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RESUMEN

El cancer de pulmoén es responsable de 1,8 millones de muertes por afio en el
mundo, y los tratamientos existentes no son suficientes para contrarrestar esta
enfermedad. El desarrollo de una plataforma versatil que permita transferir drogas
quimioterapéuticas o proteinas recombinantes de manera especifica a células tumorales
y que, a su vez disminuya los efectos secundarios, podria mejorar la calidad de vida de
muchas personas. Las Virus Like Particles (VLPs) son capsides virales carentes de
material genético viral que se autoensamblan a partir de una o varias proteinas
estructurales. En particular, las VLPs derivadas del bacteri6fago MS2 (VLPs-MS2) tienen
un gran potencial terapéutico. El proyecto en el cual se encuadra esta tesis de
licenciatura involucra el desarrollo de una plataforma basada en este virus de
estructura simple. Las VLPs-MS2 pueden ser utilizadas como nanotransportadores para
encapsular diferentes cargos terapéuticos en su interior y, mediante modificacién
externa de las capsides, ser dirigidas hacia tejidos tumorales, disminuyendo los efectos
colaterales.

En este trabajo, se optimiz6 la produccién heterdloga en bacterias de las VLPs-MS2
mediante la puesta a punto de las condiciones de cultivo e inducciéon y mediante
modificaciones en el vector de expresion. Estas ultimas incluyen ediciones en la
secuencia codificante, en el promotor T7 y en la Regién de Inicio de la Traduccion (TIR)
para aumentar los niveles de expresion de proteina recombinante. También, se pusieron
a punto 2 procesos de purificacion de las VLPs-MS2, uno mediante Cromatografia de
Exclusion Molecular y otro mediante Filtracion de Flujo Tangencial y posterior columna
de intercambio cationica. Finalmente, como prueba de concepto de que estas VLPs-MS2
pueden transportar cargos, se disefiaron Quantum Dots para ser encapsulados por las
VLPs-MS2. La produccién a escala de este vector permitira continuar con los ensayos
necesarios para validar el uso de estas VLPs en el tratamiento del cancer de pulmoén.
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INTRODUCCION

Cancer de Pulmon

El cancer de pulmén se caracteriza por el crecimiento de células del tejido
pulmonar de manera no controlada, derivando en la formacién de un tejido anormal,
denominado tumor. Las células que lo componen pueden desprenderse y trasladarse a
tejidos cercanos o a otras partes del organismo, proceso denominado metastasis. Los
sintomas mas frecuentes son: tos con sangre, pérdida de peso, dificultad para respirar y
dolores en el pecho?.

Incidencia y Mortalidad

A nivel mundial, en el 2020 hubo 19,3 millones de personas diagnosticadas con
cancer, después del cancer de mama, el segundo con mas casos fue el cancer de pulmén
(11,4%). De las 10 millones de muertes que hubo en el 2020 por cancer, el de pulmoén
fue la principal causal, abarcando el 18% de los casos (Fig. 1). Este cancer, es el mas
frecuente en los hombres en términos de incidencia y mortalidad, y en las mujeres, tiene
el tercer lugar en incidencia, y el segundo en mortalidad, detras del cancer de mama3.
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Figura 1: Numero estimado de casos, segiin tipo de cancer, de incidencia y mortalidad en el 2020.
En el eje Y se muestran los diferentes tipos de cancer y en el eje X el nimero de casos (incidencia o
mortalidad). El cancer de pulmoén es el primero en mortalidad, abarcando el 18% de los casos,y el
segundo en incidencia. Adaptado del Global Cancer Observatory3.

Estudios recientes de Estados Unidos indican que, aunque la incidencia de esta
enfermedad disminuyd (2015: 48,9 casos cada 100.00 habitantes/afio) con respecto a
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su pico en el afio 1992 (65 casos/100.000 hab./afo), los niveles actuales son mayores al
afio 1973 (47,5 casos/100.00 hab./afio)* Esta enfermedad contintia siendo la principal
causa de muerte por cancer en ese pais en ambos sexos® y la sobrevida a 5 afios de los
pacientes desde 1973 a 2010, ha mejorado 26% para los subtipos tumorales menos
agresivos y s6lo un 7,2% para los mas agresivos+.

En el caso de Argentina, de los 130.878 casos diagnosticados de cancer en el afio 2020,
el 9,3% (n=12110) corresponde a cancer de pulmén® A su vez, del total de muertes
causadas por cancer, el de pulmén concentré el mayor porcentaje (15,3%, n=10.729).
Siendo la principal causa en varones (19,3%) y la tercera en mujeres (11,2%)°. En
Argentina, la mortalidad por cancer de pulmén en varones se ha reducido en forma

paulatina y sostenida desde 1980, mientras que en las mujeres se registra un leve
ascenso’.

Con respecto a la sobrevida a 5 afios de los pacientes diagnosticados con esta
enfermedad en nuestro pais, la misma no ha mejorado e incluso ha disminuido (2000 -
2004: 19,5%; 2005-2009: 12,4%; 2010-2014: 13,1%). Mientras que, para los canceres
gastrointestinales, la sobrevida en el periodo al menos se ha mantenidoB8. Segtun las
predicciones del Observatorio Global del Cancer, para el afio 2040 se esperan 15.800
muertes por cancer de pulmdn para Argentina, mientras que en el 2020 fueron 10.700,
es decir, se espera un 48% de aumento (Fig. 2)°. Todos los datos recopilados indican
que la enfermedad esta lejos de ser controlada actualmente; y el panorama a futuro
pareceria no ser favorable con las estrategias de tratamiento actuales.
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Figura 2: Proyeccion en Argentina de casos de cancer de pulmon. En el eje Y se muestran los casos
(x1000) y en el eje X los afios. Adaptado de Global Cancer Observatory®.

Tratamientos

Alrededor del 85% de los casos de cancer de pulmén son del tipo NSCLC (Non
Small Cell Lung Carcinoma; Cancer de pulmoén de células no pequefias)19, por lo que nos
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centraremos en las terapias disponibles para este tipo de cancer. El tratamiento
principal en una etapa inicial de la enfermedad (Fases I y II)11 consiste en una
extraccion del tumor mediante cirugia si el tumor es resecable. La sobrevida a 5 afios es
del 60% - 80% para los pacientes que estdn en Fase [ y del 30% - 50% para los que
estan en Fase II. Se usa la radioterapia para los casos en los cuales no se puede hacer
una cirugia debido a las condiciones del tumor (no resecable) o del paciente. Es
importante destacar que mas del 70% de los casos de NSCLC se diagnostican en la Fase
III o en la Fase IV. La condicién de la enfermedad en los pacientes en Fase Il es muy
variable, la sobrevida a 5 afios para estos casos varia del 15% al 2%, segtin la condicién
del tumor y la posible metastasis. En la poblacidon heterogénea de los pacientes en Fase
[II las estrategias involucran el uso de radioterapia, quimioterapia, la combinacion de
ambas o una cirugia de reseccidon del tumor si es posible. Para el caso de los pacientes en
Fase IV la eleccion de tratamiento depende de varios factores incluyendo estado general
de salud del paciente, comorbilidad, histologia y factores genéticos del cancer.
Brevemente, las estrategias utilizadas involucran: radioterapia externa paliativa,
quimioterapia combinada, terapia con laser, radioterapia endoscépica y terapia
dirigidal2.

Con respecto a esta ultima, la terapia dirigida, aprovecha la expresion diferencial de
alguna biomolécula en el tejido tumoral, logrando aumentar la especificidad y la
concentracion en el tejido diana y como consecuencia, reduciendo los efectos
secundarios sobre el tejido normal. Esta novedosa estrategia ya tiene tratamientos
aprobados, y tiene un futuro prometedor debido a que permite personalizar las
terapias3. De todas maneras, las células tumorales suelen desarrollar resistencia.
Ejemplo de esto, son los inhibidores de los receptores tirosin kinasa, como el gefitinib o
el erlotinib (inhibidores de la tirosin-quinasa de 1.2 Generacidén), que se unen
reversiblemente a los receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) e inhiben
su actividad. Aunque inicialmente se observaba en los pacientes una remisiéon del
tumor, al tiempo comenzaba a crecer nuevamente. A partir de la descripcién de las vias
de escape tumoral, se desarrollaron nuevas generaciones de este principio activo y
actualmente se encuentran en desarrollo los inhibidores de la tirosin-quinasa de 4.2
generacionl4,

Aunque estas terapias dirigidas han mejorado la calidad de vida de los afectados, el
tumor generalmente logra encontrar una via de escape a estos tratamientos. Las drogas
mencionadas tienen pocos efectos secundarios debido a que se unen especificamente a
EGFR mutado de las células tumorales. Sin embargo, muchos otros principios activos
utilizados necesitan ser especificamente dirigidos al tejido tumoral para disminuir los
efectos secundarios, e incluso de esta manera los tumores también generan
resistencial®. El desarrollo de vectores de transporte al tejido especifico que permiten
encapsular diferentes cargos (drogas quimioterapéuticas, biofarmacos, etc.) puede
disminuir los tiempos de desarrollo de nuevas terapias. El objetivo general del proyecto
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en el cual se enmarca esta tesis de licenciatura es la generacién de vectores que
permitan transferir cargos terapéuticos para el tratamiento del cancer de pulmoén.

En los ultimos afios se ha regulado el uso de numerosos biofdrmacos para el tratamiento
de diferentes enfermedades!®, estos pueden ser proteinas recombinantes, citoquinas,
hormonas, anticuerpos monoclonales, terapias basadas en acido desoxirribonucleico
(ADN)/acido ribonucleico (ARN), etcl’. A pesar de su especificidad y potencia, son
estructuras mas complejas que las drogas, por lo que su formulacién, entrega y
regulacion suele ser un desafiol8. El uso de nanoparticulas para transportar biofarmacos
surgié como una alternativa para contrarrestar las dificultades del uso terapéutico de
estas estructuras, debido a que permite modificar sus propiedades y de esta
manera optimizar su farmacocinética. La utilizacion de nanoparticulas para transportar
tanto biofarmacos como drogas quimioterapéuticas esta mostrando resultados muy
prometedores!?20. Con esta estrategia, se busca lograr una mayor concentracion en el
tejido diana, reducir la toxicidad sistémica, mejorar la solubilidad y estabilidad,
sobrepasar las barreras del sistema inmune y/o generar mejores imagenes de
diagnoéstico?1-23, Un tipo particular de nanotransportadores que se encuentran en fase
avanzada de desarrollo son las capsides virales carentes de material genético, conocidas
como Virus Like Particles (VLPs)

Virus Like Particles

Estas estructuras estan usualmente formadas por muchas subunidades de una o
mas proteinas estructurales que se auto-ensamblan?4. Las VLPs tienen una estructura y
una antigenicidad similar a la de los virus nativos2°, y se pueden producir mediante
ingenierfa genética expresando las proteinas recombinantes virales en una variedad de
sistemas: incluyendo bacterias2¢, levaduras?’, células de insectos?8, de mamiferos2?, de
plantas3? e incluso mediante sintesis proteica libre de células (CFPS)31 32, Estas
nanoparticulas generalmente tienen un tamafio de entre 20 y 200 nm33. Las VLPs se
pueden utilizar como nanotransportadores, ya que, por un lado, permiten encapsular
drogas terapéuticas34 35, proteinas recombinantes36, moléculas de ADN o ARN37, etc,; y
por otro lado es posible modificar genética o quimicamente la superficie con ligandos
especificos para células o tejidos diana38. También se utilizan para el desarrollo de
vacunas, debido a que son mas seguras que las vacunas tradicionales que utilizan virus
inactivados o atenuados. La ventaja es que se puede modificar su superficie para
presentar diferentes clases de epitopes3?40, Numerosos estudios demostraron que estas
nanoparticulas activan las células B, y generan una alta produccién de anticuerpos4l.
Incluso también estas estructuras pueden ser procesadas por células presentadoras de
antigeno y activar las células T42.

Actualmente, hay 6 vacunas aprobadas que utilizan VLPs, 3 de ellas actdan contra el
Virus del Papiloma Humano (HPV): Gardasil43, Gardasil9%* y Cervarix*>. También hay
una vacuna contra la Hepatitis B, llamada Prehebrio4¢, otra contra la Malaria,
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Mosquirix#’, y recientemente contra el SARS-CoV2, llamada COVIFENZ48. También hay
numerosos ensayos clinicos que utilizan VLPs para enfermedades como la
inmunodeficiencia humana (VIH), hepatitis E, COVID-19, virus sincitial respiratorio,
influenza humana, ébola y muchas otras33, indicando que los desarrollos utilizando esta
estrategia abarcan diversas enfermedades.

Numerosas VLPs fueron desarrolladas a partir de las proteinas virales del virus del
VIH*?, adenovirus®Y, virus de la Hepatitis B51, virus de la Hepatitis C52 y bacteri6fagos>3.
La variedad de estructuras adoptadas por las diferentes VLPs desarrolladas las
convierte en plataformas atractivas debido a su versatilidad funcional y estructural.
Basado en la presencia o ausencia de membrana lipidica en la estructura viral nativa, las
VLPs se clasifican en dos grandes grupos, VLPs envueltas o VLPs no envueltas,
respectivamente. Por otro lado, segiin cdmo se organizan las proteinas estructurales
pueden ser simple, doble o triple capa, y pueden contener una o varias proteinas
estructurales (Fig. 3)54 55,

Las VLPs envueltas obtienen su membrana lipidica mediante evaginacion de la célula
hospedadora en donde fueron sintetizadas#1. La naturaleza y composiciéon de la bicapa
lipidica es diferente para cada tipo de VLP envuelta; y ésta depende, por supuesto, del
virus nativo del cual procede la VLP y del tipo celular que se utiliza para su produccion.
Estas consideraciones se deben tener en cuenta a la hora de elegir el microorganismo
para producir estas nanoparticulas33. Para el desarrollo de vacunas, se pueden insertar
glicoproteinas en la membrana lipidica, las cuales suelen ser los antigenos diana
detectados por el sistema inmunitario para la produccién de anticuerpos. Las VLPs del
virus Influenza son un ejemplo de esto, donde se insertaron en la membrana lipidica la
proteina M1 de la matriz, hemaglutinina y/o neuraminidasa>®.

Por otro lado, las VLPs no envueltas estdn tipicamente formadas por una o mas
proteinas estructurales de un patégeno que se autoensamblan, de manera que no
incluyen ningiin compuesto de la célula productora®’. Presentan una ventaja con
respecto a las VLPs envueltas debido a que su estructura es menos compleja, por lo que
suelen ser mas faciles de producir33. Las VLPs no envueltas mas sencillas que estan
conformadas por una Unica proteina estructural, como la derivada del HPV, se sintetizan
tanto en sistemas eucariotas®® como procariotass®. En otros casos, se sintetiza de
manera recombinante la proteina de la capside y luego se ensambla la estructura en un
ambiente libre de células, para fomentar un homogéneo ensamblado de las
nanoestructuras®?. Las VLPs no envueltas que tienen multiples capas son mas complejas
por lo que habitualmente se sintetizan en eucariotas superiores como plantas®é?,
levaduras®? o células de insectos®3. Estos sistemas de produccién permiten la co-
expresion de diferentes proteinas al mismo tiempo, y por lo tanto, el ensamblado de
nanoestructuras complejas en la misma célula.

10
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Figura 3: Clasificacion y ejemplos de VLPs. Se muestra la clasificacién utilizada para las VLPs, y a
continuacién algunos ejemplos: I) VLPs del ectodominio de la proteina de matriz del virus de la
influenza®4. 1) VLPs del Hantavirus®s. IV) VLPs del virus de la Hepatitis C66. V) VLPs del virus del

Sindrome respiratorio agudo grave (SARS)¢7. VI) VLPs del virus de la Hepatitis B (simple capa compuesto
por una dnica proteina (Figura XB i-))¢8. VII) VLPs del virus del mosaico del caupi®®. VIII) VLPs de las
proteinas L1 y L2 del HPV70. IX) VLPs del virus de la fiebre aftosa’!. X) VLPs del rotavirus72. Adaptado de
Nooarei y colaboradores33.

Entre las numerosas VLPs desarrolladas, una de las utilizadas es la del bacteriéfago MS2
(VLPs-MS2). Este virus de estructura simple (no envuelto, simple capa y compuesto por
una Unica proteina) tiene un gran potencial terapéutico. Entre otras aplicaciones, las
VLPs-MS2 pueden ser utilizadas como nanotransportadores para encapsular diferentes
cargos y, mediante modificacién externa de la capside, ser dirigidas hacia tejidos
especificos73.

11
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VLPs-MS2

El bacteriéfago MS2 posee una capside icosaédrica de 27 nm de diametro,
conformada por 180 copias de la proteina de la capside (CP) que se autoensamblan74
(Fig. 4). Las VLPs derivadas de este virus tienen un didmetro interno de 22 nm, por lo
que son ampliamente utilizadas como vector para transportar drogas, proteinas,
epitopes peptidicos y moléculas de ADN o ARN73.75-77, Para las estrategias de terapia
dirigida, se suele modificar quimica o genéticamente la superficie exterior de estas
nanoparticulas con ligandos especificos de tejidos celulares diana’8 7°. Incluso, estas
nanoparticulas se utilizan para el desarrollo de vacunas ya que inducen tanto la
respuesta humoral como celular80-82,

Figura 4: Estructura tridimensional de VLP-MS2. Representaciéon de una VLP derivada del
bacteri6fago MS2. Para el ensamblado, la proteina CP forma dimeros asimétricos (rojo/verde) o
simétricos (violeta/violeta), el didmetro externo es de 27 nm y el interno de 22 nm77.

La estructura cristalografica del bacteriéfago fue resuelta con una resolucién de 2.8 A, el
MS2 tiene una capside icosaédrica con numero de triangulaciéon T = 374 (este nimero
indica la cantidad de unidades estructurales por cara del icosaedro)®3. El genoma es

ARN monocatenario positivo de 3569 bases y codifica para cuatro proteinas (Fig. 5)84.

Como se menciond anteriormente, la capside del bacteri6fago esta formada por 180
copias de CP, una proteina de 130 aminoacidos. Para conformar la capside, la proteina
CP se dimeriza e interacciona con un fragmento del genoma viral de 19 nucle6tidos que
forma una horquilla (region TR) (Fig. 5). Esta region se encuentra en el extremo 5" del
gen de la replicasa, de hecho contiene la regiéon Shine-Dalgarno y el codén de iniciacién
del gen mencionado?®>.

12
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Figura 5: Genoma del bacteriéfago MS2. Representacion visual del genoma viral de 3569 bases (b), el
cual codifica para cuatro proteinas: la proteina de la cadpside (CP), la proteina de maduracién (Proteina-
A), lareplicasa yla proteina de lisis (Prot.-L). En amarillo se marca laregiéon TR, la cual interaccién con el
dimero de CP86,

La interaccion entre el ARN viral y la proteina CP genera un complejo de iniciacion, el
cual nuclea mas dimeros de CP y genera que el ARN colapse y se vaya ensamblando la
capside alrededor del mismo&86. Se generan dos tipos de dimeros, en mayor proporciéon
uno asimétrico (A/B) y en menor proporciéon uno simétrico (C/C)87. La diferencia entre
las tres cuasi equivalentes estructuras de la proteina estd en la conformaciéon del FG
loop®8. Entonces, 60 dimeros asimétricos mas 30 dimeros simétricos forman la capside
icosaédrica (Fig. 6)74. El genoma viral tiene una funcién estructural en el ensamblado de
las VLPs, debido a que es encapsulado cuando la regién TR interacciona con CP®. De
todas maneras, la proteina viral es el componente clave del proceso de ensamblado, ya

que la capside puede autoensamblarse a partir de la proteina CP sin necesidad de una
molécula de ARN>7.

