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RESUMEN

Q.F.B. Angeles Edith Espino Saldaiia

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn. Facultad de Medicina.
Fecha de graduacién: Enero, 2005. Area de estudio: Terapia Génica
Candidato para el grado de Maestria en Ciencias con Especialidad en Biologia Molecular
e Ingenieria Genética,

Namero de paginas: 63
Titulo del estudio: “GENERACION DE UN VARS DIRIGIDO POR EL PROMOTOR DEL GEN
hGH-N PARA CANCERES HIPOFISIARIOS".

Introduccién. En México, tos tumorss hipofisiarios ocupan el 2° lugar dentro de las neoplasias
intracraneales, después de los gliomas. El iratamiento requiere un abordaje quirirgico y
endocrinolégico asociado a efectos adversos en algunos casos. La terapia viral promete ofrecer
un tratamiento efective con menos efectos colaterales, pero hay pocos estudios dirigidos a
demostrar su eficacia en este tipo de tumores. En este proyecto se planted construir un vector
adenoviral de replicacion selectiva (VARS) con el promotor del gen hGH-N de 2.3 kb. El
mecanismo empleado por este virus seria la lisis de las células tumorales debido a la
produccion y liberacion selectiva de la progenie viral en este tipo celular.

Objetivo. Generar y demostrar la eficacia antineoplasica y la selectividad de un VARS para
tumoras hipofisiarios, en el cual el promotor del gen hGH-N dirija la actividad del gen E1A que a
su vez controla la replicacion del vector.

Material y Métodos: Se planted construir un plasmido acamreador portador del promotor de 2.3
kb de hGH-N. Posteriormente, se construyd un plasmido adenoviral con este promotor por
recombinacibn, a partir del plasmido acarreador construido y un plasmido que contiene el
genoma adenoviral. Con este vector, se transfectaron células HEK293 para generar particulas
virales. Se determiné el efecto oncolitico en varias lineas ceiulares hipofisiarias y no
hipofisiarias mediante un ensayo de medicion de actividad metabdlica con Azul Alamar®.

Resultados: No se logré generar el adenovirus recombinante con el promotor de 2.3 kb del gen
hGH-N. Como altemativa, se estudid el efecto oncolitico del VARS dirigido per la version corta
de 500 pb del promotor de hGH-N, el cual es una versidn mas corta del promotor que se
planeaba utilizar en este trabajo. Este VARS mostrd ser especifico y potente para células de
hip6fisis.

Contribuciones y Conclusiones: El VARS que contiene el promotor de hGH de 0.5 kb mostré
cierta selectividad y una potencia oncolitica suficientes como para seguir explotando su
potencial uso terapéutico contra tumores hipofisiarios. Estos resultados alientan a tratar de
superar los obstaculos encontrados en este trabajo para construir el VARS que tenga la version
larga del promotor, con lo que se esperaria generar un vector que sea mas potente y
especifico.

Loasdi ) WL sepry

DR. AUGUSTO ROJAS M. DR. I-IUGCJ BARRERA s DRA. HERMINIA G. MARTIUEZ R.
Director de tesis Co-Director de tesis Co-Director de tesis
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CAPiTULO |

INTRODUCCION

En México, los tumores hipofisiarios ocupan el 2° lugar dentro de
las neoplasias intracraneales, después de los gliomas'. El tratamiento requiere
un abordaje quirlrgico y endocrinolégico, pero estd asociado a efectos
adversos en algunos casos. La terapia viral promete ofrecer un tratamiento
efectivo con menos efectos colaterales, pero hay pocos estudios dirigidos a
demostrar su eficacia en este tipo de tumores. Es por esto que en este trabajo
se planted construir un vector adenoviral de replicacion selectiva (VARS) con el
promotor completo del gen hGH-N de 2.3 kb. El mecanismo empleado por este
virus seria la lisis selectiva de las células hipofisiarias tumorales debido a la
produccién y liberacién de la progenie viral.

