones, muestran que durante las primeras 3 horas de cultivo la
diferencia de D.O entre los cultivos con y sin Kanamicina parece no ser significativa,
sin embargo, esta diferencia se vuelve mayor durante las siguientes dos horas de
cultivo correspondientes al intervalo de 3 a 5 horas mostrado en la figura.

Esto podria estar relacionado a que la poblacion que crece en ausencia del
antibiotico, es decir, sin la presion de seleccion, esté perdiendo el plasmido. Si se
contrasta con la poblacion que crece en presencia de Kanamicina y que tiene el
plasmido, la carga metabdlica es mayor y el crecimiento es mas lento. Otra
posibilidad es que se esté induciendo la expresion del fragmento y por tanto la
expresion de la construccion que corresponde a la regién amino terminal de E1B,
limitando el crecimiento debido a su toxicidad.
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Figura 16 Crecimiento de cultivo inducido en presencia y ausencia de antibiético. Se realizé un Unico ensayo de mediciéon de D.O
con cada una de las cepas a cada una de las temperaturas evaluadas durante pruebas de inducciéon con 1mM de IPTG a 200
rpmy 25°C. En todos los casos las lecturas a 600 nm fueron obtenidas de manera secuencial para cada cepa tomando la lectura
del medio LB como blanco al inicio de la lectura de cada muestra. En cada caso las lineas color azul corresponden a las cepas
con la construccién crecidas durante la prueba en presencia de antibiético, las lineas naranjas corresponden a las cepas con la
construccién crecida en ausencia de antibiotico, las lineas grises corresponden a las cepas vacias crecida en presencia de
antibiético y las lineas amarillas corresponde a las cepas vacias crecidas en ausencia de antibiético. Los paneles a, b, ¢ muestran
las lecturas de D.O a 600 nm obtenidas s alas 0, 3y 5 horas post induccion de la cepa BL21 con las construcciones con la region
amino (N), region central (X) y regién carboxilo (C) de E1B-55kDa. Los paneles d,,e, f muestran las D.O a 600 nm obtenidas a las
0, 3y 5 horas post induccién de la cepa C41 con las construcciones con la regién amino (N), la region central (X) y la regién
carboxilo (C) y los paneles g, h, i muestran muestran las D.O a 600 nm obtenidas a las 0, 3y 5 horas post induccion de la cepa
C43 con las construcciones con la region amino (N), la region central (X) y la regién carboxilo (C ) de E1B-55kDa.

7 Perspectivas

Con la informacién obtenida podemos proponer posibles soluciones para lograr
expresar los tres fragmentos de E1B mediante la busqueda de condiciones en las
gue la expresion de cada construccion pueda ser optimizada:

e Determinar el tiempo de duplicacion de cada cepa para establecer
condiciones de cultivo adecuadas en cada caso.

e Verificar que el plasmido no se esté perdiendo a lo largo de los cultivos
liguidos de las cepas de expresion, tanto previo a la prueba de expresion,
como durante la misma
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e Mediante la busqueda de mensajeros en diferentes tiempos de cultivo se
puede determinar si el gen que codifica para cada una de las construcciones
de E1B esta siendo transcrito.

e Ultilizar tiempos mas largos durante las pruebas de expresién monitoreando
gue el cultivo se mantenga viable.

e Explorar el uso de medios definidos para controlar la regulacion metabdlica
bacteriana, evitar la expresion de fuga y favorecer la expresion de cada
construccion.

e Considerar el uso de sistemas “cell free” para la expresion de las
construcciones in vitro.
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