A/B
FG loop

FG loop

60 X

Figura 6: Ensamblado de VLP-MS2. La capside icosaédrica de triangulacion T=3 se autoensambla a
partir de 60 dimeros de CP asimétricos (A/B) y 30 simétricos (C/C), sin necesidad del ARN viral7s.
Considerando que para el ensamblado de la capside la proteina estructural forma un
dimero, Peabody y Lim?° fusionaron 2 copias del gen que codifica para la proteina CP
para optimizar la produccion de VLPs. Mediante ingenieria genética eliminaron el codén
de terminacién (codén de stop) de la primera copia y la unieron con una secuencia
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puente de 2 aminodacidos a la segunda copia. Mediante microscopia electrénica los
autores observaron que estas estructuras son indistinguibles de las generadas por la
proteina CP expresada en forma de monémero. Por otro lado, un estudio reciente
demostro6 que la proteina CP es un dimero “obligado” debido a su estabilidad cinética, la
proteina monomérica se debe dimerizar para terminar de plegarse y llegar a su menor
estado de energia®l. Generalmente, la estrategia utilizada para producir estas VLPs es
mediante expresion heter6loga de dimeros de CP en bacterias o levaduras, y las VLPs se
ensamblan dentro de la misma célula hospedadora?®2 93,

La estabilidad del bacteri6fago MS2 es afectada por diferentes factores fisicoquimicos,
como la temperatura?, la fuerza iénica® o el pH%. Particularmente, la sensibilidad de la
capside a cambios en el pH es aprovechada para la encapsulacion de diferentes cargas.
Cuando el virus se encuentra a un pH menor a 4.5, se desestabiliza y desarma, proceso
que se revierte cuando se sube el pH a 7%6. Como se mencion6 anteriormente, la capside
se puede auto ensamblar con la regidn TR que interacciona directamente con la
proteina CP. Una estrategia en la cual se aprovechan estas caracteristicas consiste en
conjugar moléculas (ADN/ARN, drogas o proteinas) a la regién TR y, mediante la
disminucion del pH a 4.5 y posterior aumento a 7, las moléculas pueden ser
empaquetadas dentro de la capside?’. De esta manera se aprovecha el volumen interior
de la capside (22-23 nm de didmetro aproximadamente).

El campo de aplicaciéon de estas VLPs crece de forma exponencial. Debido a todas las
caracteristicas mencionadas anteriormente, las VLPs-MS2 se utilizan para desarrollar
vacunas contra, por ejemplo, el HPV, entre otras?8-100, Por otro lado, hay un abordaje
que utiliza VLPs-MS2 para rastrear moléculas de ARN en células vivas10! y también se
han desarrollado estrategias para la identificacién de epitopes peptidicos utilizando
estas VLPs102,103,

También estan siendo utilizadas como plataforma de entrega de cargos terapéuticos
debido a sus caracteristicas. Como se menciond anteriormente, se puede modificar
quimica o genéticamente su superficie para abordajes de terapia dirigida o para
desarrollo de vacunas. También, son faciles de producir mediante tecnologia
recombinante en bacterias o levaduras. Y por ultimo, es provechosa la estrategia
utilizada para encapsular cargas que involucran la interaccion de la region TR con la
superficie interna de la capside.

Son muchos los tipos de aplicaciones que tienen estas VLPs como plataforma de entrega
(Fig. 7). Las vacunas basadas en ARN mensajero (ARNm) estan emergiendo como
alternativa a las vacunas tradicionales, pero su principal problema es la inestabilidad
del ARNm frente a las RNAsas!04, Existen numerosos abordajes para encapsular los
ARNm y contrarrestar la limitacion mencionada. Se han desarrollado VLPs-MS2 que
encapsulan ARNm para tratamientos de diferentes enfermedades como el cancer de
prostata (Fig. 7-A)81.105, Para el desarrollo de vacunas, también se han disefiado VLPs-
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MS2 que presentan en su superficie epitopes peptidicos para ser reconocidos por el
sistema inmune. Generalmente esto se hace mediante la insercion de una secuencia de
ADN codificante en fase a la proteina CP. Un ejemplo de esto es la que se ha desarrollado
contra HPV que tiene un efecto similar, en ratones, a la vacuna de dltima generacién
Gardasil-91%6, Los autores expresaron diferentes péptidos de la proteina menor de la
capside (L2), los cuales son expuestos en la superficie cuando se ensambla la capside de
la VLP (Fig. 7-B).

Las VLPs basadas en el bacteriéfago MS2 también son utilizadas para transportar otros
cargos. Ya han sido desarrolladas algunas conteniendo drogas quimioterapéuticas,
ARNs de interferencia pequenios (siARN) y toxinas que se dirigen especificamente hacia
células de hepatocarcinoma (Fig. 7-C, D)75. También, se desarrollaron VLPs-MS2 para
transportar microARNs (miARN) a células mononucleares de sangre periférica y asi
inhibir la osteoclasto génesis (Fig. 7-C)107.

A “ + ’””’I//

VLPs-MS2 ARNmM
Vacunas
»
| -~
B | 2 <+ &8 >,
~ . i -
VLPs-MS2 péptidos
C ™S 4+ MW + Terapia génica

ViPemsa  SIARN/MIARN

D ™ 8. Terapia
VLPs-MS2 drogas .

Figura 7: Abordajes utilizando VLPs-MS2. Se ejemplifican desarrollos para tratamiento terapéuticos
utilizando como plataforma VLPs-MS2.

Como se menciono, las VLPs-MS2 se producen mediante expresiéon heteréloga de
dimeros de CP en bacterias o levaduras, y las capsides se autoensamblan dentro del
mismo microorganismo. Para evaluar si se podria utilizar esta plataforma en terapias
dirigidas para tratamiento de cancer de pulmdn se necesitan hacer numerosos ensayos.
Considerando que en los procesos de purificacion se suele perder masa de proteina
recombinantel%, y para optimizar al maximo el proceso de obtencién de las VLPs, es
critico que el rendimiento de produccién de proteina recombinante del microorganismo
sea alto. Hay numerosas maneras de optimizar la produccién de una proteina
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heteréloga, tanto a nivel del microorganismo productor, como a nivel de los medios de
cultivo utilizados o en los disefios de los vectores de expresion. A continuacion, se
detalla una estrategia para optimizar el vector de expresion de una proteina

recombinante en un sistema de expresién heterdloga utilizando la serie de vector pET
en bacterias Escherichia coli BL21(DE3).

Optimizacion de la expresion proteica

En relacion a la optimizaciéon de la produccion de una proteina recombinante en
un vector de expresion pET es interesante destacar el trabajo realizado por Shilling y
colaboradores?%. Los autores reportaron defectos en el diseno del plasmido pET28a vy,
para subsanarlo, desarrollaron vectores mejorados que rectifican estas deficiencias y
demostraron que aumentan considerablemente la produccion de proteinas
recombinantes diferentes. Estas mejoras pueden ser implementadas en la mayoria de
los vectores pET (Agilent Technologies, Inc. Santa Clara, CA).

En primer lugar, los autores encontraron que el promotor T7 del plasmido pET28a es
una variante truncada de la secuencia consenso completa del promotor T7, son 4 bases
las que faltan (Fig. 8). El supuesto fue verificado observando que se triplica la
produccién de GFP en E. coli cepa BL21(DE3) pLysS cuando se adicionan las 4 bases al
promotor. Lo probaron en otras 2 cepas diferentes, C41(DE3) y C43(DE3), y
encontraron resultados semejantes. También lo evaluaron con el vector pET15b, que
contiene la misma regién T7lac y obtuvieron efectos parecidos.

Promotor T7 lacO

[[AATACGACTCACTATAGG} ---GGAATT.TTTAA

ITAATACGACTCACTATAGGGAGASGAATT. TTTAA

Figura 8: Defecto de disefio en el promotor T7. Al promotor T7 original le faltan 4 bases, las cuales se
muestran marcadas en rojo en el vector optimizado.

En segundo lugar, los autores encontraron un defecto en el disefio de la secuencia en la
Region de Inicio de la Traduccién (TIR). Dicha regiéon, de 30 nucledtidos
aproximadamente, es reconocida por la subunidad 30S del ribosoma en el inicio de la
traduccion. Estd compuesta por la secuencia Shine-Dalgarno, un espacio de entre 5 y 9
nucledtidos y los primeros 5 codones de la secuencia codificante. A partir de
investigacion bibliografica, los autores suponen que la regiéon TIR del pET28a fue
ensamblada por fusién ad hoc de médulos genéticos, en lugar de haber sido considerada
la coevolucion de los ARNm con los ribosomas de E. coli.

Por lo tanto, los autores plantearon un experimento de evolucién sintética con el fin de
identificar una region TIR que presumiblemente sea mas compatible con los ribosomas
de la célula huésped. Brevemente, mediante una Reaccién en Cadena de la Polimerasa

16



ITECA
| ECYT_UNSAM-CONICET

(PCR) utilizando cebadores degenerados, confeccionaron una biblioteca de mas de 16
millones de vectores con regiones TIR alternativas, luego transformaron bacterias y
evaluaron el nivel de expresion de un gen de resistencia sometiéndolas a altos niveles
de antibiotico. Los autores encontraron una variante que aumentaba 47 veces la
producciéon de GFP, y la llamaron TIR2 (Fig. 9).

Region de Inicio de la Traduccion (TIR)

Shine-Dalgarno

TTTAAC{:AAGGA@ATATACdATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCA
) M G 5§ §S H H H H H

Shine-Dalgarno

TTTAAC@;AGGA@AGCAGC'IiATGCAGCTTAGCCATCATCATCATCATCA

M Q L 5 H H H H H

Figura 9: La evolucion sintética generé una region TIR optimizada. Los experimentos llevados a cabo
por los autores generaron una variante TIR alternativa (TIR2) que aument6 la produccién de GFP. En rojo
seresaltan las bases diferenciales.

Es importante remarcar que en esta estrategia necesariamente cambian los primeros 2
aminodacidos de la proteina recombinante analizada. De todas maneras los autores
aclaran que, en su caso, la estabilidad de la proteina se mantiene.

Finalmente, los autores crearon una version mejorada del pldsmido de expresién
pET28a combinando la regiéon T7 consenso con la region TIR2 (Fig. 10). Cuando se
combinaron, observaron que la produccion de GFP aumentaba 121 veces en
comparacion con la version estandar. También, lo evaluaron con 2 proteinas
recombinantes mas y observaron resultados semejantes. En un experimento final, los
autores observaron que la solubilidad de las proteinas recombinantes se mantuvo a
pesar de los altos rendimientos.

Promotor T7 lacO Region de Inicio de la Traduccion (TIR)

Shine-Dalgarno
[TAATACGACTCACTATAGGH---GGAAT T...TTTAAG@AGGAG)&TATACChTGGGCAGCAGCCAT caT) | Original |
M G S5 S H H
[TAATACGACTCACTATAGGGAGAGGAAT T___TTTAAG@AGGAGBGCAGCTF\TGCAGCTTAGCCAT CaT) | Optimizado |
M @ L S H H

Figura 10: Combinaciéon del promotor T7 consenso y la regién TIR2. Los autores disefiaron un
plasmido incorporando lasregiones mencionadas (en rojo las bases diferenciales) y observaron un
aumento en la produccién de las 3 proteinas recombinantes donde lo probaron.

El laboratorio en el cual se desarrollara este trabajo cuenta con un pldsmido de
expresion de dimeros de CP (dCP) unidos mediante un puente aminoacidico (pET21-
dCP). Esta estructura plasmidica permite producir la proteina recombinante en

bacterias sin contener el ARN viral y, de esta forma, generar VLPs-MS2. Para mejorar los
niveles de produccién de VLPs-MS2, se buscard optimizar el vector de expresion
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incorporando mediante una estrategia de clonado las regiones mencionadas (promotor
T7 consenso y TIR2).

También, en paralelo, se buscara eliminar del pET21-dCP una etiqueta o tag que esta
fusionado en el extremo N-terminal de dCP, el T7 leader. Esta secuencia codificante fue
incorporada en el plasmido cuando se sintetiz6 quimicamente, con el objetivo de
optimizar la expresion110. Pero al observar en experimentos preliminares bajos niveles
de produccion, en este trabajo se llevé a cabo una estrategia para eliminarlo.

Considerando que la temperatura es un factor critico cuando se considera la expresion
de una proteina recombinante en un sistema de expresion heter6loga, se evaluaran
diferentes temperaturas de crecimiento parala produccién de VLPs-MS2111,

Con el objetivo de analizar el uso de las VLPs-MS2 como nanotransportadores de cargos
terapéuticos para tratamientos de cancer de pulmén, como prueba de concepto, se
encapsulara una molécula reportera. Un marcador fluorescente usualmente utilizado en
nanotecnologia son los Quantum Dots (QDs).

Quantum Dots

Los QDs o puntos cuanticos son ampliamente utilizados como marcadores
fluorescentes en andlisis biolégicos, incluyendo ensayos inmunolégicos. Son
nanocristales de semiconductores que miden entre 1 y 10 nm, compuestos por
elementos de la tabla periddica de los grupos II-VI o III-V. Estos emiten fluorescencia,
dependiendo de su tamaio y composicidn, desde el ultravioleta hasta el infrarrojo. Una
de sus ventajas es que, debido a sus caracteristicas, permiten ser excitados sin sufrir
foto desgaste, como ocurre con los fluoréforos organicos (Fig. 11) 112,113,

Longitud de onda (nm)

Figura 11: Emision de Quantum Dots. A mayor tamario, mayor longitud de onda, menor la frecuencia de
emision. Adaptado de Kargozar, S.y colaboradores12.

En sintesis, la optimizacién de la produccién de VLPs-MS2 y la evaluacién de su

capacidad de carga permitirdn el desarrollo de un vector para el transporte de

biofarmacos o drogas quimioterapéuticas, para el tratamiento de cancer de pulmén y

otras enfermedades.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El objetivo general del proyecto en el que se encuadra esta tesis es el desarrollo
de Particulas Similares a Virus o Virus Like Particles (VLPs) del bacteriofago MS2. Estas
nanoestructuras permitirdn el transporte de proteinas recombinantes y/o drogas
quimioterapéuticas para eliminar o disminuir el crecimiento de células de cancer de
pulmdn, disminuyendo los efectos colaterales.

En particular, esta tesis tiene como objetivos:

1. Optimizar la expresion y el proceso de purificacion de las VLPs del
bacteriofago MS2.

1.1. Se eliminara el tag del T7 leader que se encuentra en el extremo N-
terminal de la proteina recombinante dCP.

1.2. Mediante una estrategia de clonado se incorporardn las regiones
mencionadas anteriormente, promotor T7 consenso y TIR2, en el
plasmido de expresion.

1.3. Considerando que la temperatura de crecimiento bacteriano es critica en
la produccién de proteinas recombinantes, se estudiara como afecta este
factor en el rendimiento de produccion de VLPs.

1.4. Se estudiaran distintos procesos de purificacion de VLPs-MS2 mediante
técnicas de cromatografia y/o filtracion.

2. Ensamblar VLPs-MS2 conteniendo una proteina reportera en su interior
unida mediante un ADN quimera.

2.1.  Para validar la hipotesis de que las VLPs-MS2 podran transferir proteinas
recombinantes o drogas quimioterapéuticas, se encapsularan, como
prueba de concepto, Quantum Dots.
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MATERIALES Y METODOS

El laboratorio ya ha sintetizado quimicamente (GenScript USA Inc., Piscataway,
NJ) la secuencia de dimeros de CP (dCP), que fueron clonadas en un plasmido de
expresion (pET21-dCP) para la obtencion de VLPs-MS2 en bacterias. Cada subunidad
tiene 130 aminodacidos y estan unidas por un puente aminoacidico (glicina y alanina),
por lo que el dimero generado tiene 262 aminoacidos y un peso molecular calculado de
27,8 kDa (ver anexo). El plasmido fue sintetizado con la secuencia del T7 leader en el
extremo N-terminal de la proteina dCP. Debido a que se observaron bajos niveles de
produccidn, se desarrollé6 una estrategia para eliminar la secuencia codificante del T7
leader, obteniendo el plasmido pET21-dCPO (Fig. 12).

PromotorT7 lacO T7 leader dCP
5°AATTARL . AGGGGA..CAATTC.. CATA TGGCT...GGATCCCAT |ATGGCTTCTAAC.> pET21-dCP
15aa 262 aa
Promotor T7 lacO dCP
5 AATTAR. AGGGGLA...CAATTC...GGAT CCCA'IIATGGCTT CTAAC.> PET21 -dCP0O
262 aa

Figura 12: Esquema de plasmidos de expresion de dCP. Arriba, el plasmido sintetizado quimicamente
donde se incluyé el tag del T7 leader (pET21-dCP) y abajo, el plasmido a obtener donde se eliminala
secuencia del T7 leader (pET21-dCP.0). Se observa el operador lac (lacO), el dimero de CP (dCP) y la

cantidad de aminodacidos (aa) de las secuencias codificantes.

Obtencion del plasmido pET21-dCPO

La estrategia para la obtencion del plasmido pET21-dCPO fue la siguiente: se
llevé a cabo un corte con la enzima de restriccion Ndel del plasmido pET21-dCP, y un
posterior religado para eliminar la secuencia codificante del T7 leader (Fig. 13).

s-d T7 leader linker dcp
5° AG ATATACATATG-:CTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCCATATG SCT
Ndel Ndel

Figura 13: Secuencia del plasmido pET21-dCP. Se detalla la secuencia nucleotidica del T7 leader en el
extremo N-terminal de dCP. Se marca le regiéon Shine-Dalgarno (s-d), se marca la regién codificante del T7
leader en rojo (11 aa), un linker (4 aa) y con una flecha azul se recuadra el inicio de la secuencia
codificante del dimero de CP (dCP), y en amarillo se recuadra la secuencia de reconocimiento de la enzima
de restricciéon Ndel.

Cultivo de bacterias conteniendo el plasmido pET21-dCP

Se inocul6 una colonia de E. coli cepa DH5-a conteniendo el plasmido pET21-dCP
en 5 ml de Luria-Bertani (LB) con Ampicilina 50 pg/ml. Se dejo crecer toda lanoche a 37
2C con agitacion orbital a 200 rpm para luego purificar el plasmido.
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Para la elaboracidon del medio LB se mezclaron los componentes (Tabla 1) mediante

agitacion y se llevo al volumen deseado con agua bidestilada. Luego se autoclavé 20
minutos (min) a 121 2Cy 103 kPa.

NaCl (Sigma Aldrich. Saint Louis, MO) 10 g/L
Triptona (Oxoid. Basingstoke, Inglaterra) 5g/L
Extracto de Levadura (Oxoid. Basingstoke, Inglaterra) 10 g/L
NaOH (Cicarelli. San Lorenzo, Argentina) hasta pH 7 ~1mM

Tabla 1: Composicién del medio Luria-Bertani (LB).

Minipreparacion

Para llevar adelante la purificacion del plasmido se prepararon las siguientes
soluciones:

v' P1 - Buffer de resuspension

o 25 mM Tris-HCI (pH 8.0)
o 10mM EDTA

= Seconservd a temperatura ambiente

v" P2 - Solucion de desnaturalizacion

o 0,2 NNaOH
o 1% dodecilsulfato s6dico (SDS)

= Seconservd a temperatura ambiente

v P3 - Solucién de renaturalizacion

o 3M acetato de potasio (pH 5.2)
o 2Macido acético glacial

= Se conservo a4°C

El protocolo utilizado se detalla a continuacién:

1.

2
3.
4

vt

Partir de 1 eppendorf conteniendo 1,5 ml de cultivo bacteriano.
Centrifugar a maxima velocidad por 20 segundos en centrifuga de mesada.
Descartar el sobrenadante.

Resuspender el pellet en 100 pl de P1 y agregar 2 pl de Ribonucleasa A (ARNasa)
10 mg/ml (Sigma Aldrich).

Dejar actuar 2-3 minutos.

6. Agregar 200 pl de P2 y mezclar invirtiendo cabeza-cola 4-5 veces.
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7. Esperar a que el liquido se vuelva transparente (como maximo 5 minutos) e
incubar en hielo por 5 minutos. (En caso de que no esté transparente, agregar
50-100 pl de P2y 25-50 pl de P1.)

8. Agregar 150 pl de P3. (En caso de aumentar el volumen de P2, mantener
proporcién de %5 de P3 en el volumen final)

9. Mezclar invirtiendo cabeza-cola 4-5 veces.

10. Incubar en hielo 10-15 minutos.

11. Centrifugar a maxima velocidad (al menos 13.000 g) por 15 minutos.
12.Pasar el sobrenadante a un tubo nuevo.

13.Agregar 1 ml de etanol 100% (2 volumenes) o 350 pl de isopropanol (0.7
volumenes) para precipitar el ADN. Invertir cabeza-cola 4-5 veces para mezclar.

14.Incubar a -20 2C durante 20 minutos.
15. Centrifugar a maxima velocidad 15 minutos.
16. Descartar el sobrenadante.

17.Agregar 500 pl de etanol 70% por la pared y rotar el tubo para hacer correr el
etanol por las paredes.

18. Centrifugar a maxima velocidad 5 minutos.

19. Repetir pasos 17-18.

20.Descartar el sobrenadante y dejar el tubo abierto por 10-15 minutos.