1.1 Tumores hipofisiarios

Los adenomas hipofisiarios son tumores epiteliales que proceden de la
adenohipdfisis y pueden manifestarse con sintomas neurolégicos’. Estos van
desde efectos locales debidos al crecimiento tumoral, como dolores de cabeza,
alteraciones visuales, presion intracraneal incrementada; hasta una variedad de
entidades clinicas dependiendo de las hormonas que se secreten. Estos
tumores pueden ser encontrados en cualquier edad, aunque raramente
aparecen antes de la pubertad®.
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1.1.1 Clasificacion de los adenomas hipofisiarios

Se han propuesto varias clasificaciones. Estas consideran los hallazgos
clinicos y de laboratorio, resultados de imagenologia, pruebas histoldgicas e
inmunoquimicas y caracteristicas ultraestructurales de las células tumorales,
pero solo algunas de ellas han sido aceptadas por la “Clasificacion Histolégica
de Tumores de la Organizacién Internacional de la Salud® (Health Organization
International Histological Classification of Tumours)®. Una de estas
clasificaciones, intenta abarcar varios de estos aspectos, enfatizando la relacién
estructura-funcién y correlacionando las caracteristicas morfolégicas con la
actividad secretora del tumor (Tabla1).

1.1.2 Adenomas hipofisiarios secretores de GH

Estos adenomas conforman el 30% de todos los tumores hipofisiarios
endocrinos activos. En la mayoria de los pacientes se presentan como
macroadenomas a una edad entre los 30 y los 50 afos. Tienen un curso
subclinico largo que va de 4 a 10 afos®. El exceso de GH, generalmente se
manifiesta como acromegalia o gigantismo. Algunos pacientes desarrolian
organomegalia, hipertension, cardiomiopatia, falla cardiaca congestiva,
enfermedad restrictiva pulmonar, apnea del suefio y artropatias. Los sintomas
progresivos estan asociados con una mortalidad de hasta un 50% en pacientes
no tratados®.
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Tabla 1. Clasificacion de los adenomas hipofisiarios, listados en orden
decreciente de frecuencia®.

= = A e WA L

Origen celular del ~ Hormona -
Sindrome clinico
adenoma secretada ‘
Hipogandismo, amenorrea-galactorrea,
Lactotréfico Pr infertilidad, en hombres decremento de la
libido e impotencia.
) FSH, LH,
Gonadotrofico Hipogonadismo o asintomatico
subunidad o
Somatotréfico GH | Acromegalia, gigantismo
Corticotrofico ACTH Enfermedad de Cushing
Mezcla de células
Pr, GH Acromegalia, o hipogonadismo
productoras de GH y Prl
Células madre acidofilicas PrI: GH [ Hipogonadisr;\o. acro;negaﬁa_
Mamosomatotroficos Pr, GH | Hipogonadismo, acromegalia
Tirotrofico TSH ' Hipertiroidismo ;
Células nulas - Fallo en el funcionamiento de la tﬁ)éﬁsis
Oncocitoma - Fallo en el funcionamiento de la hipé&fisis

- -n wm— —m N N et A N, e e et ] B P el el NG et il Pl S——

1.1.3 Tratamiento de los tumores hipofisiarios

El tratamiento de estos tumores requiere un abordaje quirirgico y
endocrinolégico de manera simultinea’. Para los microadenomas, la cirugia
trans-esfenoidal, es exitosa en 70-90% de los casos®. Sin embargo los grandes
macroadenomas raramente son eliminados en su totalidad Gnicamente con la
cirugia®. Para algunos tipos de tumores hipofisiarios hay disponible terapia
farmacoldgica, pero ésta no elimina el tumor, y si se interrumpe su uso, hay
regresion tumoral. Algunos pacientes no responden a los medicamentos o0 no

3



Generacidn 4z un VARS dingido por of promotor del gen KGIH-N para céncerys kipofisiarion

pueden tolerar los efectos secundarios que causan. En pacientes con tumores
somatotrofos, el uso de radiacién convencional externa reduce los niveles de
GH en el 50 a 70% de los casos, pero para que esto suceda se requieren hasta
10 afios de tratamiento™.

Aunque ha habido avances importantes en el tratamiento de los tumores
hipofisiarios, todavia no esta disponible una terapia completamente
satisfactoria. El surgimiento de nuevas modalidades terapéuticas, tales como la
terapia génica y terapia viral, abre la via a la investiga‘cién y desarrolio de
tratamientos experimentales novedosos y altenativos para el tratamiento de
estos tumores. Estos podrian enfocarse simultineamente a eliminar o limitar la
expansion de la masa tumoral y disminuir las complicaciones quirdrgicas
asociadas al tratamiento de estas neoplasias.