21.Resuspender el pellet en 25-50 pl de agua bidestilada.
Luego de la purificacion del ADN plasmidico, se cuantific6 la masa mediante
espectrofotometro de microvolumenes (Nanodrop ND1000. Thermo Fisher Scientific.
Waltham, MA). Por otro lado, para visualizar la integridad y la pureza, se sembré en un
gel de agarosa 1.2% tenido con Bromuro de Etidio [0,05 mg/ml] y la corrida
electroforética fue llevada a cabo en una cuba de electroforesis Mini-Sub Cell GT (Bio-

Rad Lab. Hercules, CA) utilizando buffer TAE 1X (Tabla 2) para luego ser visualizados
en el documentador de geles ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare. Chicago, IL).

Tris-base 0.04 M
Acido acético glacial 0.02 M
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) pH 8,0 1 mM

Tabla 2: Composiciéon buffer TAE 1X

Corte de ADN mediante la enzima de restriccion Ndel

Con el plasmido pET21-dCP purificado se llevdo a cabo la restriccion con la
enzima Ndel. Se incubd 1 pl de Ndel (Cat. R0111S, New England BioLabs [NEB], Ipswich,
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MA), 2 pl de buffer Cutsmart (10X) y 17 pl de agua bidestilada conteniendo el plasmido
purificado. Se incub6é durante 30 minutos a 37 °C. Luego de la restriccidn, se desfosforild
el vector con la enzima Fosfatasa Alcalina rSAP (recombinant Shrimp Alkaline
Phosphatase #M0371. NEB) para evitar el religado. Se agregé al tubo de restriccién, 1 pl
de rSAP y se incubd 30 minutos a 37 °C, luego se inactivé la enzima mediante la
incubacién a 65 °C durante 5 minutos.

Purificacion del ADN

El plasmido pET21-dCP cortado con Ndel segun las condiciones mencionadas
anteriormente se sembré6 en un gel de agarosa 1.2%. Se corté con un bistur{ estéril la
banda del vector identificada con el transiluminador DyNA Light Dual Intensity UV
(Labnet International. Edison, NJ) y se utiliz6 el kit AccuPrep® PCR/Gel Purification Kit
(Bioneer. Daejeon, Corea del Sur) para purificar la molécula de ADN.

Re-Ligacion del plasmido

La re-ligacion fue llevada a cabo utilizando el kit pGEM-T Easy (Promega Corp.
Madison, WI). Se mezcl6 5 pl de Rapid Ligation Buffer 2X, 1 pul de T4 ADN ligasa, 1-4 pl
del plasmido (100 ng) y agua bidestilada para llevar a volumen final de 10 pl. Se incubd
30 minutos a temperatura ambiente y luego se dejé toda la noche a 4 °C. Se realizé6 un
control sin ligasa para evaluar la posibilidad de purificar accidentalmente vector
circular junto al fragmento de restriccién. Luego se hizo una transformaciéon de la
ligacidon en bacterias competentes E. coli de la cepa DH5-a.

Preparacion bacterias E. coli cepa DH5-a competentes

Previo a la transformacion se prepararon bacterias competentes, para esto se llevé a
cabo el siguiente protocolo.

1. En condiciones de esterilidad, tomar con un ansa las bacterias conservadas en
glicerol 10% a -80 °C.

2. Rastrillar en zig-zag en una placa de petri con LB - Agar (Tabla 3) y antibiotico
correspondiente a la cepa (acido nalidixico 25 pg/ml)

Incubar toda la noche a 37 2C.
4. Picar 1 coloniay crecer en 5 ml de LB a 37 2Cy agitacién orbitala 200 rpm ON.

Realizar una dilucién 1/100 en 100 ml de Terrific Broth (TB) (Tabla 4), incubar
a 37 2Cy agitacion orbital a 200 rpm.

6. Cuando el medio llega a una Densidad Optica a 600 nm (ODsoonm) de 0,4-0,5,
poner en hielo por 20 minutos.

7. Poner en hielo CaCl, 0.1M para su uso posterior.

8. Centrifugar 15 minutos (1.200g a 4 °C) y resuspender en 12,5 ml de CaCl; 0,1M e
incubar 20 minutos en hielo.
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9. Volver a centrifugar 15 minutos (1200g a 4 2C) y resuspender en 3,5 ml de CaClz
0,1M con glicerol 15%.

10. Alicuotar en tubos eppendorf frios de a 100 pl y congelar rapidamente en
nitrégeno liquido.

11.Conservar a -80 °C.

NaCl (SigmaAldrich. Saint Louis, MO) 10g/L

Triptona (Oxoid. Basingstoke, Inglaterra) 5g/L

Extracto de Levadura (Oxoid. Basingstoke, Inglaterra) 10g/L

NaOH (Cicarelli. San Lorenzo, Argentina) para pH 7,0 ~1mM

Agar (Difco. Detroit, MI) 15 g/L

Tabla 3: Composicién del medio LB - Agar.

Mezclar los componentes mediante agitacion y llevar al volumen deseado con agua
bidestilada. Luego autoclavar 20 minutos. Antes de que se gelifique, volcar 15-20 ml por
placa de Petri con el antibi6tico indicado.

Extracto de Levadura (Oxoid. Basingstoke, Inglaterra) 24 g/l
Triptona (Oxoid. Basingstoke, Inglaterra) 20 g/l
Glicerol (Cicarelli. San Lorenzo, Santa Fe) 4 ml/1
Buffer Fosfato (Cicarelli. San Lorenzo, Santa Fe) 0.17 M KH,PO.
Buffer Fosfato (Sigma Aldrich. Saint Louis, MO) 0.72 M K:HPO,

Tabla 4: Composicion del medio Terrific Broth (TB).

Mezclar los componentes (excepto el Buffer Fosfato) mediante agitacién y al volumen
deseado con agua bidestilada. Luego autoclavar 20 minutos. Agregar el Buffer Fosfato
autoclavado al momento de largar el cultivo.

Transformaciéon de bacterias E. coli cepa DH5-a

Se incubaron 50 ul de bacterias E. coli cepa DH5-a competentes con 5 pl de la re-
ligacion durante 30 minutos en hielo. Luego las células se sometieron a un shock
térmico de 42 °C durante 45 segundos, posteriormente se dejé reposar 2 minutos mas
en hielo. Luego se agregd 1 ml de medio de crecimiento LB, y se las puso a recuperar 1
hora a 37 °Cy agitacidon orbital a 200 rpm. Luego se centrifug6 durante 20 segundos a
maxima velocidad y se resuspendi6 el pellet en 100-150 pl del LB remanente. Se
plaque6 en placas de medio LB-Agar con Ampicilina 50 pg/ml y se crecieron toda la
noche a 37 °C.
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PCR de colonias

Se llevo a cabo una PCR de colonias bacterianas con cebadores especificos para
detectar clones positivos. El tamafio del amplicén esperado es de 160 pb, mientras que
para el vector sin modificaciones es de 205 pb. Para la PCR de colonias se utilizé6 un
volumen final de 25 pl, donde las concentraciones finales de los reactivos fueron las
siguientes: 0,2 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgClz, 1X PCR Buffer, cebadores 0,5 uM, Taq
ADN polimerasa (ThermoFisher Scientific) 0,025 U/pl y 1 colonia a evaluar. Se
procesaron 8-10 bacterias.

Los cebadores utilizados fueron sintetizados quimicamente (Genbiotech SA., CABA) y se
detallan a continuacion:

Cebador 1: 5" -CGAGATCTCGATCCCGCGAA-3"
Cebador 2: 5" -CCGGTACCGCCATTGTCGACGAGAACGAACTGAGTAAAGTTAGAAGC -3"

Se utilizé el termociclador T-18 (Ivema Desarrollos. Lanus, Bs As.) y las condiciones de
ciclado fueron las siguientes (Tabla 5):

Desnaturalizacién inicial | 95 2C 2 min 1 ciclo
Desnaturalizacion 94 ¢C 30 seg

Hibridacién 49 °C 30 seg 35 ciclos
Elongacién 72°C 30 seg

Elongacién final 72°C 1 min 1 ciclo

Tabla 5: Ciclo utilizado para la PCR de colonias.

Para evaluar los resultados, los tubos de PCR fueron sembrados en geles de agarosa 3%
tefiidos con Bromuro de Etidio [0,05 mg/ml] y la corrida electroforética fue llevada a
cabo como se menciond anteriormente. Los geles se analizaron mediante el
documentador de geles ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare. Chicago, IL).

Obtencion de plasmidos pET21-dCP2 y pET21-dCP1

Basados en los datos obtenidos por los autores mencionados99, se desarroll6
una estrategia de clonado mediante enzimas de restriccion para poder incorporar las

dos modificaciones, promotor T7 consenso y regiéon TIRZ, en el plasmido de expresién
pET21-dCP, obteniendo el plasmido pET21-dCP2 (Fig. 14).

Considerando que por la estrategia planteada para generar el pET21-dCP2, se estan
agregando 2 aminodacidos extras después de la metionina inicial a la proteina dCP,
glutamina y leucina, en paralelo se llevo a cabo una estrategia de clonado incluyendo
Unicamente las 6 bases rio arriba del ATG (regién TIR2 parcial), obteniendo el plasmido
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pET21-dCP1 (Fig. 14). De esta manera se obtiene la proteina recombinante sin los 2
aminodacidos adicionados, pero el plasmido tendra el promotor T7 consenso y una

region parcial del TIR2, por lo que se espera que la produccién sea mayor con respecto
al original.

Vale la pena destacar que, al igual que para el caso del pET21-dCPO, se buscd retirar la
secuencia del T7 leader en ambos plasmidos. En la secciéon anterior se detalld la
estrategia para la obtencién del pET21-dCPO, y a continuacién se detalla la estrategia
parala obtencién de los plasmidos pET21-dCP2 y pET21-dCP1.

PromotorT7 lacO T7 leader dCP
S5 AATTAR A '-’E}GA..‘TCCCCT...CA'H GCT...GGATCCCATBTGGCTTCTAAC..> pET21 -dCP

PromotorT7 lacO dCP frensssnsssnnsssnsrannnan .
S*AATTAA A GGA“.T-;'_'CCCT...GATATACA’IIP.TGGCTTCTAAC> i pET21-dCPO E

Promotor T7 consenso  lacO dCP

5 AATTAA..AG SAT\CCCTAGA;CﬁGC_’Ijb.TGi:AGCT'}:GCT> i pET21-dCP2
TIR2 M~

Promotor T7 consenso  lacO dCP g :
5 AATTAA.A GA,.I-::-:rCCT...AG&%CAGCI}A.TGGCTTCTAACD ! pET21-dCP1 i
TIR2parcial

Figura 14: Esquema de plasmidos de expresion de dCP. Se muestra la secuencia del plasmido original
con el que contaba el laboratorio (pET21-dCP), ylos plasmidos a obtener durante este trabajo. El
recuadro violeta contiene la secuencia T7 leader y el recuadro rojo las 4 bases agregadas al promotor T7.
En el caso de los recuadros verdes sefialan las bases alternativas de laregiéon TIR.

Cultivo de bacterias conteniendo el plasmido pET28-mSAy Minipreparacion
El laboratorio contaba con un plasmido de expresion de estreptavidina

monomérica (mSA) que fue sintetizado quimicamente (GenScript USA Inc., Piscataway,
N]) en el cual se incluyeron las regiones de interés (pET28-mSA) (Fig. 15).

lac sd mSA >——|_— pET28-mSA

Figura 15: Esquema del pET28-mSA. Este plasmido de expresion incluye las regiones de interés, T7
consenso y TIR2. Se muestra el promotor (flecha) , el operén lac (lac), laregién Shine-Dalgarno (sd), el
gen (mSA), el terminador (T),la region T7 consenso (T7 cons.) ylaregién TIR2 (TIR2).
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Se inocul6 una colonia de E. coli cepa DH5-a conteniendo el plasmido pET28-mSA en 5
ml de LB con Ampicilina 50 pg/ml. Se dejé crecer toda la noche a 37 2C y agitacién
orbitala 200 rpm para luego hacer una minipreparacién como se detall6 anteriormente.

Para obtener los plasmidos pET21-dCP2 y pET21-dCP1 se llev6 a cabo una estrategia
para amplificar la region de interés, y luego, mediante el uso de las enzimas Bglll y Kpn],
se clond el fragmento en el vector original.

PCR para amplificar lasregiones de interés

pET21-dCP2

Para la obtencion del plasmido pET21-dCP2, se hizo una PCR (PCR 1) en la que se
utiliz6 el pET28-mSA como templado y se utilizaron los cebadores 1 y 3, los cuales fueron
disefiados como se muestra en la Fig. 16. Posteriormente, se hizo una segunda reaccion de
amplificacion (PCR 2) para extender el fragmento hasta un sitio de corte unico de Kpnl
Utilizando el amplicon de la primera como templado y los cebadores 1 y 2, obteniéndose un
fragmento de 173 pb.

Bglll promT?7 lacO s-d TIR2
I A 1
5! -CGAGATCTCGATCCCGUGARATTAAT. TAGGGAGAGGAA.. . TTCCCCTC.. TAAG AGCAGCTATGCAGCTT pET28-mSA
Cebador 1 Cebador 3 \
Bglll dCP
f

i
5' -CGAGATCTCG...6GGAGAGG...CAGCAGCTATGCAGCTTGCTTCTAACTTTACTCAGTTC

—————— >
Cebador 1 Cebador 2 \

&3

Bglll dCcp Kpnl
I

[
57 -CGAGATCTCG...GGGAGAGG...GCAGCAGCTATGCAGCTTGCTTCTAACTTTACTCAGTTCGTTCTCGTCGACRATGGCGGTACC GG

|

Tamaiio del amplicon: 173 pb
Figura 16: Estrategia para obtener el pET21-dCP2. Consiste en 2 PCRs sucesivas, donde el templado de
la segunda es el producto de la primera. En amarillo se resaltan las regiones de interés, se muestra el sitio de
corte de las enzimas de restriccion Bgl/ll'y Kpnl, promT7 (promotor), lacO (operadorlac), s-d (secuencia Shine-
Dalgarno), TIR2 (secuencia de interés) y dCP.

Para cada PCR se utiliz6 un volumen final de 25 pl, donde las concentraciones finales de los
reactivos fueron las siguientes: 0,2 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgClx, 1X PCR Buffer,
cebadores 0,5 uM, Taq ADN polimerasa (Thermo Fisher Scientific) 0,025 U/ul y 0,5 - 2 nl
de templado.

Los cebadores utilizados fueron sintetizados quimicamente (Genbiotech SA. CABA) y se
detallan a continuacion:

Cebador1: 5" -CGAGATCTCGATCCCGCGAA-3"
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Cebador2: 5" -CCGGTACCGCCATTGTCGACGAGAACGAACTGAGTAAAGTTAGAAGC-3"
Cebador 3: 5" -GAACTGAGTAAAGTTAGAAGCAAGCTGCATAGCTGCTCTC-3"
Las condiciones de ciclado utilizadas fueron las descritas en la Tabla 5.

Para evaluar los resultados, los tubos de PCR fueron sembrados en geles de agarosa 3%

tefiidos con Bromuro de Etidio [0,05 mg/ml] y la corrida electroforética fue llevada a
cabo como se mencioné anteriormente.

pET21-dCP1

Se llev6 a cabo una estrategia similar a la anterior, pero para la obtencion del
pET21-dCP1 no se utilizé el cebador 3, sino el 4, disefiado de tal manera que no
amplifique las 6 bases rio abajo de la region TIR2 (Fig. 17).

Bglll promT7 lacO s-d TIR2
f 4 1 ’ .
5' -CGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAAT TAGGGAGAGGAA. TTCCCCTC..TRAAG AGCAGCTATGCRAGCTT | pET28-mSA
Cebador 1 Cebador 4 \
Bglll dcp

I}

[ I

5'—CGQGATCgFGmGGGAGAGGmGAGCAGCTATGGCTTCTAACTTTACTCAGTTC

Cebador 1 Cebador 2 \

-

Bglll dCP Kpnl
A

i 1
57 -CGAGATCTCG..GCGGAGAGG...GAGCAGCTATGGCTTCTAACTTTACTCAGT TCGTTCTCGTCGACRATGGCGGTACCGG

Tamaiio del amplicon: 167 pb

Figura 17: Estrategia para obtener el pET21-dCP1. Consiste en 2 PCRs sucesivas, donde el templado de
la segunda es el producto de la primera. En amarillo se resaltan las regiones de interés, se muestra el sitio
de corte de las enzimas de restriccion Bgllly Kpnl, promT7 (promotor), lacO (operador lac), s-d
(secuencia Shine-Dalgarno), TIR2 (secuencia de interés) y dCP.

Las condiciones utilizadas para las PCRs fueron iguales a las descritas previamente.
Cebador 4: 5" -CGAACTGAGTAAAGTTAGAAGCCATAGCTGCTCTCCTTCTTARAAG -3

Los pasos que siguen a continuacidn se llevaron a cabo tanto para la obtencion del
pET21-dCP2 como el pET21-dCP1.

Ligacion en vector pGEM-T y transformacion (cepa DH5-a competentes)

El siguiente paso involucraria la restriccion del fragmento de PCR. Sin embargo,
debido a que los sitios de restriccion estan en los extremos del amplicon, lo que implica
una baja eficiencia de corte, se llevé a cabo una clonacién del amplicon en un vector T, y
luego se realizd la restriccion. En la PCR se utilizé la ADN polimerasa Taq, de manera
que el fragmento obtenido posee una adenina terminal no apareada. Por lo tanto, se
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hizo una ligacion del amplicon con un vector T conteniendo timidinas terminales para
su ligacidn.

La ligacion fue llevada a cabo utilizando el kit pPGEM-T Easy (Promega Corp. Madison, WI).
Se mezcld 1 pl del vector pPGEM-T, 5 ul de Rapid Ligation Buffer 2X, 1 pl de T4 ADN
ligasa, 2 pl de la PCR2 y agua bidestilada para llevar a volumen final de 10 ul. Se incub6 30
minutos a temperatura ambiente y luego se dejo toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente sehizo

una transformacion de la ligacion en bacterias E. coli cepa DH5-a competentes, el protocolo
utilizado fue el detallado previamente.

PCR de colonias

A partir de las colonias bacterianas obtenidas se llevé a cabo una PCR de colonias
con los cebadores 1 y 2 anteriormente utilizados. De esta manera, los clones que
amplificaron una banda de aproximadamente 170 pb en geles de agarosa 1,2%,
identifican clones con el inserto. Precisamente, para el caso del pET21-dCP2 el amplicén
erade 173 pb, y para el pET21-dCP1 era de 167 pb. Para llevar a cabo la PCR de mlonias
esto se procesaron 10 colonias de cada plasmido y se utilizaron las mismas condiciones
descritas anteriormente.

Cultivo de bacterias conteniendo el plasmido pGEM-T y Minipreparacion

Se seleccionaron 2 clones para cada plasmido en los cuales se obtuvo el
fragmento de PCR del tamafio esperado, identificando el inserto deseado. Los clones
seleccionados fueron crecidos en 5 ml de LB con Ampicilina 50 pg/ml y posteriormente
se hizo una minipreparacién de ADN para purificar el plasmido.

Corte de ADN mediante las enzimas de restriccion Kpnly Bglli

Luego se llevo a cabo la restriccion del plasmido pGEM-T con las enzimas Kpnl y
Bgl/l1. Primero se incubd con 1 pl de Kpunl-HF (Cat. R3142S, NEB. Ipswich, MA), 3 ul de
buffer Cutsmart (10X) y 26 ul de agua bidestilada conteniendo el plasmido purificado. Se
incubd durante 30 minutos a 37 °C. Luego se agregd 1 ul Bg/ll (Cat. R0144S, NEB), 0,5 ul
del mismo buffer Cutsmart (10X) y 3,5 pl de NaCl 1M, como recomienda el proveedor, y
agua bidestilada hasta un volumen final de 35 pl. Se dejo6 todala noche a 37 °C.

Por otro lado, se realizé la restriccion del vector “receptor” (pET21-dCP) (Fig. 18) con las
mismas enzimas y condiciones. Luego de la restriccion, se desfosforild el vector con rSAP
(Shrimp Alkaline Phosphatase #M0371. NEB) para evitar el religado. Se agreg6 al tubo de
restriccion, 1 pl de rSAP y se incubd 30 minutos a 37 °C, luego se inactivd la enzima
mediante la incubacion a 65 °C durante 5 minutos.
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Bgli promT7 [acO
5 -CGRGATCTCGATCCCGCGRRATTAATACGACTCACTATAGGGGRAATTGTGRGCGGATARCRATTCCT

s-d Ndel T7 leader
CTCTAGARATAATTTTGTTTRAACTTTRAAG ATATACATATGCCTAGCATGRACTGETGGACAGCRAR

linker Ndel dcp A

ATGGGET :GCGGATCCCP.’:IRTGGCTTCTAACTTTACTCAGTTCGTTCTCGTCGACAATGGCGGTP;CCG—:’) '}
¥

Figura 18: Secuencia del vector pET21-dCP. Secuencia de laregién que es eliminada mediante el corte
con Bglll'y Kpnl (recuadro rojo). Se sefiala el promotor T7 (promT7), el operador lac (lac0),laregién
Shine Dalgarno (s-d), sitios de corte de Ndel, en naranja se recuadra la secuencia codificante del T7 leader,
y en azul la secuencia de dCP. Vale la pena destacar que en esta estrategia, como se menciond, se elimina
la secuencia del T7 leader.

Purificacion de ADN

Finalmente se sembraron las restricciones del plasmido pGEM-T conteniendo los
insertos deseados y la restriccion del vector pET21-dCP en geles de agarosa de 3% y 1,2%,
respectivamente. Se cortaron las bandas de interés, 167 pb para la obtencién del pET21-
dCP2, 160 pb parala obtencién del pET21-dCP1 y 6010 pb para el vector pET21-dCP. Se
utilizd el kit AccuPrep® PCR/Gel Purification Kit (Bioneer. Daejeon, Corea del Sur) para
purificar ambas moléculas de ADN.

Entonces, por un lado se hizo una restricciéon de los insertos de interés, y por otro lado,
se hizo la restriccion del vector original. A modo de resumen, a continuacién se muestra
un esquema de la estrategia de clonado utilizada para la obtencién del pET21-dCP2 y
del pET21-dCP1. (Fig. 19)

(=
A
PCR1YPCR2 _ 4 -| .
- v Ligacién Transformacion
» T
pET28-mSA T e biite Wikide b pGEM-T
colonias v seleccion de
pGEM-T clones. Miniprep.
I
—
_:—""-"_Fﬂ_'_-'_f
— Restriccion con Kpnly Bglll
= Purificacion del mserto.
N ol
/—\-\\ Restriccidn con Kpnly 3 | e
Bglll Desfosforilacion. Bglll v Kprid -_____\\
\ Purificacion del vector. N

;i P e

Ty pET21-dCP —— pET21-dCP2
]

pET21-dCP1

Ligacién. Transformacion
en DH5a. PCR de colomias.

Figura 19: Esquema de la estrategia de clonado para la obtencién del pET21-dCP2 y del pET21-
dCP1. En amarillo se subrayan las técnicas criticas. El rectangulo celeste simboliza las regiones a ser
clonadas en el vector receptor, esto es: promotor T7 consenso yregion TIR2 para el pET21-dCP2 y
promotor T7 consenso y regién TIRZ parcial para el pET21-dCP1.
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g

Ligacion de los fragmentos de ADN y transformacion (cepa DH5-a competentes)

Para las ligaciones se incub6 2 pl del vector pET21-dCP (50 ng) cortado con las
enzimas Kpnl y Bglll, 3 pl del inserto cortado con las mismas enzimas (5 ng), 1 ul de
Ligation Buffer 10X (Promega Corp. Madison, WI), 1 ul de T4 ADN ligasa (Promega Corp.
Madison #M0202S, WI) y agua bidestilada para llevar a un volumen final de 10 pl. Se hizo
un control de religado en el cual no se incluy6 el inserto. Se incub6 30 minutos a temperatura
ambiente y luego se dejo toda la noche a 4 °C. Luego se hizo una transformacién de la
ligacion en bacterias E. coli cepa DH5-a competentes.

PCR de colonias

Para la deteccion de colonias conteniendo los respectivos constructos de interés se
llevé a cabo una PCR de colonias con los cebadores 1 y 2 de 5-15 colonias de cada plasmido
a obtener. Se utilizaron las mismas condiciones descritas anteriormente.

Para el caso del pET21-dCP2 aquellas colonias que amplificaron un fragmento de 173 pb
contienen el fragmento deseado, para el caso del pET21-dCP1, 167 pb indica que contiene
el fragmento deseado, mientras que las colonias que amplificaron un fragmento de 205 pb
identificaron a clones conteniendo plasmidos sin cortar o religados. Se utilizé el marcador
de peso molecular GeneRuler™ 50 bp Ladder (Thermo Fisher Scientific) para estimar el
tamano de los fragmentos amplificados.

Evaluacion y comparacion del crecimiento bacteriano

Cultivo de bacterias E. coli cepa DH5a conteniendo los plasmidos de interés

De las bacterias DH5-a conteniendo las construcciones deseadas, se
seleccionaron 1-3 clones de cada plasmido (pET21-dCPO, pET21-dCP2 y pET21-dCP1),
los cuales fueron inoculados en 5 ml de LB con Ampicilina 50 pg/ml, para luego hacer
una minipreparacién.

Preparacion de bacterias competentes E. coli cepa BL21(DE3) y transformacion

Con los plasmidos purificados se procedié a transformar bacterias competentes
E. coli cepa BL21(DE3), las cuales se utilizan para la expresion de proteinas
recombinantes bajo la regulacién del promotor T714 Para la preparaciéon de las
bacterias competentes y para la transformacién se repitieron los protocolos
previamente detallados. Se seleccionaron 3-5 clones de cada plasmido para ser
inoculados en LB con el respectivo antibiotico. Se realizé un stock glicerol al 20% de los
mismos y se conservaron a -80 °C.

Evaluacion de crecimiento bacterianoa 372Cy a 28 2C

Finalmente se evalu6 el crecimiento bacteriano y luego la expresion de la proteina
recombinante de los clones obtenidos. Se analizé el crecimiento a 37 C y también a 28 °C,

31



ITECA
ECYT_UNSAM-CONICET

considerando que disminuir la temperatura de crecimiento podria optimizar la
expresion de la proteina recombinante de interés!!>, lo cual se analizara
posteriormente. Para esto se inocularon 3-5 clones de cada plasmido en 5 ml LB con
Ampicilina 50 pg/ml y se pusieron a crecer toda la noche a 37 °C. Luego se inoculd 1 ml de
cultivo en 25 ml de LB con Ampicilina 50 pg/ml. Se cultivaron a 37 °C o 28 °C y cuando la
ODsoonm se encontrd entre 0,5-0,7 se indujo la expresion con IPTG [0,5 mM] (tiempo O h).
Para el caso del experimento a 37 °C, se midi6 la ODeoonm alas 0 h, 2 h y 4 h, y para el caso
de 28°C se midi6 alas 0 h, 2 h,3 h,4 h y 6 h. Se tomaron alicuotas de 1 ml del cultivo a
37 °C justo antes de la induccion del cultivo (0 h) y a las 4 h. Se evalu6 la ODeoomn, se
centrifugd 20 segundos a maxima velocidad y se resuspendio el pellet en Laemmli buffer 2X
(Tabla 6) a una concentracion de 2,5 pg/ul de proteina. Para el célculo de volumen de
Laemmli buffer se tomd como parametro la siguiente relacion: 1,25 OD = 1x10? células/ml =
150 pg/ml de proteinallé. También se tomaron alicuotas del cultivo a 28 2C alas O hya
las 6 h y se llevé a cabo el mismo procedimiento. Como se detalld, los experimentos a 37
2C se evaluaron hasta las 4 h post-IPTG y los experimentos a 28 °C se evaluaron hasta
las 6 h post-IPTG, esto se llevo a cabo de esta manera para obtener ODs comparables.
Las curvas de crecimiento se hicieron por triplicado y se evaluaron utilizando el
Software GraphPad Prism 8.0.2 donde se realizé el analisis estadistico ANOVA de 2 vias
con post test tukey.

Tris-HCI pH 6,8 125 mM
SDS 4%
Glicerol 16%
2-mercaptoetanol 9%
Azul de bromofenol 0.03%

Tabla 6: Composicion Laemmli Buffer 2X

Se mezcl6 el Tris-HCI, el SDS, el glicerol, agua bidestilada y se agit6 a 40 2C para disolver
los componentes. Luego se agreg6 el 2-mercaptoetanol y el azul de bromofenol, y agua
bidestilada para llevar al volumen deseado. Se alicuoté y conservé a -20°C.

Evaluacion y comparacion de la expresion mediante SDS-PAGE

Las muestras obtenidas fueron evaluadas mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). Los reactivos utilizados para la preparacion de los
geles se detallan en la Tabla 7.
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Running 12% Stacking
Agua bidestilada 1000 ul 1381,5 ul
acrilamida:bisacrilamida (29%:1%) 2000 pl 333,5 ul
Tris-HCl 1M pH 8.8 1875 ul -
Tris-HCI 1M pH 6.8 - 250 wl
SDS 10% 50 pl 20 ul
Tetrametiletilendiamina (TEMED) 125l 125wl
Amonio peroxodisulfato (APS) 10% 60 pl 20 ul

Tabla 7: Reactivos utilizados para los geles de acrilamida

Previo a la siembra, las muestras fueron incubadas en agua hirviendo durante 5
minutos. Se utilizé el estandar de proteinas pretefiidas PageRuler™, de 10 a 180 kDa
(Thermo Fisher Scientific). Se realizé la electroforesis a 15-25 mA durante 90 minutos
en una cuba Enduro VE10 (LabNet International Inc. Edison, NJ) o Mini-PROTEAN® 3
(Biorad Laboratories. Hercules, CA). Los geles se fijaron con solucion decolorante (50%
metanol:10% 4cido acético) durante 30 minutos, luego se incubaron toda la noche con
solucion Coomassie Blue R250 (0,05 %P/V) en el mismo buffer anteriormente mencionado.
Posteriormente se lavaron con soluciéon decolorante durante 2-3 h y luego se utilizd
decolorante suave (27% metanol:10% acido acético) durante 2-3 h. Para la cuantificacion
de las bandas de los geles se utiliz6 el software Image] 1.52a (Wayne Rasband. NIH).

Purificacion de VLPs-MS2

Considerando que cada VLPs-MS2 esta conformada por 90 subunidades del
dimero (peso molecular 27,8 kDa), la estructura a purificar tiene un peso molecular
calculado de 2505 kDa.

Cromatografia de exclusion por tamafio molecular (SEC)

Los clones de bacterias BL21(DE3) conteniendo los plasmidos fueron cultivados
bajo las mismas condiciones descritas previamente, pero en un volumen final de 200 ml
de medio LB en un erlenmeyer de 500 ml. Luego de la induccién de la expresidn,
mediante la adicién de IPTG [0,5 mM], se colectaron las células y centrifugaron a 1800xg
durante 30 min. El pellet bacteriano se resuspendié en 10 ml de buffer NaNO (Tris-HCI
20mM (pH 8,0) - NaNO3 100mM). Luego se sonic6 durante 10 ciclos de 50 segundos y
10 segundos de descanso a una amplitud de 40% con micropunta mediana (1-15 ml) en
el sonicador Sonics Vibra Cells VCX-500 (Sonics and Materials Inc; Newton, CT).
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Finalmente, se centrifug6 nuevamente durante 30 minutos y el sobrenadante se filtré
(0,22 pm de Corning Inc.; Corning, NY).

El sobrenadante filtrado (5 ml) se concentré6 mediante columna Vivaspin 2 100kDa MWCO
(GE Healthcare UK Ltd., Buckinghamshire, UK) a un volumen final de 1 ml (centrifugaciéon
a 1500g). Se equilibré con buffer NaNO mediante una bomba peristaltica BQ50-1]
(Longer Precision Pump Co. Hebei, China) una columna de Sefarosa CL-6B (Cytiva Life
Sciences. Malborough, MA) de 18 cm3 de volumen (h=15 cm, r=0,6 cm). Se sembro el
concentrado conteniendo las VLPs y posteriormente se agregé buffer NaNO a un flujo de
0,5 ml/min. Se tomaron 20 alicuotas de 1 ml y se evaluaron midiendo la concentraciéon
de proteina y la relacidon de absorbancia 260/280 (nm) mediante Nanodrop. Se calcul6
el coeficiente de extincion molar mediante el software Vector NTI. También se evalu6 la
expresion sembrando en geles SDS-PAGE. A partir de la/s fracciébn/es con mayor
cantidad y pureza de proteina recombinante, se realiz6 el analisis de las nanoparticulas
mediante Dispersién de Luz Dinamica (Dual Light Scattering, DLS) utilizando el equipo
DynaProNanostar (Wyatt Technology. Santa Barbara, CA), mediante colaboracion con
Gabriel Ybarra - Centro de Procesos Superficiales, INTI. También se utilizé6 Microscopia
Electronica de Transferencia (MET) utilizando el equipo Zeiss EM 109-T, con cdmara
digital Gatan ES100W, perteneciente al Servicio Técnico de Microscopia del Instituto de
Biologia Celular y Neurociencia del LANAIS-MIE (UBA-CONICET). Para la microscopia
las muestras fueron tefiidas negativamente con dacido fosfotingstico, que tifie los
residuos de lisina y argininall’. Se evalu¢ el tamafio de las estructuras obtenidas en las
imagenes utilizando la barra de referencia, cuantificando mediante el software Image].
El histograma de frecuencias se realiz6 mediante el software Graphpad.

Filtracion de Flujo Tangencial (TFF)

Se llevé a cabo una segunda estrategia de purificacién mediante filtraciéon de
flujo tangencial utilizando una membrana de 1000 kDa. El procesamiento de las
bacterias se llevé a cabo de la misma manera previamente detallada, pero con dos
diferencias. En primer lugar, previo al sonicado, se agregé lisozima 0,05 mg/ml (Sigma
Aldrich. Saint Louis, MO) y se incub6 a temperatura ambiente durante 30 minutos. En
segundo lugar, luego del sonicado, se agregdé ARNasa 10 pg/ml (Sigma Aldrich. Saint
Louis, MO), ADNasa 5 U/ml (Sigma Aldrich. Saint Louis, MO) y buffer ADNasa (1mM
Ca2CL y 3 mM MgCI2) y se incub6 durante 90 minutos a 37 2C. Finalmente, se centrifugo
nuevamente durante 30 minutos y el sobrenadante se filtr6 (0,22 um de Corning Inc,;
Corning, NY).

El sobrenadante filtrado se llevd a un volumen final de 250 ml con Buffer NaNO y se
realizd una ultrafiltracion utilizando un cartucho de filtracion de 1000 KDa Minimate TFF -
1000k Membrane (Pall Life Sciences, Ann Arbor, MI) utilizando una bomba peristaltica
TPM Pump Pro (Watson Marlow Ltd, UK). Se filtro la muestra a un flujo de filtracion de 3
ml/min. Cuando el volumen del retentato alcanzaba los 10 ml, se diluyd a 250 ml con Buffer
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NaNO nuevamente y se concentrd a 10 ml. Al retentato obtenido se le agregé 4 volumenes
de agua bidestilada, para obtener una concentracion final de Tris-HCI 4 mM (pH 8,0) -
NaNO3 20 mM. Este volumen se sembrdé en una columna de intercambio catiénico
Sartobind S 3 ml (Sartorius AG, Goettingen, Alemania) y luego se lavé con 10 ml (3
volumenes) de Tris-HCl 4 mM (pH 8,0) - NaNO3 20 mM. Posteriormente se realiz6 un
segundo lavado con 5 ml de buffer NaNO y finalmente se eluyé mediante 5 ml de Buffer
NaNO 250 (Tris-HC1 20mM (pH 8,0) - NaNO3 250 mM) dividido en 5 alicuotas de 1 ml que
rapidamente se les agregaron 1,5 volumenes de Tris-HCI 20 mM para mantener la
concentracion final de 100 mM de NaNOs. Las alicuotas se evaluaron midiendo la
concentracion de proteina y la relacién de absorbancia (nm) 260/280 mediante
Nanodrop y también se sembraron en geles SDS-PAGE. El andlisis de las nanoparticulas
se llevd a cabo mediante DLS.

El segundo objetivo de esta tesis consiste en encapsular QDs dentro de las VLPs-MS2.
Para esto, primero se llevd a cabo un protocolo para recubrir los QDs con la region TR.
Luego se llevé a cabo un protocolo para desensamblar las nanoparticulas.

Preparacion de nanoestructuras en base a QDs

Para que tengan los QDs tengan capacidad de union a la cara interna de las VLPs -
MS?2, se llevaron a cabo 2 protocolos para cubrirlos con albumina y con la regién TR,

QD CdxSe1-x/ZnS

Regiéon TR
Albumina ‘

Figura 20: Representacion esquematica de molécula reportera. Se representa con una esfera verde el
QD de CdxSel-x/ZnS, recubierto con albumina para solubilizarlo y conlaregiéon TR para que pueda ser
encapsulado en las VLPs-MS2

Mediante modificaciones quimicas

1. A un tubo eppendorf se le agregaron 200 pl de acetonitrilo (Sintorgan S.a. Villa
Martelli Bs As, Argentina), 1 pl de QDs (5 mg/ml #FN-525-A-10MG.
Cytodiagnostics. Burlington, Canadd) y 10 pl de protein mix (Servicio de Sondas -
CONICET - UNSAM).

2. Sedejo incubar 15 minutos a temperatura ambiente.
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Se le agregaron 800 pl de agua milliQ, 8 pl de Buffer Fosfato (NaH2PO4. H20 3M
pH=7) (Sigma Aldrich) y 10 ul de Reactivo entrecruzante (Servicio de Sondas -
CONICET - UNSAM).

Se incub6 60 minutos en agitacion suave a temperatura ambiente.

5. Se sembr6 en una columna de Sefarosa CL-6B (Cytiva) de 8 ml de volumen

8.
9.
10.
11.
12.
13.

14.

15.
16.

equilibrada con Buffer Fosfato Salino (PBS) 1X. Se eluy6 con PBS 1X, colectando
8-10 fracciones de 1 ml.

Mediante luz UV, se detectaron los QDs en las fracciones 4 y 5.

Se juntaron las fracciones y se le agregd 0.1 mg/ml de Albtimina Sérica Humana
(HSA) (Laboratorio de Hemoderivados, Univ. Nacional de Cérdoba, Cérdoba,
Argentina).

Se incubé toda la noche a 4 2C.

Se le agreg6 20 mM de sulfito de sodio (Na2S03).

Se incubé6 30 minutos a temperatura ambiente.

Se dividié en 2 tubos eppendorfy se centrifugd durante 5 minutos a 16.000g.
Se descarté el sobrenadante y resuspendié cada pelleten 100 pl de agua milliQ.

Se le agregd a cada tubo 1 pl de Reactivo entrecruzante y se dejé incubar 45
minutos a temperatura ambiente en agitacién suave.

Se sembr6 en una columna PD-10 con resina Sephadex G-25 (Cytiva) de 1,5 ml
equilibrada con PBS 1X. Se eluy6 con PBS 1X, colectando 8-10 fracciones de 200
ul.

Mediante luz UV, se detectaron los QDs en la fraccién 3.

Se le agreg6 50 pl de NH-TR 100 pM (5°- NH3-AACATGAGGATTACCCATGT -3") o
la regién TR sin amino 100 puM (5°- AACATGAGGATTACCCATGT - 3") y albumina
acetilada 0,1 mg/ml y se incub6 toda lanoche a 4 2C.

Mediante sono-quimica

1.

Se prepar6 1 ml de una solucién 80% Cloroformo / 20% Metanol (Fase
organica).

En un tubo de 2 ml se agregaron 900 pl de la Fase organica y 20 pl de QD (5
mg/ml #FN-525-A10MG. Cytodiagnostics. Burlington, Canada)

Luego se agrega 300 pul HSA (10 mg/ml) y 12 pl de Reactivo entrecruzante
(Servicio de Sondas - CONICET - UNSAM)

Se agreg6 743 pl de PBS para obtener un volumen final de 1,8 ml (50% fase
acuosa/50% fase organica).

Para generar la microemulsiéon de las fases, se sonic6 3 minutos a una amplitud
de 40% con punta mediana

Se centrifug6 5 minutos a maxima velocidad en centrifuga de mesada.
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7. Se tom6 1ml del sobrenadante (fase acuosa + metanol) conteniendo los QD
recubiertos en albimina y se transfirié a un nuevo tubo.

8. Serealiz6 una breve centrifugacion para sedimentar macroestructuras y se tomo
el sobrenadante.

9. Al sobrenadante conteniendo los QDs recubiertos en albtimina, se agregan 10 pl
de NH-TR 100 pM (5°- NH3-AACATGAGGATTACCCATGT - 37), primer NH3-H1
100 pM (5°- NH3-CGGAATTCCGAGCGTGGGCGT - 3°) o Glicina (1M en Tris-HCl
200 mM pH 8,0) a cada preparacion.

10. Se incuba a temperatura ambiente durante 2 h.
11. Al finalizar se agrega Glicina para bloquear los posibles sitios reactivos.