1.2 Terapia viral oncolitica

En la terapia viral, los vectores empleados “infectan” las células
tumorales y contienen, salvo pequerias deleciones, el grupo completo de genes
que les permiten propagarse. Esto es diferente en los vectores de terapia
génica convencional, donde los virus que son empleados como vehiculos de
genes terapéuticos para transducir las células blanco no’pueden replicarse'’.
Los mecanismos empleados por los virus replicativos para atacar las células
tumorales son:

a) Ruptura directa de la célula como consecuencia de la produccion y
liberacién de la progenie.

b) Produccion de toxinas constitutivas del virus o codificadas en un gen
heterdlogo.
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c) Activacion de la respuesta inmune.

Actualmente, se estan desarrollando diferentes vectores virales, cada

uno con sus ventajas y desventajas. La mayoria de los estudios estan

enfocados en retrovirus'?, adenovirus'®, lentivirus', virus herpes simples
(HSV)" y virus adeno-asociados (AAV)'® (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristica de los vectores virales mas usados [Modificado de (11)).

Vector Genoma Ventajas Desventajas
Retrovirus Virus, diploides de Alta expresion prolongada. Baja eficiencia de transfeccion in
RNA de cadena Alta eficiencia de transfeccion vivo,
sencilla. ex vivo, Limite de tamafio del inserto de 8
Baja inmunogenicidad. kb.

Transfeccion solo de células
proliferativas.

Puede haber mutagénesis
insercional porque se puede
integrar al DNA.

Adenovirus | Virus de DNA lineal Alta eficiencia de transfeccion | Genera respuesta inmune.
de doble cadena. ex vivo e in vivo. Limite de tamanio del inserto de
Transfeccién de células 7.5 kb.
proliferativas y no Corta duracion de la expresion.
proliferativas.
Lentivirus Virus diploides de Tranfeccién de células Limite de tamafo del inserto de
RNA de cadena proliferativas y no 4.5 Kb.
sencilla, de la familia | proliferativas. Manufactura y control de calidad
de los retrovirus. Baja inmunogenicidad. muy dificil.

Puede haber mutagénesis
insercional.

Genera respuesta inmune.

HSV Virus de DNA de Su genoma permite insertos Altamente toxico.
doble cadena lineal muy grandes. Genera respuesta inmune.
con envoltura. Expresion del transgen por
tiempos muy prolongados.
AAV Parvovirus simple de | Buena eficiencia de Eficiencia de transfeccién muy
DNA lineal de transfeccién en una gran baja in vivo.
cadena sencilla. variedad de células in vivo. Muy baja duracién de la
Expresién muy prolongada in | expresion.
vivo.

Baja inmunogenicidad.
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En los Ultimos afos se han comenzado a investigar otros virus aunque
en menor grado, tales como los reovirus'®, los poxvirus, los virus de la
enfermedad de Newcastle'®, los alfavirus® y los virus de estomatitis vesicular'.

1.3 Adenovirus

Los vectores adenovirales se derivan de los adenovirus humanos que
perténecen a la familia Adenoviridae. Se conocen mas de 50 serofipos virales
diferentes, clasificados en 6 subgrupos que van del A al F %,

La particula viral contiene 13 % de DNA y 87% de proteina. La capside
es un icosaedro de 65 a 80 nm de diametro y esta compuesta de las proteinas
pentén, hexén y fibra. Su genoma es lineal y tiene una longitud de
aproximadamente 38 kb. Contiene cuatro grupos de genes de transcripcion
temprana: E1, E2, E3 y E4. Cuando el DNA del virus llega al nucleo, el grupo
E1 es el primero que se expresa. Contiene las unidades de transcripcion E1A y
E1B. Ambas codifican, entre otras, para proteinas virales que inactivan a
proteinas de la célula huésped involucradas en la regulacién del ciclo celular y
la apoptosis, tales como Rb y p53. De esta manera, se induce a la célula a
entrar en mitosis, se bloguea la apoptosis, y después de esto el adenovirus es
capaz de replicarse, asegurando asi la perpetuidad del virus®, La region E3
codifica proteinas que le permiten al virus evadir la respuesta inmune?* (Fig.1).
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Fig. 1. Micrografia de un adenovirus y esquema de su estructura morfolégica y
genética tipica [Modificado de (22 y 25)]. ITR, repeticién invertida terminal; ¥, sefial de
empaquetamiento; E1A/B, codifican para proteinas involucradas en la regulacién de la
transcripcion de genes virales; E2A/B, codifican para proteinas involucradas en
replicacion vira; E3, involucrada en la prevencion de la citdlisis por linfocitos T y
citocinas; E4, involucrada en la replicacion del DNA; MLP, promotor mayor tardio,
dirige la transcripcibn de los genes tardios; L1-L5, genes tardios, codifican los
elementos estructurales de los virus.