12. Se centrifuga 10 minutos a 13000xg. y se resuspende en PBS 1X.
Desensamblado de VLPs-MS2 purificadas

Se parti6 de una soluciéon concentrada de VLPs-MS2 (2,5 mg/ml) mediante
columna Vivaspin-2 (centrifugacion a 1500g). Se agregdé mediante goteo suave 2
volimenes de Acido Acético glacial (17 M), y luego se mantuvo en hielo durante 30
minutos. Se centrifugdé a 6600g a 4 2C durante 20 minutos. El sobrenadante se sembro
en una columna PD-10 Sephadex G-25 (Amersham Pharmacia. Amersham, Reino Unido)
equilibrada con Acido Acético 1 mM. Se colectaron las fracciones correspondientes y se
evalué la presencia de proteinas mediante OD 280nm en Nanodrop.
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RESULTADOS

Obtencion de los plasmidos de interés

Teniendo en cuenta el objetivo del presente trabajo de optimizar la produccion de
VLPs, en relacién al plasmido de expresidn, se realizaron 2 abordajes. Por un lado,
partiendo del plasmido con el que contaba el laboratorio (pET21-dCP), se desarrolld
una estrategia para eliminar la secuencia codificante del T7 leader (pET21-dCP0), ya
que se habian observado bajos niveles de expresion de proteina recombinante. Por otro
lado, para aumentar la expresion de la proteina recombinante CP, se plante6 una
estrategia de clonado para optimizar el promotor T7 y laregion TIR (pET21-dCP2y

pET21-dCP1), segun lo propuesto por los autores mencionados anteriormente!?? (Fig
21).

PromotorT7 lacO T7 leader dCP

5°AATTAA. AGGGGA..TCCCCT..CAT) GCT...GGATCCCAT[LTGGCTTCTAAC..> pET21-dCP
PromotorT7  lacO dcp —— :
5°AATTAA.A 'GGA,..T-::-;:CCT...GATATACA’I[ATGGCTTCTAAC.> : pET21-dCPO i
Promotor T7 consenso  lacO R @ b s )
5°AATTAA..A -SEA...T»'::-;ZCCT...AG@Q%@@@TGCAGCTTGCT.> i pET21-dCP2 |
TIR2 SR TR S
Promotor T7 consenso  lacO dCp P .
5°AATTAA A :};GA.,T-;:-:CCT..AGA@CA’GC'I};TGGCTTCTAAC."> i pET21-dCP1 |
TIR2 parcial rm——

Figura 21: Esquema de plasmidos de expresion de dCP. Secuencia del plasmido original con el que
contaba el laboratorio (pET21-dCP), y los pldsmidos a obtener durante este trabajo. El recuadro rojo
muestra las 4 bases agregadas al promotor T7, y los recuadros verdes sefialan las bases alternativas de la
region TIR.

PCR de colonias bacterianas

Se disefié una PCR de colonias bacterianas con los cebadores 1 y 2 sobre las
bacterias E. coli cepa DH5-a transformadas con la ligacion de los fragmentos de ADN
que permiten obtener los plasmidos con las secuencias esperadas. Esta estrategia
permite acortar los tiempos de andlisis, ya que no es necesario realizar una
minipreparacion de ADN para identificar clones positivos. La PCR de colonias detecta
los clones positivos segun el tamafio del amplicon esperado, ya que el fragmento

amplificado depende de la secuencia de la regidn promotora presente en el
plasmido (Fig. 22).
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aminoacidico

T7 leader

— .l‘_ CP :>_[‘_ CP >
Cebador 1 Cebador 2 Cebador 2
205 pb
pET21-dCPO
— {*_ CP > I‘_ CP >
160 pb
pET21-dCP2
: TIR2
. @ “4_ CP >~-l4_ CP >
173 pb
pET21-dCP1
: TIR2 parcial
— ] l‘_ CP > I‘_ CP >
167 pb

Figura 22: Tamafio del amplicon generado por los distintos plasmidos a partir de la PCR de
colonias bacterianas. La flecha naranja simbolizael promotor, el cuadrado rojo las 4 bases adicionadas
al promotor, y los cuadrados azules simbolizan las bases modificadas de laregién TIR. Notar que el
cebador 2 también se une ala segunda subunidad del dimero de CP, lo que genera un fragmento de entre
560 y 605 pb, segtn el caso (flecha gris).

Se obtuvieron clones positivos para los plasmidos pET21-dCP0O y pET21-dCP2, ya que
los tamafios de amplicén obtenidos en la PCR de colonias coinciden con el esperado, 160
pb y 173 pb, respectivamente (Fig. 23). Aunque la amplificacion de las secuencias
permite confirmar el tamafio de la regién promotora y del inicio de la transcripcion,
esto no permite conocer la identidad de los nucledtidos que la componen. Para
confirmar la obtencion de la secuencia esperada se deben secuenciar los clones

obtenidos.
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Figura 23: Corrida electroforética de la PCR de colonias bacterianas. Electroforesis en gel de agarosa
donde se observan los fragmentos amplificados. Para el pET21-CP2 se esperaba un fragmento de 173 pb,
para el pET21-dCP0O se esperaba uno de 160 pb, y para el pET21-dCP uno de 205 pb. La banda de 560-605
pb que se observa en todas las calles se debe ala unién del cebador 2 a la secuencia de la segunda
subunidad del dimero de CP que posee un porcentaje de identidad del 95%.

Secuenciacion

Para confirmar que las secuencias obtenidas de los plasmidos pET21-dCP0 y
pET21-dCP2 eran las deseadas, se secuenci6 el clon 3 de dCP2 y el clon de dCPO
utilizando el método de Sanger por electroforesis capilar (Macrogen Inc. Seul, Corea del
Sur). En primer lugar y como se esperaba, en el pET21-dCP no se observa la secuencia

codificante del T7 leader (Fig. 24).

ISecuencia plasmido pET21-dCPO I
r \
taatacgactcactataggggaattgtgagcggataacaattcccctctagasataattttgtttaactttaagaaggagatatacatatggcttictaactttactcagticgttctegtegacaatgy

.10 5.0
MAS NIET Q EBVILIVEDEN ¢

LR LR .- LA .=

TAATACGACTCACTATAGGGGAAT TG TGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGT TTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCTTCTAACTTTACTCAGTTCGT TCTCGTCGACAAT L
e

1 ~ i e ‘e 1

\
||
I Secuenciacién por Sanger del plasmido pET21-dCPO obtenido I

J

Figura 24: Alineamiento del pET21-dCP. Las secuencias fueron analizadas utilizando la plataforma
online https://www.benchling.com /, donde se aline6 la secuencia construida mediante el software Vector
NTI 11.5 (Thermo Fisher Scientific) con el cromatograma de la secuenciacién capilar del plasmido pET21-

dCPO.

En segundo lugar, también se obtuvo la secuencia esperada del plasmido pET21-dCP2,
en el cual fueron agregadas las 4 bases al promotor y se modificaron las 6 bases rio

40



ITECA
ECYT_UNSAM-CONICET

abajo y las 6 bases rio arriba del ATG (Fig. 25). Vale la pena mencionar que se detectd un
error en la secuencia esperada (T — G), pero al no estar en el promotor ni la regiéon de unién
al ribosoma se consideré que no afectaria la expresion, por lo que se avanzo con la
evaluacion de la expresion de la proteina recombinante.

ISecuencia pldsmido pET21-dCP2 |
A

tsatacgactcactatagggagaggaatigtgagcgpataacaaticccctictagasataattttgtttaactittaagaaggagagcagcltatgcagettigetictaactttactcagticgtictcgtcgacaatggeegt

LR .1 LA LR 5.

L OBA s NI o-mm-n G 6

Promotor T7 Operador lac SD m cP
TV WU (1A T ,,,.I T ATYRRTATL TR TN “ i AT T l"'{lll
('l M | ’ Ii] 1‘ “ &II" UL nl" l l lq ’ ' ||‘|.|A | \u ﬂ | rn

A
TAATACGACTCACTATAGGGAGAGGAAT TCTGAGCGGATAACAATTCOCCTCTAGAAATAATTTTGTTTY E AGAAGGAGAGCAGCTATGCAGCTTGCTTCTAACT TTACTCAGTTOGTTCTCGTOGACAATGGCGGT

‘ " T~ " ] e 1 o ,

|

I Secuenciaciéon por Sanger del pldsmido pET21-dCP2 obtenido I

Figura 25: Alineamiento del pET21-dCP2. Las secuencias fueron analizadas de la misma manera
previamente detallada. Con recuadros azules se marcan, las 4 bases adicionadas el promotor (izquierda),
la mutacién (centro) ylaregion TIR2 (derecha).

Con respecto al pET21-dCP1, no se lograron obtener clones positivos conteniendo este
plasmido. De todas maneras, si se obtuvo el plasmido pGEM-T conteniendo el fragmento
de PCR que incluia la regién de interés. Este plasmido, denominado pGEM-T-dCP1,
también fue secuenciado y, aunque la secuenciacion muestra amplificacion inespecifica,
se verific6 que la secuencia era la correcta (Fig. 26). Por los resultados que se
mostraran luego, no se continu6 con el clonado de este plasmido.

| Secuencia plasmido pGEM-T-dCP1 |
|

atacgactcactatagggagaggaatigtigagcggataacaaticoccciclagaaataatitigittaact ttaagaagpagagcagctatggctictaactitacicagticgticicgtecgacaatggcggtacy

e (2. 20 o €60 L i

a0 1] e 12 130 1aa 150 168 178 180 ne

HASN'!‘QmNGGT

promotor 77 | GAGA | Operador lac so | TIR2 JATG e

CTB{L.RTTGATIMTTU;&LTWN T(.A[ CG{MA.GLMS![ CCC I(_ IKTWIAM TT li£1C‘AALr T T.E\T[ AR [,A{M.v{_MrCTAIL-L"C'T( TAACTT IAE TCAL.HLL.' TCTCG l la\(AAIU.rC(:GfALL

‘ 50 L &R L0 R ) ™ j
J

Secuenciacion por Sanger del plasmido pGEM-T-dCP1 obtenido

Figura 26: Alineamiento del pGEM-T-dCP1. Las secuencias fueron analizadas de la misma manera
previamente detallada. Con recuadros azules se marcan, las 4 bases adicionadas al promotor (izquierda),
y sélolas 6 bases rio arriba del ATG de laregion TIR2 (GCAGCT) (derecha).
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Habiendo obtenido clones de los plasmidos pET21-dCPO y pET21-dCP2 se procedié al
analisis de crecimiento y producciéon de proteina recombinante.

Evaluacion y comparacion del crecimiento bacteriano

Se transformaron bacterias E. coli cepa BL21(DE3) con los plasmidos obtenidos
para comparar el crecimiento y la expresion de la proteina recombinante, que se
ensamblan para conformar las VLPs. Se analizaron los clones obtenidos conteniendo el
plasmido pET21-dCP0O (dCPO-1, dCP0-6 y dCP0-9) y los que contienen el plasmido
pET21-dCP2 (dCP2-1.1, dCP2-1.2 y dCP2-4.2). La proteina recombinante producida por
estos se nombré dCP0O y dCP2, respectivamente. Se descarté del analisis el plasmido
original con el que contaba el laboratorio (pET21-dCP) debido a que tenian bajos
niveles de produccién de proteina recombinante (datos mostrados posteriormente).
Previo a la comparacién del ensamblado de VLPs mediado por dCP0O y dCP2, se comparé
el crecimiento bacteriano entre clones para evaluar si habia influencia en el crecimiento,
ya sea positiva o negativa, por las modificaciones introducidas en el plasmido. Como se
menciond anteriormente se evalu6 el crecimiento a 37 2C y a 28 2C, considerando que
disminuir la temperatura de crecimiento podria optimizar la produccién de VLPs.

A continuacién se muestran las curvas de crecimiento realizadas para los 3 clones de
dCPO y 3 clones de dCP2 a 37 2Cy a 28 9C (Fig. 27). Se observo que no hay diferencias
significativas en el crecimiento bacteriano. Vale destacar que, bajo las condiciones
analizadas, los clones crecieron, ya que se observan diferencias con respecto a la OD
inicial.
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Figura 27: Crecimiento bacteriano. Curvas de crecimiento realizadas por triplicado para los 6 clones a
37 2Cy a 28 °C. Se realiz6 el andlisis estadistico mediante ANOVA de 2 vias (clony crecimiento) y
comparacion post hoc con prueba de tukey.

Los resultados indican que las modificaciones introducidas no afectan el crecimiento
bacteriano. Por lo que, se procedid a analizar el nivel de expresion de la proteina
recombinante de cada clon y a cada temperatura.

Evaluacion y comparacion de la expresion mediante SDS-PAGE

La expresion de la proteina recombinante dCP de los diferentes clones a las
diferentes temperaturas fue evaluada mediante SDS-PAGE. Inicialmente se evaluaron
los niveles de expresion de proteina recombinante sin induccién a los tiempos
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evaluados y no se observaron diferencias en los mismos (datos no mostrados). Por lo
que se decidi6 comparar los niveles de expresion a tiempo 0 y post-inducciéon IPTG. Se
analizaron por triplicado los 6 clones mencionados en la seccién anterior a 37 2C y 28
2C. Vale la pena mencionar que el plasmido pET21-dCPO es el control, debido a que este
no incluye las regiones de interés (T7 consenso y TIR2Z). Se observé expresion de las
proteinas recombinantes dCPO y dCP2. A continuacion se muestra, a modo
representativo, uno de los geles a 28 2C (Fig. 28). Vale la pena aclarar que, las VLPs
estarfan ensambladas dentro de la bacteria, pero las muestras se desnaturalizan
mediante calor, un agente reductor y detergente para ser sembradas, por lo que las
nanoparticulas se desensamblan. Esta técnica s6lo permite evaluar el nivel de proteina
recombinante expresada pero no la correcta estructura de la misma, y en consecuencia,
tampoco el correcto ensamblado de las VLPs.

dCPO 28 °C dCP2
1 6 9 p 5 | 1.2 4.2
Oh 6h Oh 6h ©Oh 6h Oh 6h  Oh 6h  Oh 6h PostIPTG

- 70
s 55
40
35

25
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Figura 28: Cuantificaciéon de proteina recombinante de diferentes clones. A modo representativo, se
muestra un gel SDS-PAGE donde se evalu6 la expresiéon de dCP a 28 2C. Con una flecha roja se marca la
proteina recombinante dCP de 27.8 kDa, con la flecha verde se marca la doble banda utilizada para
normalizar la carga proteica, corresponde a proteinas bacterianas (factor de elongacién termo inestable y

deshidrogenasa A).

A partir del analisis de estos geles podemos resaltar que a 37 2C no se observa un
aumento en los niveles de expresion para ninguno de los clones (Fig. 29-A). Mientras
que a 28 2Cel clon dCP0-1 y dCP0-6 aumentan el nivel de expresion de dCPO a partir de
la induccion (Fig. 29-B). Vale resaltar que el nivel de expresion de dCP0-6 es mayor a
todos los clones de dCP2.
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Figura 29: Cuantificacion de la expresion de dCP. Nivel de expresién de la proteina recombinante
dCPO y dCP2 para los diferentes clones a 37 2C (A) y a 28 2C (B). La normalizacién se hizo con respecto a
una doble banda (DB) que se observa en el gel. Los experimentos se hicieron por triplicado y se hizo una

normalizacion de los mismos para evaluar el nivel de proteina recombinante inducida. Se realizé el
andlisis estadistico mediante ANOVA de 2 vias (clony expresiéon) y comparacién post hoc con prueba de
tukey. * indica p<0,05, mientras que ***indica p<0,001
A partir de estos resultados, se continu6 trabajando con el clon dCP0-6 a 28 °C debido a
que era el que mayor nivel de proteina recombinante expresaba.

Como se mencioné en los resultados de secuenciacion, no se continué con el protocolo
de clonacién del pET21-dCP1 debido a que no se observé un aporte significativo de los

elementos agregados al plasmido.

Finalmente, comparamos la expresién de proteina recombinante del clon obtenido
dCP0-6 (crecido a 28 °C en erlenmeyer 200 ml con agitaciéon orbital) con el clon
conteniendo el plasmido original (pET21-dCP, crecido a 37 2C en biorreactor BIOSTAT
Aplus, servicio brindado por la Plataforma de Servicios Biotecnolégicos, UNQ),
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observamos que aumentd 8 veces la expresion de la proteina recombinante bajo las
nuevas condiciones evaluadas (Fig. 30).
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Figura 30: Cuantificacion de proteina recombinante en condicién inicial vs condiciones de mayor
expresion. Se compara la cantidad de proteina recombinante expresada por el plasmido original (pET21-
dCP) crecido a 37 °C en biorreactor BIOSTAT Aplus (A) vsel clon (dCP0-6) crecido a 28 2C en erlenmeyer
con agitacion orbital (B). Con flechas rojas se sefialan las proteinas recombinantes y con flechas verdes se
sefialan las respectivas bandas utilizadas para la normalizacién. Foto editada (imagen original en anexo).

Aunque se obtuvieron clones que expresan proteina recombinante, esta técnica no pemmite
evaluar la formacion de VLPs, ya que se utilizan agentes desnaturalizantes que desensamblan
cualquier estructura supramolecular. La siguiente etapa, involucra la purificaciéon y el
analisis del ensamblado de VLPs.

Purificacion de VLPs-MS2

Cromatografia de Exclusion por Tamafio Molecular (SEC)

Inicialmente, mediante la columna de cromatografia de exclusién molecular (SEC), se
evaluo el ensamblado de VLPs mediado por la proteina dCPO (clon dCP0-6). También se
analiz6 1 clon de dCP2 (clon dCP2-4.2) para evaluar si las modificaciones introducidas
afectan la formacion de las VLPs. Se observaron dificultades en la purificaciéon de estas
ultimas. En las fracciones donde deberian eluir las VLPs de la columna SEC, no se
cuantificaban proteinas mediante espectrofotometria. Incluso, se prob6 optimizando el
protocolo con lisozima, ADNasa y ARNasa, y no se obtiene absorbancia a 280nm en el
sobrenadante filtrado para la siembra en la columna SEC. Estos resultados indicarian
que las VLPs no tendrian la estructura necesaria para mantenerse en solucion.
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Para el caso de dCPO (clon dCP0-6), la proteina recombinante eluye de la columna SEC
sobre todo en las fracciones 6, 7 y 8, indicando un alto peso molecular de la estructura
(Fig. 31). No se observo proteina recombinante en el filtrado de la columna Vivaspin 2
100 kDa, indicando que la proteina recombinante (27.8 kDa) retenida estaria formando
una estructura mayor a 100 kDa (Fig. 31 - calle 2), vale la pena recordar que el tamafio
de las VLPs-MS2 es de 2505 kDa aproximadamente.

S
Fracciones &

1 5§ $ 7 1 & i N

Figura 31: Purificacion de VLPs mediante columna SEC. Foto representativa de SDS-PAGE con tincién
coomassie donde se evaltan las fracciones obtenidas del procesamiento de dCP0-6 a partir de la separacion
en la columna SEC. Con una flecha roja se sefiala la proteina recombinante dCP0. Se observa que eluye
sobre todo en las fracciones 6, 7y 8.

Se analizaron las nanoparticulas obtenidas a partir de dCPO en la fracciéon 6 de la
columna SEC mediante Dual Light Scattering (DLS) y mediante Microscopia Electrénica

de Transferencia (MET).

Cuando se evaldan los datos del DLS por el porcentaje de masa, el 65,3 % tiene un
didametro (36,5 = 4,41 nm) similar a las VLPs de MS2 (27 nm) (Fig. 32-A). También se
observan cimulos proteicos de tamafio de alrededor de 250 nm que podrian quedar en
la purificacién mediante SEC, los cuales representan el 34,7% de la masa.

En cambio, cuando se evalia por el nimero de particulas, casi la totalidad (99,9%)
comprenden a las VLPs, con un didmetro de 32 nm. Como se mencioné anteriormente,
este valor es similar al tamafio de las VLPs de MS2 (Fig. 32-B).
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Figura 32: Diametro de nanoparticulas evaluado mediante DLS. Grafico de distribucion del didmetro
de las estructuras obtenidas segin A) % de masa y B) % de numero de particulas. El eje X se presenta en
escala logaritmica. Se analizaron los datos sin tener en cuenta las mediciones menores a 5 nm.

Cuando se evalda la Microscopia Electrénica de Transmision, se observa una mayoria de
nanoparticulas circulares que corresponderian a VLPs-MS2, y una representacién mas
baja de estructuras de forma variable con mayor tamaiio (Fig. 33-Ay B).
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= 100 nm 85.000X

= 50 nm 140.000X

Figura 33: Nanoparticulas observadas mediante MET. Imagen invertida de tincién con acido
fosfotlingstico realizadas mediante microscopia electrénica de transferencia, las flechas rojas sefialan
estructuras que podrian ser VLPs-MS2. La tincién con acido fosfotiingstico tifie los residuos de lisinay

arginina. A) Aumento de 85.000X yla barra de escala es de 100 nm. B) Aumento de 140.000X yla barra de
la escala es de 50 nm.

Utilizando la escala de referencia, se midi6 el didmetro de todas las estructuras
mediante el software Image] (Fig. 34-A).
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Al analizar los datos de las nanoparticulas se observa una alta frecuencia de particulas
de 15a 30 nm (61,9%) con un diametro promedio de 22,2 + 3,9 nm. También se observa
una baja representatividad de estructuras de mayores a 70 nm (4,3%) (Fig. 34- B).

30

20

10

Frecuencia Relativa (%)

Intervalos de diametro (nm)

Figura 34: Histograma del diametro de las estructuras. Se midieron las estructuras obtenidas en las
imagenes de microscopia electrénica utilizando la referencia (50 o 100 nm). A) Representacién de la
medicién de una nanoparticula. B) Histograma con las mediciones obtenidas, en el eje Y se muestra la

frecuencia relativa en porcentaje (n=365) de cada intervalo calculado (eje X).

Estos datos, junto con los reportados del DLS, nos permiten concluir que obtuvimos las
VLPs con el tamafo esperado. A partir de esta estrategia, partiendo de un cultivo
bacteriano de 50 ml, se obtuvo 1 ml de VLPs con una concentracién de 0,56 + 0,11
mg/ml (1 A[280 nm] = 0,83 mg/ml), con una pureza calculada del 80%.

Aunque la columna SEC es un buen método analitico para evaluacion de purificacion de
VLPs, la produccién a gran escala se dificulta por las mismas limitaciones de la técnica.
Una estrategia que permite escalar la purificacion de VLPs es la Filtracion de Flujo
Tangencial (TFF).
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Filtracion de Flujo Tangencial (TFF)

La ventaja de esta técnica es que, mediante recirculaciéon, concentra estructurasde
un peso molecular mayor a la membrana filtrante. Por los resultados obtenidos
previamente, se procesé so6lo el lisado bacteriano del clon dCP0-6. La filtracion mediante
la membrana de 1000 kDa, y posterior concentracion mediante columna de intercambio
catibnico Sartobind, permitio obtener una banda del tamafio esperado en la corrida
electroforética (Figura 35). Los datos obtenidos indican que, bajo las condiciones de
induccion, la proteina recombinante no forma cuerpos de inclusion debido a que los
niveles de proteina que se encuentran en el pellet son minimos, también se observa que
las bacterias fueron eficientemente lisadas debido a que la mayoria de la proteina
bacteriana se encuentra en el sobrenadante (Fig. 35- calles 1y 2). Luego, observamos
que la proteina recombinante dCPO es retenida por la membrana filtrante de 1000kDa,
esto indicaria que la estructura formada por estas nanoparticulas es mayor a 1000 kDa
(Fig. 35- calle 4), se observan proteinas contaminantes de mayor peso molecular que
son eliminadas en los pasos posteriores. Al realizar la dilucidon para disminuir la fuerza
idnica y permitir la unién de las VLPs a la columna de intercambio catiénico (Fig. 35-
calle 5), observamos que parte de lo sembrado no queda retenido en la columna (Fig.
35- calle 6). Inicialmente se intenté eluir las VLPs con buffer NaNO 100 mM y la fuerza
ionica no fue suficiente (Fig. 35- calle 7). Se necesitd una concentracion mayor (250
mM) para eluir las VLPs de la columna (Fig. 35- calles 8,9 y 10).

51



ITECA
| ECYT_UNSAM-CONICET

Figura 35. Purificacion de VLPs mediante TFF y columna Sartobind S: Las bacterias fueron lisadas y
centrifugadas. Se observa el pellet (calle 1) y el sobrenadante filtrado (calle 2). Luego se concentré
mediante TFF con una membrana de 1000 kDa (calle 4). Se diluy6 la muestra para ser sembrada en la
columna Sartobind (calle 5), y también observamos lo que no qued6 retenido en la misma (calle 6).
Utilizando el buffer NaNO 100mM las VLPs no eluyen (calle 7). Aumentando la fuerza idnica (NaNO3 250
mM) las VLPs eluyen en las fracciones 2 y 3, y en menor medida en la fraccion 4 (calle 8, 9y 10). Con las
flechas rojas se sefiala la proteina recombinante.

A partir de estos resultados podemos decir que la estructura purificada es mayor a 1000
kDa y estaria formada por la proteina dCP0O. Sin embargo, al observar proteina
recombinante en el Flow Through se procedi6é a analizar esta muestra mediante DLS
(Fig. 36). Se observaron estructuras de 100-250 nm que no serfan VLPs, probablemente
sean cimulos proteicos que no pudieron quedar retenidos en la columna, de hecho, se

observan también proteinas no especificas en el gel que podrian formar cuerpos de
inclusién con dCPO (Fig. 36- calle 6).
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Figura 36: DLS del Flow Through de la columna Sartobind. Grafico de distribucion del diametro de las
estructuras obtenidas segin % de masa (A) y % de nimero de particulas (B). El eje X se presenta en
escala logaritmica.

Al evaluar mediante DLS la fraccién 2, se observa que las mismas tienen un tamafio
aproximado de 50 nm que corresponderian a las VLPs. Estas estructuras representan
1/3 de la masa (Fig. 37-A) y casi la totalidad de las moléculas (Fig. 37-B). Vale la pena

destacar que en este analisis no se observaron estructuras menores a 5 nm, indicando
que no habria proteinas libres.
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Figura 37: DLS de la Fraccién 2 obtenida en Sartobind S. Grafico de distribucién del diametro de las
estructuras obtenidas segin A) % de masa y B) % de numero de moléculas. El eje X se presenta en escala
logaritmica hasta 1000 nm.

Partiendo de 50 ml de cultivo bacteriano, mediante esta técnica se obtuvieron 0,15

mg/ml de VLPs purificadas en un volumen total de 5 ml (fracciones 2 y 3 250 mM
NaNO), con una pureza calculada del 85%.

Con las VLPs-MS2 purificadas con el tamafio esperado se puede proceder al segundo
objetivo de esta tesina, el cual consiste en ensamblar VLPs-MS2 conteniendo una
molécula reportera en su interior. Brevemente, en el bacteriéfago salvaje la region TR
(19 nucleotidos) del ARN viral interacciona con el dimero de CP, luego se ensambla la
estructura encapsulando el ARN viral. Por lo que una estrategia para encapsular cargos
consiste en conjugarlos a laregion TRy luego desensamblar y re-ensamblar las cdpsides
(mediante disminucién y aumento de pH). Como prueba de concepto se buscd

encapsular QDs como molécula reportera, para esto en primer lugar se les unio la region
TR.

Preparacion de nanoestructuras en base a QDs

En primer lugar se puso a punto un protocolo mediante activacion por
glutaraldehido y luego se utilizaron columnas cromatograficas para purificar los QDs de
los reactivos utilizados. Inicialmente, se modificaron los QDs con una unica capa de
albiumina. Luego, al unir de forma covalente la secuencia de ADN de unién a la cara de
interna de CP conteniendo un amino (NH-TR), los QDs perdian su fluorescencia,
mientras que el control sin amino (TR), conservaba su fluorescencia pero se adheria a
las paredes del tubo (datos no mostrados). A partir de estos resultados se decidi6
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adicionar una segunda capa de albiimina a los QDs, para aumentar su estabilidad vy,
ademas, adicionar albumina acetilada a la incubacién del TR-DNA para evitar la
adherencia a la pared de polipropileno del tubo de 1,5 ml.

Las nanoparticulas con la primera capa de albimina se obtuvieron en la fraccién 4 y 5
(Fig. 38-A), luego cuando se le adhiere la segunda se obtienen en la fraccion 4 (Fig. 38-
B). Cuando se realizé el paso de unién covalente del NH-TR y TR, aunque los QDs no
perdieron la fluorescencia, se siguieron adhiriendo a la pared del tubo, atin en presencia
de albimina acetilada (datos no mostrados).

Figura 38: Purificacion de QDs. Fracciones de cromatografia de exclusiéon molecular de QDs mediante
Sefarosa CL-6B recubiertos con una sola capa de albimina (A) o, mediante PD-10 con resina Sephadex G-
25 con el agregado posterior de una segunda capa de albiumina (B).

A partir de estos resultados se decidi6 iniciar un nuevo protocolo de microemulsion
mediante sono-quimica.

Brevemente, este procedimiento involucra la microemulsiéon de los QDs en cloroformo y
metanol (fase organica) y la albimina (fase acuosa) para posibilitar la cobertura de los
QDs con albumina, que permiten su solubilizacion en la fase acuosa. Este protocolo
permite en pocos pasos obtener QDs recubiertos de albumina reactiva para la unién
covalente de las moléculas de interés que contenga un grupo amino.

Al adicionar el NH-TR a estas moléculas, se observa un aumento en la fluorescencia a
260 nm comparado con los QDs recubiertos en glicina (QD-Gly) (Fig. 39-A). En este
caso, la absorbancia a 260 nm es similar a la obtenida por el QD-H1, que se produjo
mediante la union de un ADN de una longitud y estructura similar al TR-DNA
conteniendo un amino en su extremo 5’. Este QD, conteniendo una secuencia control de
ADN, permitira evaluar la unién no especifica a la capside viral desensamblada.

Cuando se evalta la relacion 260/280, que permite cuantificar la relacién entre ADN y
proteinas, se observa un marcado aumento de esta proporcion. Esto indica que hay

presencia de moléculas de ADN en la superficie de los QDs recubiertos en albtimina (Fig.
39-B).
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Figura 39: Analisis de absorbancia de los QDs modificados. A) Espectro de absorbancia de los QDs
recubiertos con doble capa de albimina y con unién covalente a: H1 (QD-H1), NH-TR (QD-TR), glicina
(QD-Gly), y espectros de absorcién de Glicina 100 mM y PBS (blanco). B) Relacién 260/280 nm de los QDs
recubiertos con albiimina y con unién covalente a: H1 (QD-H1), NH-TR (QD-TR) y glicina (QD-Gly).

Una vez que se determind que los QDs recubiertos con albumina tienen unida la regién
TR, se procedié a analizar el didmetro de las estructuras para evaluar si estas podrian
ser encapsuladas dentro de las VLPs-MS2. Se observé que las nanoparticulas tienen en
promedio un didmetro de 31 nm, también se observaron en mucho menor proporcién
(0,05%) agregados de 150 nm aproximadamente (Fig. 40). Vale la pena recordar que el
didmetro interno de las VLPs es de 22-23 nm, pero teniendo en cuenta la
sobreestimaciéon del DLS por medir el radio hidrodindmico se evaluara el ensamblado
de esta molécula reportera dentro de MS2-VLPs.
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Figura 40: DLS de los QDs recubiertos con albiimina y la regiéon TR. Grafico de distribucion del radio
de las estructuras obtenidas segin A) % de masa y B) % de nimero de particulas. El eje X se presenta en
escala logaritmica hasta 1000 nm.

Con el fin de encapsular los QDs modificados con la region TR se procedié a
desensamblar y re-ensamblar las VLPs-MS2 purificadas modificando el pH de la
solucion.

Desensamblado VLPs-MS2

El protocolo para desensamblar las VLPs involucroé el uso de acido acético glacial
(2/3 Vi), de esta manera los dimeros de CP desensamblados se mantienen en solucion,
luego se realiza una centrifugacion para sedimentar los aglomerados proteicos que
puedan formarse, y el sobrenadante se utiliza para los experimentos de encapsulacién.

Luego de tratar con acido acético glacial y centrifugar, no detectamos presencia de
proteina en el sobrenadante cuando medimos la absorbancia a 280 nm, mientras que en
el pellet, resuspendido en PBS se observa una alta absorbancia a 280 nm (datos no
mostrados). Estos datos indican que las VLPs purificadas se habrian precipitado. Se
repiti6 3 veces el protocolo agregando de forma mas paulatina el acido acético glacial y
se obtuvo el mismo resultado. Esto podria explicarse por la presencia de contaminacién
con acidos nucleicos o proteinas que conlleven a la aglomeracién de las VLPs y su
posterior precipitacién al centrifugar. Se continuara evaluando diferentes protocolos
para aumentar los niveles de pureza de las VLPs y el uso de otros protocolos para el
desensamblado de las mismas.
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DISCUSION

Optimizacion de la produccion de VLPs-MS2

Frente a los datos expuestos de incidencia y mortalidad del cancer de pulmén, se
necesitan nuevas herramientas que permitan rapidamente desarrollar estrategias que
mejoren la calidad de vida de los afectados. Una plataforma versatil para transportar
cargos terapéuticos que permita la modificacién de los ligandos exteriores, seria muy
util frente al desarrollo de la resistencia de las células tumorales. Las VLPs tienen un
amplio potencial de aplicacién, debido a que no solo se pueden usar como
nanotransportadores sino también para el desarrollo de vacunas contra el cancer de
pulm6nlis 119 [,o0s objetivos propuestos para este trabajo implican una optimizacién de
la expresion y del proceso de purificacion de VLPs-MS2; y posteriormente, el ensamble
de estas nanoparticulas conteniendo una molécula reportera en su interior.

Como se menciond, el pldsmido de expresidon original para la produccién de VLPs-MS2
con el que contaba el laboratorio (pET21-dCP) tiene clonado rio arriba del gen dCP la
region codificante del T7 leader. Esta ultima es una secuencia de 11 aminoacidos
(MASMTGGQQMG) sumado a un puente aminoacidico (RGSH). El T7 leader es un
péptido comunmente afiadido al extremo N-terminal de una proteina de interés para
aumentar los niveles de expresion110.120,121 siempre y cuando se utilice algin vector de
la serie pET, los cuales se basan en un sistema de inducciéon de la T7 ARN polimerasa.
Entonces, esta es una de las razones por la cual en un principio se insertd el tag, para
aumentar la expresion de la proteina recombinante dCP.

Por otro lado, uno de los objetivos del proyecto en el cual se encuadra esta tesis es
utilizar las VLPs-MS2 para desarrollar estrategias de terapia dirigida, por ejemplo,
mediante la adiciéon de un péptido a la superficie de la capside, el cual seria reconocido
por algun tipo celular especifico, desencadenando un proceso de endocitosis’>. Este
péptido puede estar fusionado al extremo N-terminal de dCP, por lo tanto, validar el
ensamblado de las capsides con el T7 leader permitiria suponer que la insercion de un
péptido especifico no dificulta el ensamblado de las capsides. Y ademas, si se quisieran
utilizar las VLPs-MS2 para el desarrollo de vacunas mediante insercién de péptidos
antigénicos10¢, se podrian utilizar estas VLPs como control negativo de la respuesta
esperada. Fueron todas estas razones las que motivaron la insercion del T7 leader en la
secuencia, pero experimentos preliminares del laboratorio, no mostrados en este
trabajo, mostraron bajos niveles de induccién de la proteina recombinante. Por esta
razon, en esta tesis se optd por eliminar la secuencia del T7 leader. Y en relacién a esto,
la estrategia de clonado planteada mediante corte con enzima de restriccion y posterior
religado para la obtencion del pET21-dCPO funcioné correctamente (Fig. 24). A
continuacién, se muestra un recordatorio de las construcciones plasmidicas a obtener
en este trabajo (Fig. 41).
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Figura 41: Esquema de plasmidos a obtener: Brevemente, se detallan las diferencias criticas entre los
diferentes plasmidos. Con una flecha violeta se marca el T7 leader, el cuadrado rojo simbolizala adicién
de 4 bases en el promotor T7 (Prom. T7 consenso) y cada cuadrado azul simboliza las 6 bases
modificadas (TIR 2).

Basados en el trabajo realizado por Shilling y colaboradores?, se pudo llevar a cabo la
estrategia de clonado desarrollada para incluir las secuencias T7 consenso y TIR2 con el
fin de aumentar la expresién de la proteina recombinante. Esta estrategia incluyé 2
PCRs sucesivas, un clonado y un posterior corte y ligacion con enzimas de restriccion en
el vector receptor. Mediante este abordaje se pudo obtener uno de los plasmidos que se
estaban buscando, el pET21-dCP2 (Fig. 25). La base alternada que se observa en la
secuenciacion del plasmido obtenido puede deberse a un error de la Taq'22 o también a
una mutacion de la bacterial?3. Ya que, la secuencia del cebador 2 utilizada para la
amplificacién es la correcta, y la secuencia templado (pET28-mSA) de la que proviene
esta secuencia, posee la guanina correspondiente (dato no mostrado).

Una vez que obtuvimos los plasmidos pET21-dCP0O y pET21-dCP2, comenzamos con los
experimentos de evaluacién de crecimiento bacteriano y de expresion, y en paralelo
continuamos haciendo los experimentos para obtener el pET21-dCP1. Sin embargo,
desistimos de esta busqueda debido a los resultados obtenidos: los elementos incluidos,
promotor T7 consenso y region TIRZ, no aumentaron los niveles de expresion de
proteina recombinante (Fig. 29). Hubiese sido conveniente obtener el pET21-dCP1 en
el siguiente supuesto. En primer lugar, si el plasmido que incluia las modificaciones
aumentaba la expresion de la proteina recombinante; y en segundo lugar, si al evaluar el
ensamblado hubiésemos observado que las VLPs no se estructuraban de la manera
correcta. Podriamos inferir en ese caso que el agregado de los 2 aminoacidos después
del ATG (glutamina y leucina) dificulté el correcto ensamblado de las capsides. En esa
situacion hubiese sido provechoso obtener el pET21-dCP1, para evaluar si se lograba
aumentar la producciéon de dCP y que las VLPs se puedan ensamblar correctamente.
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De todas maneras, en relacion a esto, existen trabajos cientificos en los que agregan
aminoacidos en el extremo N-terminal de dCP para el desarrollo de vacunas06,124,125,
Por ejemplo, se ha desarrollado una nueva vacuna candidata para multiples serotipos de
HPV a partir de VLPs-MS2 que ofrece una proteccién comparable en ratones a la vacuna
ya aprobada Gardasil91%. Las capsides exponen sobre su superficie péptidos de 15a 39
aminodacidos de la proteina menor de la capside del HPV (L2). Los autores insertaron las
secuencias mediante PCR en el extremo N-terminal del dimero de CP. Considerando que
a pesar del agregado peptidico, los autores igual obtienen VLPs-MS2 ensambladas, seria
poco probable que el agregado de los 2 aminoacidos (dCP2) en la estrategia planteada o
el T7 leader que estaba insertado originalmente dificultara el correcto ensamblado de
las nanoparticulas. Sin embargo, como se detallo, no logramos purificar VLPs derivadas
de dCP2, lo cual nos indicaria que el agregado de los 2 aminoacidos (glutamina y
leucina) si dificulta el ensamblado de las nanoparticulas, al menos en las condiciones
analizadas en este trabajo.

Considerando el trabajo mencionado donde insertan péptidos de HPV y obtienen VLPs-
MS2 ensambladas, podriamos inferir que la secuencia del T7 leader que se encontraba
en el plasmido original (pET21-dCP), no deberia afectar la estructura de las capsides. En
esta tesis de licenciatura, el ensamblado de VLPs mediado por el plasmido original no
fue analizado ya que los niveles de induccion eran bajos.

La razén por la cual no se observd un aumento en la producciéon de la proteina
recombinante a raiz de las modificaciones realizadas podria deberse a varias razones.
Una de ellas es que en el trabajo del cual deriva esta estrategia, las 3 proteinas en las
cuales se optimiz6 la expresion tienen un tag de histidina después del ATG19°. Ademas,
el plasmido de expresidon de estreptavidina monomérica (pET28-mSA) utilizado en este
trabajo como templado para amplificar la regiéon conteniendo el promotor T7 consenso
y la region TIR2, también tiene un tag de histidina. A pesar de que no contamos con un
plasmido de expresion de mSA sin el promotor T7 y la regién TIR2 para utilizar como
control, es importante destacar que, se observaron cualitativamente altos niveles de
expresion de mSA (datos no mostrados). La regién TIR2 junto con el tag de histidina
podria ser lo que aumenta la produccion de las proteinas analizadas por los autores. El
dimero de CP expresado en este trabajo no cuenta con un tag de histidina, podria ser el
motivo por el cual no hubo un aumento en la cantidad de proteina recombinante
producida. También, por otro lado, podria ser que el agregado de los 2 aminoacidos a
dCP en el extremo N-terminal esté afectando la induccién o el plegado de la proteina
recombinante, condicionando el rendimiento de produccidon.