La infeccién viral se inicia cuando la proteina fibra del adenovirus se une
al receptor de coxsackie y adenovirus (CAR) que se encuentra en la superficie
de la célula®, seguida de una interaccion secundaria entre el penton del
adenovirus y las integrinas avBz y ovPs de la célula®’. El adenovirus entra a la
célula por endocitosis, accionado por la interaccion penton-integrina y escapa
del endosoma antes de que se forme el lisosoma. El virion es transportado al

7
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nicleo a través de la red de microtibulos. Durante este tiempo se va

desensamblando y la proteina hexén se mantiene en la membrana nuclear
|2'

mientras el DNA es librado dentro del nicleo y se mantiene en forma episoma
(Fig. 2).

Fig. 2. Interaccién del adenovirus con la célula®. A) Eventos tempranos de la
infeccién por adenovirus: union a los receptores de la célula, penetracion del virus,
pérdida de la capside e introduccion del DNA al nicleo de la célula®. B) Modelo de la

interaccién del adenovirus con los receptores de la superficie de la célula®', La fibra es
reconocida por el receptor adenoviral y de coxsackie (CAR) y luego la proteina penton

se une a las integrinas ayPay ayps.

1.3.1 Vectores adenovirales para terapia viral

Los vectores adenovirales ofrecen muchas ventajas sobre los ofros vectores
y estan siendo usados ampliamente en protocolos de terapia viral*2.
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Las principales ventajas que ofrecen son:

- Alta eficiencia de transduccién.

- Expresion en células tanto proliferativas como no proiiferativas.
- No integracion cromosémica.

- Accesibilidad de su genoma en forma de plasmidos

- Produccién en altos titulos.

- Facil generacion.

- Amplio conocimiento sobre su ciclo vital.

- Bajo potencial citotoxico.

Aunque tienen algunas desventajas como la citotoxicidad, la generacién de
respuesta inmune y la corta duracion de la expresion, actualmente se estan

realizando estudios encaminados a superar estos problemas®334*,

1.4 Vectores adenovirales de replicacién selectiva (VARS)

Estos vectores tienen la capacidad de replicarse de manera casi
exclusiva en un tejido tumoral bajo condiciones moleculares muy especificas, lo
que permite eliminar a dichas células mediante un proceso infeccioso limitado.
Adicionalmente, Ia replicacion amplifica la dosis de entrada de los adenovirus
oncoliticos y ayuda a tener una mejor diseminacion del agente hacia células

tumorales vecinas®.

En afios recientes se han desarrollado dos esftrategias basicas para
lograr la replicacion selectiva en el tejido tumoral, las cuales se describen a
continuacion.
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1.4.1 VARS con deleciones en genes virales

En la primera estrategia, se provocan deleciones en genes virales que
son prescindibles en células tumorales, como los genes responsables de activar
el ciclo celular o de controlar la apoptosis al unirse a Rb o p53 respectivamente.
El representante mas notorio de este grupo es el vector ONYX-015 (dI1520)%,
que tiene una delecion del gen E1B-55kD y por lo tanto, es incapaz de
interactuar con p53. Este vector mostro resultados muy alentadores para el
tratamiento de cancer de cuello, pancreas, ovario, colon y oral*®, alcanzando
estudios preclinicos |, Il y |l en algunos casos. Pero estudios recientes han
reportado una falta de correlacion entre el estatus de p53 y la replicacion de
di1520. La linea celular U373, carente de la funcidn de la proteina p53 (p53),
produce niveles 100 veces menores de di1520 que del adenovirus silvestre; por
ofra parte, la linea celular U87, con una proteina p53 funcional (p53°) es capaz
de sostener la replicacion de ambos tipos virales™.