A pesar de los resultados obtenidos en los cuales no se observé un aporte significativo
en la expresion de la proteina recombinante optimizada (dCP2 vs dCPO0), seria
pertinente evaluar el aporte mediado Unicamente por la modificacién del promotor. Es
decir, disefiar un plasmido similar al original, pET21-dCP, pero agregando las 4 bases
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que hacen al promotor T7 consenso. Si se realizara un analisis de los niveles de ARNm
mediante PCR en tiempo real, podria evaluarse si las dificultades de expresion que tiene
dCP2, son a niveles de transcripcidon y/o traduccién. Pero considerando que el objetivo
final es obtener los mayores niveles de induccién de proteina recombinante, no se
considerd este analisis necesario.

Suponiendo que el correcto plegado de la proteina recombinante y en consecuencia el
ensamblado de las capsides se podria ver afectado por el rapido crecimiento bacteriano
a 37 °C se probaron temperaturas de cultivo menores!ll, También, el crecimiento
bacteriano se podria ver afectado por la rapida expresion de la proteina recombinante,
disminuyendo su rendimiento por la posibilidad de que se estén formando cuerpos de
inclusion. Disminuir la temperatura de crecimiento suele ser una alternativa para
optimizar la producciéon de una proteina recombinante!15. De hecho, en bibliografia se
reportan procedimientos donde producen VLPs-MS2 a 30 °C, e incluso a 22 2(C126,127,
Por estos motivos evaluamos el crecimiento a 28 2C y efectivamente observamos un
aumento en el rendimiento de la expresion de proteina recombinante (Fig. 29). Se
considerd evaluar la expresion a 22 °C pero por limitaciones de los equipos
experimentales se descartd. También observamos que las modificaciones introd ucidas
en los plasmidos no afectan el crecimiento bacteriano, tanto a 37 2C como a 28 °C.

Se logré optimizar la produccion del dimero dCP, considerando que la comparacién
entre los niveles de expresion cuando arrancamos este trabajo son considerablemente
menores a los niveles obtenidos luego del desarrollo de esta tesis de licenciatura (Fig.
30). Destacamos que, al eliminar la secuencia codificante del T7 leader aumentamos la
expresion de la proteina recombinante. Es decir, que esa secuencia si podria afectar la
produccién de la proteina recombinante o el correcto ensamblado de las VLPs, y en
consecuencia, podria condicionar el crecimiento bacteriano. Teniendo en cuenta los
resultados podemos decir que la optimizacién planteada de integrar las regiones
promotor T7 y regién TIR2 no generd el efecto esperado. Bajo las condiciones
analizadas, la delecién del T7 leader y la disminucién de la temperatura de induccién
fueron los puntos criticos que aumentaron el rendimiento de expresion de dCP.

Purificacion de VLPs-MS2

En una segunda etapa de este trabajo se desarrollaron 2 estrategias de
purificacién de las VLPs y se evalud su estructura. Primero se evalud la purificacion
concentrando mediante una columna Vivaspin de corte en 100 kDa y una posterior
cromatografia de exclusion molecular. Este proceso se llevé a cabo bajo las condiciones
de mayores niveles de expresion, se utilizé el clon dCP0-6, y se hizo la induccién a 28 °C.
También se intentd purificar las VLPs mediadas por dCP2, para evaluar si, mas alla de
las similitudes en los niveles de expresion, podria haber diferencias en las estructuras
de las VLPs, consecuencia de las modificaciones introducidas. Como se detalld
previamente, estas VLPs no se lograron purificar, incluso optimizando el protocolo con
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ADNasa, ARNasa y lisozima. La razon por la cual las VLPs no tienen la estructura
correcta para permanecer en solucion podria deberse a diversos factores. Recordemos
que este vector se destaca por tener basicamente 2 diferencias con el pET21-dCPO0. Se le
agregaron 4 bases al promotor y se modificé la region de inicio de la traduccion. Es poco
probable que la modificacién del promotor condicione el ensamblado de las VLPs,
considerando que se observo expresion de la proteina recombinante. En principio, lo
mas probable, es que los 2 aminoacidos agregados a la secuencia rio abajo del ATG
podrian estar dificultado el correcto plegado de la proteina recombinante, y por lo tanto,
el ensamblado de las VLPs. Cabe destacar que, considerando el trabajo citado
previamente donde insertan péptidos de HPV en la secuencia dCP1%, y obtienen igual
VLPs, es extrafno que el agregado de 2 aminoacidos condicione la estructura de las
capsides. Por lo que consideramos que se deberia continuar con la optimizacién del
protocolo de purificacién, para determinar cudles son las condiciones necesarias para
que las VLPs-MS2 formadas por dCP2 puedan ensamblarse de la manera correcta.

Mediante la estrategia de purificacion planteada utilizando la columna de Sefarosa CL-
6B logramos purificar VLPs-MS2 formadas por dCPO con un nivel de pureza del 80%. No
se observd proteina recombinante en el eluato de la columna Vivaspin 100KDa, lo que
indicaria que no habria monémeros y/o dimeros de dCPO0. Ya se han utilizado este tipo
de columnas para purificar VLPs-MS2128, y también estructuras de tamafo
relativamente grandes, como vesiculas extracelulares (100-200 nm)12°. El fundamento
utilizado radica en la diferencia de tamafio entre las VLPs ensambladas y los dimeros de
dCP, los cuales quedan retenidos y eluyen en las fracciones finales junto con el resto de
las proteinas bacterianas. En nuestro trabajo, observamos que la proteina eluye
principalmente en las fracciones 6 y 7, donde se observan pocas proteinas
contaminantes, esto indicaria que las VLPs estan ensambladas debido a que eluyen en
las primeras fracciones. Vale la pena recordar que las VLPs se desnaturalizan mediante
calor, un agente reductor y detergente cuando van a ser sembradas, por estarazén en el
gel se observa el dimero de 27,8 kDa. También se observa dCPO en la fracciéon 8y 9, pero
con proteinas de mayor tamafo contaminantes. Esto podria indicar que la proteina
recombinante estd formando estructuras pero no del tamafio adecuado, podrian ser
dimeros, trimeros y tetrameros de dCPO (56 kDa, 83 kDa y 111 kDa, respectivamente)
los cuales eluyen en la misma fracciéon que proteinas de esos tamafios.

Aunque la técnica previamente descrita permite afirmar que las estructuras
supramoleculares formadas por dCPO tienen alto peso molecular, no permiten aseverar
que la estructura de las VLPs sea la deseadal30, Las nanoestructuras se pueden evaluar
mediante Dynamic Light Scattering (DLS) y mediante Microscopia Electrénica de
Transferencia (MET). En el andlisis por DLS se observo que el didmetro de la mayoria de
las nanoparticulas fue cercano al esperado, tanto si consideramos la agrupacién por
masa como por numero de particulas (Fig. 32). Como se mencion6 previamente, el MS2
tiene una capside icosaédrica de 27 nm de didmetro con ndmero de triangulaciéon T = 3,

61



1 ITECA
L | ECYT_UNSAM-CONICET

este nimero indica la cantidad de unidades estructurales por cara del icosaedro’4. De
todas maneras, se observo que, en ausencia del genoma viral, se forman capsidesT =3y
en menor proporcion capsides T = 4 y combinaciones entre ambas. A causa de lo
mencionado, se generan estructuras de entre 27 y 33 nm126, Esta particularidad genera
poblaciones heterogéneas de VLPs-MS2, lo que explicaria la polidispersiéon observada
del 20 - 25% en el didmetro obtenido mediante el analisis por DLS (Fig. 32). El software
considera que para que las estructuras analizadas sean homogéneas, la polidispersion
debe ser menor al 15%, y si es mayor a 30%, considera que la poblacién es polidispersa.
Cabe destacar que la medicion del didmetro por esta técnica no es exacta. Lo que se
calcula es el radio de una esfera hipotética que difunde a la misma velocidad que las
particulas medidas (radio hidrodinamico). Por lo tanto, la medicién es teérica debido a
que las particulas en solucién estan generalmente hidratadas o solvatadas 131,132,

Es destacable que no se observaron estructuras con didmetros mayores a los 250 nm en
la purificacion de VLPs-MS2, por esta razon, la escala logaritmica del eje X llega hasta
1000 nm. De todas maneras, vale la pena aclarar que para el andlisis de estos graficos se
tuvo que eliminar las estructuras menores a 5 nm debido que al estar presentes en
mucho mayor cantidad que las nanoparticulas, no permiten apreciar la altura de los
picos. Esto nos estaria indicando que no todas las proteinas recombinantes purificadas
en la fraccién 6 de la SEC estan formando VLPs. Esto podria deberse al desensamblado
de las VLPs, generando dCPO libre, y/o proteinas bacterianas contaminantes. El proceso
o las condiciones de corrida podrian estar afectando el ensamblado. También es
probable que el ADN o ARN presente en el lisado bacteriano esté interfiriendo en el
ensamblado de las capsides, podrian formarse agregados de proteina-ADN/ARN, que
serfan las estructuras de 250 nm que detecta el DLS (Fig. 32). El sonicado genera
fragmentos de ADN/ARN de 300 - 500 pb que pesan entre 185 - 300 kDa, es decir que
permanecen cuando se utiliza la columna Vivaspin de corte de 100 kDa para concentrar.
Estas moléculas podrian interferir en el proceso de purificacién, debido a que por carga
negativa de los fosfatos, pueden interaccionar con las proteinas 133,

Las imagenes de microscopia electréonica no permiten definir si la estructura de la
nanoparticula es la correcta, pero se observan estructuras circulares que
corresponderian a las VLPs-MS2. Los datos obtenidos en el DLS y en MET correlacionan
entre sf, mediante ambas técnicas se obtiene que aproximadamente el 60% - 70% de las
estructuras tiene un didmetro similar a las VLPs-MS2. También, en ambas metodologias
se observan estructuras de tamafio variable mayor a 70 nm. Mediante DLS se obtiene un
didmetro mayor que lo medido mediante MET (32 #* 3,13 nm y 22,2 + 3,9 nm,
respectivamente), como se reporto6 en otros estudios 124134135,

La estrategia de purificacién concentrando las nanoparticulas mediante SEC permite
obtener VLPs-MS2, pero, debido a limitaciones técnicas, no se pueden procesar grandes
volumenes de lisado bacteriano. Debido a que en este proyecto se quiere contar con
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grandes cantidades de VLPs-MS2, se desarrollé una segunda estrategia de purificacion
que pueda ser escalable, como la Filtracion de Flujo Tangencial (TFF)136 y posterior
concentracién mediante una columna de intercambio catiénico Sartobind137. El TFF es
ampliamente utilizado en desarrollos biotecnolégicos y en la industria alimentaria, y se
destaca su extensivo uso para la concentracion, separacién y purificacion de
nanoparticulas38. Esta estrategia difiere de la filtracién normal en que el flujo es
tangencial a la membrana filtrante, en lugar de ser perpendicular. De esta manera se
evita el apelmazamiento y que se obstruyan los poros de la membrana, lo que facilita
una filtracion uniforme (Fig. 42)13°.
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Figura 42: Esquema ilustrativo de la diferencia entre la filtraciéon perpendicular y TFF. A) Filtracion
perpendicular donde las particulas se apelmazan y obstruyen los poros. B) Filtracion de flujo tangencial
donde la recirculacion permite una adecuada filtracion de las particulas pequefias. Adaptado de Bussato,
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S.y colaboradores139.

El TFF permite, mediante recirculacién, concentrar moléculas que sean mayores a los
poros de la membrana filtrante. En este trabajo, considerando que las VLPs-MS2 tiene
un peso molecular calculado de 2505 kDa, se utiliz6 una membrana 1000 kDa para
purificar. Este abordaje permite filtrar de la solucion todo lo que sea menor a 1000 kDa,
de esta manera, se eliminan las proteinas recombinantes que no estén formado VLPs,
asi como las proteinas bacterianas contaminantes, los restos de ADN/ARN y las sales.

Por lo mencionado anteriormente se procedié a purificar las VLPs-MS2 producidas por
el clon dCP0-6. La estrategia de purificacion planteada consiste primero en una
filtracion tangencial y luego una concentracién mediante una columna de intercambio
catiénico. En la primera etapa, utilizando la estrategia del TFF, se logré obtener una
banda del tamano esperado que corresponde a dCPO (Fig. 35- calle 4). Se observaron
proteinas contaminantes de mayor peso molecular, estas podrian estar formando
agregados proteicos que no son filtrados por la membrana, en los pasos posteriores de
la purificacién son eliminados. Inicialmente, se observaron dificultades en el proceso de
filtracion por TFF, se hipotetizd que los fragmentos remanentes de ADN/ARN,
consecuencia del sonicado, podrian estar interfiriendo en la membrana dificultando el
proceso de filtracion. Por esta razon, se trataron las muestras con ADNasa y ARNasa, y
se agregd lisozima para que las bacterias sean correctamente lisadas y, una vez liberado
el acido nucleico, las enzimas puedan degradarlo mas facilmente. Con esta optimizacién
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se logré mejorar el proceso, por lo que concluimos que, a diferencia de las moléculas de
300 - 500 pb generadas por el sonicado, pareceria que los nucle6tidos libres son
facilmente filtrados.

En una segunda etapa de este proceso de purificaciéon se llevé a cabo una concentracion
del retentato obtenido utilizando una columna Sartobind S 3 ml. La misma, tiene una
matriz de celulosa con poros > 3 pum y grupos sulfénicos (R-CH2-SO3") unidos
covalentemente, por lo que es un intercambiador catidénicol40. Estas columnas son
frecuentemente utilizadas para la purificaciéon de virus y VLPs141, El bacteriéfago MS2
tiene una estructura compleja con multiples cargas, se observo que a pH = 7 se adhiere
tanto a las matrices de carga positiva como negatival42, en nuestro trabajo utilizamos un
intercambiador catidnico para evitar el pegado del ADN/ARN que podrian quedar
remanente, estas biomoléculas tienen carga negativa por los grupos fosfato. Verificamos
que la proteina recombinante dCPO se adhiere a la superficie negativa de la membrana
utilizada, esta proteina estaria formando las VLPs-MS2. Aumentando la fuerza i6nica
eluimos lo que serian las particulas virales (Fig. 35- calle 8 y 9). Si la filtracidon
tangencial del paso anterior fuese deficiente, podria ser dCPO sin formar estructuras
supramoleculares, considerando que el punto isoeléctrico teérico de dCP es 8,3129, y
que, en las condiciones de corrida (pH = 7) esta proteina tendria una carga positiva. Es
necesario verificar el tamafio de las nanoestructuras mediante alguna técnica como el
DLS para descartar la presencia dCPO libre y/o VLPs no ensambladas correctamente.

Previo a comprobar el didmetro de estas nanoparticulas, se analizé por DLS la fraccién
de lo que no quedo retenido en la columna (Fig. 35- calle 6), debido a que en el gel se
observaba presencia de dCP0O. Se observaron estructuras de 100 - 250 nm que
claramente no corresponden a VLPs correctamente ensambladas, el % de polidispersién
es alto (30%) indicando una poblacién heterogénea de estructuras. Por lo verificado,
aparenta ser un método adecuado para limpiar los agregados proteicos, tanto de dCPO
como de proteinas contaminantes que se observan en el gel.

Luego, se evalu6 la fraccién 2, donde esperamos encontrar las VLPs-MS2. Se observa
que la mayoria de las estructuras tiene un didmetro de 50 nm aproximadamente, con
una pequefia polidispersion del 10%, sefialando una poblacion homogénea. Estas
nanoparticulas tendrian un tamafio mayor al esperado para las VLPs-MS2 (27 y 33 nm,
considerando las posibles estructuras T = 3 y T = 4, respectivamente ). Considerando los
errores asociados al DLS mencionados previamente, podriamos inferir que purificamos
VLPs-MS2. Sin embargo, haria falta hacer otros andlisis para verificar el didmetro de
estas nanoparticulas, se podria volver a medir por DLS o analizar por MET, procesos que
no se pudieron llevar a cabo en este trabajo. Por otro lado, podria ser que el aumento en
la fuerza iénica para eluir las VLPs de la columna Sartobind S podria estar
condicionando la estabilidad y estructura de las VLPs127. Cabe destacar que, a diferencia
de las VLPs purificadas mediante SEC, donde se observaron muchos contaminantes
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menores a 5 nm, mediante este método no se encontraron otras particulas que las
reportadas en el DLS, indicando que en este proceso se aumento la pureza. Estos datos
nos permiten descartar la presencia de dCPO libre.

Ambas estrategias de purificacién planteadas permitieron obtener VLPs-MS2. Partiendo
de 50 ml de bacterias, se obtuvo 1 ml con 0,56 + 0,11 mg/ml de VLPs para el caso de
SEC. Mientras que con el TFF y posterior concentracion con columna de intercambio
catidnico, se obtuvieron 5 ml con 0,15 mg/ml, considerando que las fracciones 2 y 3
tienen VLPs-MS2. El rendimiento de SEC se asemeja mas a lo reportado en bibliografia
que el rendimiento del TFF (Tabla 8). De todas maneras, en términos de cantidad, lo
obtenido por TFF es mayor, y, ademas, en esta purificacion no se detectaron estructuras
contaminantes menores a 5 nm.

Anobom, C. D.y col.’® 0,5 mg/ml (VLPs)

Plevka, P. y col.* 0,5-1,0 mg/ml (VLPs o salvaje)
Patel, K. G. y col.?? 0,4 -0,7 mg/ml (VLPs)

Mylon, S. E. y col.%® 0,5-16 mg/ml (salvaje)
Ashley, E. C.y col.”® 10 mg/ml (salvaje)

Tabla 8: Concentracion de VLPs-MS2 o MS2 reportadas en bibliografia. Se ejemplifican 5 trabajos
donde se purificaron VLPs-MS2 o MS2 salvaje mediante diferentes métodos y sus respectivas
concentraciones obtenidas.

Seria interesante evaluar si se puede optimizar el rendimiento obtenido por TFF y
plantear los experimentos pertinentes para escalar la produccién y asi aumentar la
produccién en masa de VLPs-MS2.

Modificacion de QDs y desensamblado de VLPs-MS2

Se logr6 obtener nanoparticulas de QDs recubiertas con albimina y con la regiéon
TR en su superficie para poder ser encapsuladas dentro de las VLPs-MS2. Ademas se
modificaron también QDs recubiertos albumina y con H1, esta secuencia posibilitara
tener un control de union especifica a la cara interna de las VLPs. Es importante
destacar que podria haber unidn inespecifica de albumina a dCP, generando agregados
proteicos. El QD-Gly se utilizara para evaluar la posible unién inespecifica de albimina a
las VLPs durante el re-ensamblado. Para evaluar si los QDs fueron correctamente
encapsulados por las VLPs-MS2 se deberian utilizar técnicas como la microscopia
electronica de transmision o utilizar cromatografia de afinidad utilizando dCP para
retener los QDs-TR no recubiertos con VLPs-MS2.

La relacién 260/280 nm obtenida para los QDs recubiertos con albiumina y ADN se
encuentra en torno a 1,6, mientras que los QDs recubiertos con albimina y glicina
tienen una relacion de 0,68. El aumento de la relacion 260/280 nm indicaria la
presencia de ADN unido de forma covalente a la superficie de los QDs de albimina. Para
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afirmar esta conclusion se deberfa realizar un control con la regiéon TR sin el amino
terminal para descartar una posible union inespecifica de ADN simple cadenal43. Vale
aclarar que los oligonucledtidos utilizados en este trabajo (TR y H1) forman horquillas
por lo que las regiones simple cadena son muy pequeifias (1 - 4 nucleétidos), indicando
que esta union seria poco probable.

Los QDs recubiertos con albumina y ADN obtenidos para ser encapsulados tienen un
didmetro en promedio de 31 nm, como se mencioné este valor podria estar
sobrestimado por la medicién del DLS. También, sabiendo que el didmetro de los QDs
por si solos es de 5,5 - 6,5 nm, se podrian hacer modificaciones en el protocolo para
achicar el diametro de la cobertura, de esta manera se facilitaria el encapsulado dentro
de las VLPs-MS2. Seria importante obtener QDs con una sola capa de albumina estables,
ya que el diametro promedio de estos (~10-11nm) permitiria una mayor eficiencia en el
ensamblado dentro de las VLPs con respecto a los QDs obtenidos en este trabajo.

Una vez obtenidos los QDs recubiertos con la region TR para que sean encapsulados en
las VLPs-MS2, se procedi6 a evaluar el desensamblado y re-ensamblado de las capsides.
En el presente trabajo no se pudo llevar a cabo el desensamblado de las VLPs-MS2, se
formaron agregados proteicos que precipitaron. Se decidi6 utilizar este protocolo
debido a que la mayoria de los trabajos utilizan esta estrategia para el desensamblado 7>
76,89,127 E]l proceso de desensamblado también serviria para liberar el ARNm de E. coli
que podria estar dentro de las VLPs purificadas, debido a que estas moléculas
interaccionan con dCP1#: 145 Una vez liberado el ARNm se podria utilizar la ARNasa
para degradarlo. Considerando que la presencia de contaminantes podria influir en la
precipitacion por acido acético, una estrategia para optimizar este protocolo seria
aumentar la pureza de las VLPs-MS2.
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CONCLUSIONES

v" La eliminacién del T7 leader del plasmido de expresion y la disminucién
de la temperatura de crecimiento fueron los factores criticos para
aumentar la expresion de la proteina recombinante dCP.

v" Las modificaciones introducidas en el plasmido de expresién, promotor
T7 consenso y region TIRZ, no afectaron el crecimiento bacteriano y, lo
mas importante, no aumentaron los niveles de expresion de proteina
recombinante.

v El clon obtenido dCP0-6 crecido a 28 °C fue el que demostré los mayores
niveles de induccién de proteina recombinante.

v' Se desarrollaron 2 estrategias para la purificacion de VLPs-MS2. La
primera de ellas involucra el uso de una Cromatografia de Exclusion
Molecular y la segunda de ellas, involucra una Filtracion de Flujo
Tangencial y una posterior concentracion mediante una columna de
intercambio catidnico (Sartobind S).

v Se modificaron QDs con una cobertura de albtimina y con TR-DNA para
poder ser encapsulados dentro de VLPs-MS2. Se llevaran a cabo las
optimizaciones necesarias para desensamblar las VLPs-MS2
eficientemente.

El trabajo realizado permiti6 avanzar en el desarrollo de VLPs-MS2 que puedan ser
utilizadas como nanotransportadores de cargos terapéuticos. Estas nanoparticulas
podrian ser modificadas en su superficie exterior para ser dirigidas especificamente
hacia células cancerosas. Mas alla de los objetivos especificos del proyecto en los cuales
se encuadra esta tesis, la plataforma en desarrollo tiene un potencial de aplicaciéon
inmenso, tanto en el campo de la salud humana, como en la salud animal y otros
desarrollos bio-nanotecnolégicos.
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ABREVIATURAS

%P/V (porcentaje peso en volumen)

aa (aminoacidos)

ADN (4cido desoxirribonucleico)

APS (amonio peroxodisulfato)

ARN (&cido ribonucleico)

ARNasa (ribonucleasa A)

ARNm (ARN mensajero)

CaClz (cloruro de calcio)

CFPS (sintesis proteica libre de células)

CP (proteina de la capside)

EDTA (Acido etilendiaminotetraacético)
EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico)
HCI (acido clorhidrico)

h (horas)

HPV (Virus del Papiloma Humano)

IPTG (isopropil-3-D-1-tiogalactopiranodsido)
kPa (kilopascal)

LB (Luria-Bertani)

mA (miliamperio)

miARN (micro ARNSs)

min (minutos)

NaCl (cloruro de sodio)

NaNOs (Nitrato de sodio)

NaOH (hidréxido de sodio)

NEB (New England Biolabs)

nm (nandémetro)

NSCLC (Non Small Cell Lung Carcinoma; Cancer de pulmdn de células no pequeiias)
OD60onm (Densidad Optica a 600 nm)

PCR (reaccién en cadena de la polimerasa)
QDs (Quantum Dots)

SARS (Sindrome respiratorio agudo grave)
SDS (dodecilsulfato s6dico)

SEC (cromatografia de exclusién por tamafio molecular)
siARN (ARNs de interferencia pequefios)

TB (Terrific Broth

TEMED (Tetrametiletilendiamina)

TFF (cromatografia de filtracion tangencial de flujo)
TIR (regién de inicio de la traduccion)

Tris (trisaminometano)

VIH (Virus de la Inmunodeficiencia Humana)
VLPs (Virus Like Particles)

VLPs-MS2 (VLPs del bacteriofago MS2)
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ANEXO

Mapa plasmido pET21-dCP0O

T7_Temminal_primer  6xHis Cto T
T7_terminator

f1_onigin

Ate G
QE promoter primer GtoT dCPO Linker

pQE-F primer
AmpR_promoter CloA

Ampicilin MS2 Levivirus Coat Protein

MS2 Levivirus Coat Protein

pBR322_origin

ROP

Secuencia vector pET21-dCP0O

Formato Genbank (.gb)
LOCUS pET21-dCPO 6164 Dbp DNA circular 8-APR-2022
SOURCE
ORGANISM
COMMENT This file is created by Vector NTI

http://www. invitrogen.com/
FEATURES Location/Qualifiers
misc feature complement (565..570)
/vntifkey="21"
/label=Linker
V_region complement (175..564)
/vntifkey="45"

/label=MS2\Levivirus\Coat\Protein
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variation

variation

variation

variation

variation

variation

variation

variation

terminator

misc feature

misc feature

misc feature

misc feature

promoter

primer bind

ECYT_UNSAM-CONICET

complement (274..274)
/vntifkey="96"
/label=C\to\T
complement (370..370)
/vntifkey="96"
/label=A\to\G
complement (397..397)
/vntifkey="96"
/label=G\to\T
complement (576..576)
/vntifkey="96"
/label=C\to\A
complement (670..670)
/vntifkey="96"
/label=T\to\A
complement (793..793)
/vntifkey="96"
/label=G\to\T
complement (916..916)
/vntifkey="96"
/label=A\to\T
complement (913..913)
/vntifkey="96"
/label=T\to\C
complement (1..129)
/vntifkey="43"
/label=T7 terminator
69..87

/vntifkey="21"
/label=T7 Terminal primer
complement (140..157)
/vntifkey="21"
/label=6xHis
complement (969..985)
/vntifkey="21"
/label=T7 transl en RBS
complement (1003..1030)
/vntifkey="21"
/label=1lacO
complement (1030..1048)
/vntifkey="30"
/label=T7 promoter
complement (1132..1151)

/vntifkey="28"
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gene

misc feature

CDs

gene

misc feature

primer bind

rep origin

CDS

gene

promoter

rep origin

primer bind

primer bind

primer bind

ECYT_UNSAM-CONICET

/label=pBRrevBam primer
complement (1080..1343)
/gene="tet (564-300)"
/vntifkey="60"
1426..2517
/vntifkey="21"
/label=lacI
1558..2517
/vntifkey="4"
/label=0ORF\frame\3
complement (2576..2851)
/gene="tet (852-576) "
/vntifkey="60"
3326..3517
/vntifkey="21"
/label=ROP

complement (3511..3533)
/vntifkey="28"
/label=pGEX 3 primer
complement (3932..4551)
/vntifkey="33"
/label=pBR322 origin
complement (4706..5566)
/gene="Ampicillin"
/vntifkey="4"
/label=Ampicillin
/note="ORF frame 1"
complement (4706..5566)
/gene="Ampicillin"
/vntifkey="60"
complement (5608..5636)
/vntifkey="30"
/label=AmpR promoter
complement (5830..6136)
/vntifkey="33"
/label=fl origin
complement (2616..2616)
/vntifkey="28"
/label=RVprimer4
5681..5681
/vntifkey="28"
/label=QE \promoter\primer
5680..5680

/vntifkey="28"
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V_reg

BASE COUNT

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
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ion

1464 a

atccggatat
ggggttatgc
tgttagcagc
gccggagttt
tgccttaaca
atttaagtac
cactttaggc
gctacaggtt
gttagcgaag
gaactgagta
gggaatcggg
ggaattcgtt
tacaggaagc
ggtgtatttg
tgaacgcgag
agtcacgtcg
atgtatatct
cacaattccc
ccggacgcat
ccgacatcac
gcgtgggtat
caccattcct
tgcaggagtc
tttcgcggta
ccagtaacgt
gtggtgaacc
gcggagctga
ctgattggcg
attaaatctc
ggcgtcgaag
atcattaact
gttccggegt
catgaagacg
gcgctgttag

aaatatctca

/label=pQE-

F\primer

complement (175..960)

/vntifkey="4"

/label=dCPO

complement (571..960)

/vntifkey="45"

/label=MS2\Levivirus\Coat\Protein

1607

agttcctcct
tagttattgc
cggatctcag
gctgcgattg
ataagctcgc
gaacgccatg
acctcgactt
actttgtaag
ttgcttgggg
aagttagaag
tttccatctt
gcgaaaattg
tctacaccac
cgattctgcg
ttagagctga
ccggtaccgce
ccttcttaaa
ctatagtgag
cgtggccggc
cgatggggaa
ggtggcaggc
tgcggeggeg
gcataaggga
tggcatgata
tatacgatgt
aggccagcca
attacattcc
ttgccacctc
gcgccgatca
cctgtaaagc
atccgctgga
tatttcttga
gtacgcgact
cgggcccatt

ctcgcaatca

c 1636 g

ttcagcaaaa
tcagcggtygg
tggtggtggt
ctgagggaat
agtcggaatt
cggctacagg
tgatggtgta
cctgtgaacg
cgacagtcac
ccattgcgce
ttaggagacc
gaatggttag
caacagtctg
cagagctctg
tccattcage
cattgtcgac
gttaaacaaa
tcgtattaat
atcaccggcg
gatcgggcte
cccgtggecg
gtgctcaacg
gagcgtcgag
gcgcccggaa
cgcagagtat
cgtttctgcg
caaccgcgtg
cagtctggcc
actgggtgcc
ggcggtgcac
tgaccaggat
tgtctctgac
gggcgtggag
aagttctgtc

aattcagccg

aacccctcaa
cagcagccaa
ggtggtgctc
cgggtttcca
cgtagcgaaa
aagctctaca
tttgcgattc
cgagttagag
gtcgccagtt
gtagatgccg
ttgcattgce
ttccatattt
ggttgccact
acgaacgcta
gaccccgtta
gagaacgaac
attatttcta
ttcgcgggat
ccacaggtgc
gccacttcgg
ggggactgtt
gcctcaacct
atcccggaca
gagagtcaat
gccggtgtet
aaaacgcggg
gcacaacaac
ctgcacgcgc
agcgtggtgg
aatcttctcg
gccattgctg
cagacaccca
catctggtcg
tcggcgegte

atagcggaac

1457 t

gacccgttta
ctcagcttcc
gagtgcggecce
tcttttagga
attggaatgg
ccaccaacag
tgcgcagagc
ctgatccatt
ccgccattgt
gagtttgctg
ttaacaataa
aagtacgaac
ttaggcacct
caggttactt
gcgaagttgce
tgagtaaagt
gaggggaatt
cgagatctcg
ggttgctggce
gctcatgagc
gggcgccatc
actactgggc
ccatcgaatg
tcagggtggt
cttatcagac
aaaaagtgga
tggcgggcaa
cgtcgcaaat
tgtcgatggt
cgcaacgcgt
tggaagctgc
tcaacagtat
cattgggtca
tgcgtctggce

gggaaggcga

gaggccccaa
tttcgggctt
gttagtagat
gaccttgcat
ttagttccat
tctgggttge
tctgacgaac
cagcgacccc
cgacgagaac
cgattgctga
gctcgcagtce
gccatgcggce
cgactttgat
tgtaagcctg
ttggggcgac
tagaagccat
gttatccget
atcctctacg
gcctatatcg
gcttgttteg
tccttgcatg
tgcttcctaa
gcgcaaaacc
gaatgtgaaa
cgtttcccge
agcggcgatg
acagtcgttg
tgtcgcggcg
agaacgaagc
cagtgggctg
ctgcactaat
tattttctecc
ccagcaaatc
tggctggcat

ctggagtgcc
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3361
3421
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3541
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3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
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atgtccggtt
ctggttgcca
cgcgttggtg
atcccgceccgt
cgcttgctge
ctggtgaaaa
gccgattcat
caacgcaatt
gagagccttc
acttatgact
cattttcggce
attcggaatc
cggcgagaag
cctgtcgttg
accgatacgc
aacatgaatg
ctgcaccatt
tacatctgta
catccatacc
agtaacccgt
aaatccccct
ccgctttatce
tgaacaggca
cctcgcgegt
cacagcttgt
tgttggcggg
tggcttaact
aaataccgca
tcactgactc
cggtaatacg
gccagcaaaa
gcccccecctga
gactataaag
ccctgccgcet
atagctcacg
tgcacgaacc
ccaacccggt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggtagctc
agcagcagat
ggtctgacgce
aaaggatctt

tatatgagta

ttcaacaaac
acgatcagat
cggatatctc
taaccaccat
aactctctca
gaaaaaccac
taatgcagct
aatgtaagtt
aacccagtca
gtcttcttta
gaggaccgct
ttgcacgccc
caggccatta
aggacccggc
gagcgaacgt
gtcttcggtt
atgttccgga
ttaacgaagc
gccagttgtt
atcgtgagca
tacacggagg
agaagccaga
gacatctgtg
ttcggtgatg
ctgtaagcgg
tgtcggggcg
atgcggcatc
cagatgcgta
gctgcgcteg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggcg
taccggatac
ctgtaggtat
ccccgttcag
aagacacgac
tgtaggcggt
agtatttggt
ttgatccggce
tacgcgcaga
tcagtggaac
cacctagatc

aacttggtct

catgcaaatg
ggcgctggge
ggtagtggga
caaacaggat
gggccaggcg
cctggcgecece
ggcacgacag
agctcactca
gctccttceg
tcatgcaact
ttcgctggag
tcgctcaage
tcgccggecat
taggctggcg
gaagcgactg
tccgtgttte
tctgcatcge
gctggcattg
taccctcaca
tcctctcteg
catcagtgac
cattaacgct
aatcgcttca
acggtgaaaa
atgccgggag
cagccatgac
agagcagatt
aggagaaaat
gtcgttcgge
gaatcagggg
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
tttccecectg
ctgtccgect
ctcagttcgg
cccgaccgct
ttatcgccac
gctacagagt
atctgcgctc
aaacaaacca
aaaaaaggat
gaaaactcac
cttttaaatt

gacagttacc

ctgaatgagg
gcaatgcgcg
tacgacgata
tttcgcctge
gtgaagggca
aatacgcaaa
gtttcccgac
ttaggcaccg
gtgggcgcgg
cgtaggacag
cgcgacgatg
cttcgtcact
ggcggcc cca
gggttgcctt
ctgctgcaaa
gtaaagtctg
aggatgctge
accctgagtg
acgttccagt
tttcatcggt
caaacaggaa
tctggagaaa
cgaccacgct
cctctgacac
cagacaagcc
ccagtcacgt
gtactgagag
accgcatcag
tgcggcgage
ataacgcagg
ccgcgttget
gctcaagtca
gaagctccct
ttctcectte
tgtaggtcgt
gcgccttate
tggcagcagc
tcttgaagtg
tgctgaagcc
ccgctggtag
ctcaagaaga
gttaagggat
aaaaatgaag

aatgcttaat

gcatcgttcce
ccattaccga
ccgaagacag
tggggcaaac
atcagctgtt
ccgcctctece
tggaaagcgg
ggatctcgac
ggcatgacta
gtgccggcag
atcggcctgt
ggtcccgceca
cgggtgcgca
actggttagc
acgtctgcga
gaaacgcgga
tggctaccct
atttttctct
aaccgggcat
atcattaccc
aaaaccgccc
ctcaacgagc
gatgagcttt
atgcagctcc
cgtcagggcg
agcgatagcg
tgcaccatat
gcgctcttec
ggtatcagct
aaagaacatg
ggcgttttte
gaggtggcga
cgtgcgcetet
gggaagcgtg
tcgctccaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggcctaac
agttaccttc
cggtggtttt
tcctttgatce
tttggtcatg
ttttaaatca

cagtgaggca

cactgcgatg
gtccgggcetg
ctcatgttat
cagcgtggac
gcccgtctea
ccgegegttg
gcagtgagcg
cgatgccctt
tcgtcgeccecge
cgctctgggt
cgcttgcggt
ccaaacgttt
tgatcgtgcet
agaatgaatc
cctgagcaac
agtcagcgcc
gtggaacacc
ggtcccgecg
gttcatcatc
ccatgaacag
ttaacatggc
tggacgcgga
accgcagctg
cggagacggt
cgtcagcggg
gagtgtatac
atgcggtgtg
gcttcctcge
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctcc
aacccgacag
cctgtteccga
gcgctttete
ctgggctgtg
cgtcttgagt
aggattagca
tacggctaca
gga aaaagag
tttgtttgea
ttttctacgg
agattatcaa
atctaaagta

cctatctcag
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cgatctgtct
tacgggaggg
cggctccaga
ctgcaacttt
gttcgccagt
gctcgtegtt
gatcccccat
gtaagttgge
tcatgccatc
aatagtgtat
cacatagcag
caaggatctt
cttcagcatc
ccgcaaaaaa
aatattattg
tttagaaaaa
ttgtaaacgt
ttaaccaata
ggttgagtgt
tcaaagggcg
caagtttttt
gatttagagc
aaggagcggyg

ccgecgegcet

atttcgttca
cttaccatct
tttatcagca
atccgcectec
taatagtttg
tggtatggct
gttgtgcaaa
cgcagtgtta
cgtaagatgc
gcggcgaccg
aactttaaaa
accgctgttg
ttttactttc
gggaataagg
aagcatttat
taaacaaata
taatattttg
ggccgaaatc
tgttccagtt
aaaaaccgtc
ggggtcgagg
ttgacgggga
cgctagggcg
taatgcgccg

tccatagttg
ggccccagtg
ataaaccagc
atccagtcta
cgcaacgttg
tcattcagct
aaagcggtta
tcactcatgg
ttttctgtga
agttgctctt
gtgctcatca
agatccagtt
accagcgttt
gcgacacgga
cagggttatt
ggggttccge
ttaaaattcg
ggcaaaatcc
tggaacaaga
tatcagggcg
tgccgtaaag
aagccggcga
ctggcaagtg
ctacagggcg

Secuencia aminoacidica de dCP0O

cctgactcce
ctgcaatgat
cagccggaag
ttaattgttg
ttgccattge
ccggttccca
gctccttecgg
ttatggcage
ctggtgagta
gcccggegte
ttggaaaacg
cgatgtaacc
ctgggtgagce
aatgttgaat
gtctcatgag
gcacatttcc
cgttaaattt
cttataaatc
gtccactatt
atggcccact
cactaaatcg
acgtggcgag
tagcggtcac

cgtcccatte

cgtcgtgtag
accgcgagac
ggccgagcgce
ccgggaagct
tgcaggcatc
acgatcaagg
tcctecgatce
actgcataat
ctcaaccaag
aatacgggat
ttcttcgggg
cactcgtgca
aaaaacagga
actcatactc
cggatacata
ccgaaaagtg
ttgttaaatc
aaaagaatag
aaagaacgtg
acgtgaacca
gaaccctaaa
aaaggaaggg
gctgcgcgta

gcca

ataactacga
ccacgctcac
agaagtggtc
agagtaagta
gtggtgtcac
cgagttacat
gttgtcagaa
tctettactg
tcattctgag
aataccgcgce
cgaaaactct
cccaactgat
aggcaaaatg
ttccttttte
tttgaatgta
ccacctgaaa
agctcatttt
accgagatag
gactccaacg
tcaccctaat
gggagcccce
aagaaagcga

accaccacac

En verde se resalta el primer monémero, y en naranja el segundo, unidos por un linker
(GA).

MASNEFTQFVLVDNGGTGDVIVAPSNFANGVAEWISSNSRSQAYKVTCSVROSSAQNRKYTIK
VEVPKVATQTVGGVELPVAAWRSYLNMELTIPTIFATNSDCELTIVKAMOGLLKDGNPIPSATA
ANSGIYGAMASNFTQFVLVDNGGTGDVTVAPSNFANGVAEWISSNSRSQAYKVTCSVRQOSSA
ONRKYTIKVEVPKVATQTVGGVELPVAAWRSY LNMELTIPIFATNSDCELIVKAMQGLLKDG
NPIPSATAANSGIY

Peso molecular dCP0O

27,83 kDa

Estimado mediante https://www.bioinformatics.org/sms/prot mw.html
The Sequence Manipulation Suite: Protein Molecular Weight

Results for 262 residue sequence "sample sequence” starting "MASNFTQFWVL™.
The protein weighs 27.83 kilodaltons
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Peso molecular VLPs-MS2 tedrico

Considerando 90 subunidades del dimero dCPO forman una VLP, las nanoparticulas
pesan 2504,7 kDa = 2505 kDa (90 x 27,83 kDa).

SDS-PAGE original Figura 30
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