Otro mutante adenoviral propuesto para replicacién especifica esta
basado en una delecion de la region E1A en el sitio de union al pRb. Estos
mutantes no pueden inducir a las células a pasar el punto de control G1/S y
progresar a la mitosis. Un vector con una de estas mutaciones, llamado AdA24,
ha sido uno de los VARS que logra mejor replicacion en células neoplasicas,
tanto en cultivo, como en células implantadas en modelos murinos®.
Recientemente, se ha descrito el efecto antineoplasico de VARS con E1AA24
en lineas de CaCU y en epitelio de prepucio transformado con E6/7 de HPV-
16%.

1.4.2 VARS dirigidos por promotores especificos

En la segunda estrategia, la transcripcion de genes virales ha sido
controlada reemplazando los promotores virales nativos por promotores tejido
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especificos (Fig. 3). En los vectores CN706* y CV787* se sustituy6 el
promotor del gen E1A por el promotor del gen del antigeno prostatico especifico
(PSA) y del gen de la probasina, respectivamente; ambos vectores se replican
especificamente en células de prostata y estan disefiados para el tratamiento
del cancer de dicha glandula. También, se ha usado el promotor del antigeno
carcinoembrionario (CEA) en las neoplasias del tracto gastrointestinal y en
lineas celulares de cancer de pulmén®; el promotor del gen de la a-fetoproteina
se ha usado en cancer hepatocelular®® y el de la L-plastina en el de ovario®.

. Las células hipofisiarias, debido al patrén de expresion especifico de los
genes de las hormonas que sintetizan, representa un modelo ideal para el
desarrollo de vectores de replicaciéon selectiva. Dentro de dichos genes se
encuentran los de las principales hormonas hipofisiarias, como la hormona de
crecimiento (GH) y la prolactina (Prl), asi como los factores transcripcionales
involucrados en el desarrollo de la glandula, como el GHF-1 (también llamado
Pit-1)".

11
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Fig. 3. Modelo del mecanismo de acclén de los VARS con promotores especificos
de tejido. Al infectar una célula tumoral, el promotor especifico que contiene el VARS
es activo, y por lo tanto, el virus se replica y mata a la célula al liberarse la progenie. Al
entrar a una célula normal, como el promotor es inactivo, el virus es incapaz de
replicarse.

1.5 Estudios de terapia génica dirigidos a tumores hipofisiaros

A la fecha se han realizado diversos estudios de terapia génica para
abordar a los adenomas hipofisiarios**4*%  sin embargo, son pocos los
trabajos donde se ha tomado la ventaja de usar algin promotor especifico para
dirigir el efecto terapéutico de un vector adenoviral. En todos estos casos se
han utilizado vectores adenovirales no replicantes®!52 5354

12
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El promotor de GH fue utilizado para expresar el gen reportero f-
galactosidasa o el gen t6xico TK en un vector adenoviral con el cual se trataron
tumores subcutaneos de células GH; (células de rata que expresan Prl y GH)
en ratones desnudos. Se vio que la actividad p-gal persistié6 por lo menos 21
dias y fue relativamente selectivo hacia las lineas celulares hipofisiarias.
Adicionalmente, en células en cultivo tratadas con el vector que contiene TK y
con ganciclovir, se observé un 95% de citotoxicidad. Este tratamiento solo
causo la reduccién de la masa tumoral en modelos de tumor in vivo, pero no la

remision total®'52,

En otro trabajo, un vector adenoviral recombinante con el gen TK dirigido
por el promotor del citomegalovirus (hCMV) fue utilizado para ftratar cultivos de
células GH3 (células de rata que expresan Prl y GH) y AtTz (células de tumor
corticotrofo de ratén). Al adicionar la prodroga ganciclovir, hubo un amplio
efecto citotdxico y se observé [a reduccion parcial de tumores en ratones™.

También un vector con el gen TK, pero bajo el control del promotor Pr,
mostré buenos resultados en células GH; en cultivo, pero no fue capaz de
reducir la masa tumoral in vivo de prolactinomas®.

1.6 Actividad del promotor de GH

Castillo-Ureta y cols., utilizaron 2 versiones del promotor de GH de 0.5 o
de 2.3 kb (Fig. 4) para construir vectores de expresion donde el gen de -
galactosidasa fuera controlado por estas versiones del promotor, con los cuales
transfectaron tanto células hipofisiarias CN4 como células derivadas de
placenta (JAR). Se observé que el promotor de 2.3 kb tiene mayor especificidad
tisular y que es tres veces mas activo que el de 0.5 kb®. Por eso se decidié en
el presente trabajo utilizar el promotor de 2.3 kb para dirigir la trancripcion del

13



Generacitn de xn VARS dirigido por ef prowotor def gem KGH-I para chucerss kipofisiarios___________

gen E1A del adenovirus para obtener un vector adenoviral que sea mas
selectivo y mas potente que el que contiene el promotor de 0.5 kb.

Promotor
2300

Elemento P AMPc -1102
=2.1-1.7 kb VitD 140041070

| .'
—— e B Tl .fi\-,
~ NFLG

/.1’134 1097
Ester de

forbel T3-AR
10965110 493373

T3, AR VitD T3, ARVUHD 4
976.9564 540525 NF1
600,588 5406286

Fig. 4. Representacion esquematica de la region promotora de los genes del
locus hGH/hPL. La regién promotora posee distintos elementos de accién en cis sobre
los cuales se unen distintos factores transcripcionales basales y especificos de tejido
(modificado de [55,56]).

Con el abjeto generar un nuevo esquema de terapia que sea altamente
eficiente para el tratamiento de adenomas hipofisiarios, en el presente proyecto
planteamos emplear la ya probada especificidad del promotor GH para dirigir la
replicacion de un adenovirus que destruya selectivamente a la: estirpe celular
formadora del tumor hipofisiario.
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1.7 JUSTIFICACION

Debido a que el tratamiento de los tumores hipofisiarios puede estar
asociado a efectos adversos, se hace necesario investigar nuevas altemativas
terapéuticas que sean mas eficientes. Por ello, se propuso generar un VARS
especifico para estos tumores y hacer ensayos preclinicos tendientes a
demostrar su potencia antineoplasica y su selectividad.
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CAPITULO Il

OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Generar y demostrar la eficacia antineoplasica y ta selectividad de un
VARS para tumores hipofisiarios, en el cual el promotor del gen hGH-N dirija la
actividad replicativa del gen E1A del adenovirus.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Generar el plasmido acarreador que contenga el gen E1A dirigido por el
promotor del gen hGH-N.

2. Generar el vector adenoviral por recombinacién con el vector acarreador.
3. Generar particulas virales y producirlas a gran escala.

4. Demostrar el efecto oncolitico en ensayos con Azul Alamar® y determinar la

atenuacion del vector en las diferentes lineas celulares._
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cAPITULO I

MATERIAL Y METODOS

3.1. Origen de los reactivos e insumos

A continuacion se citan las casas comerciales en donde se adquirieron los

principales reactivos empleados en este trabajo:

a. Becton Dickinson — Difco (Sparks, MD, EUA)
Bacto agar, extracto de levadura bacto, triptona.

b. Biosourse International (Camarillo, California, EUA)

Azul Alamar.

c. Corning (NY, EUA)
Criotubos 2ml, botella para cuitivo celular de 25 cm?, botella para cultivo

celular de 75 cm?, botella para cuitivo celular de 150 cm>

d. Costar (NY, EUA)
Pipeta serol6gica Stripette 5, 10 y 25 mi, plato de cultivo celutar de 24 y 96

pozos.

e. Hyclone (Logan Utah, EUA)
Tripsina 0.25%, suero fetal bovino, suero de ternera.

f. Invitrogen (California, EUA)
Lipofectamina, reactivo Plus, agarosa ultrapura.

17
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New England BioLabs (Beverly, MA, EUA)
Enzimas de restriccion, DNA polimerasa de T4, DNA ligasa de T4.

. QIAGEN (Valencia, California, EUA; Alemania)

QIAEX |l Gel extraction kit, QIAGEN plasmid midi kit.

SIGMA-ALDRICH (Steinheim, Alemania; St. Louis MO, EUA)
DMEM

Glucosa (CgH120¢).

Acetato de potasio (CH3;COOK).

Alcohol etilico (C,HsOH).

Hidréxido de amonio (NHsOH).

Hidréxido de sodio (NaOH).

Fosfato dibasico de sodio (NazHPO,).
Fosfato monobasico de potasio (NaH2PO4).
Cloruro de sodio (NaCl).

Cloruro de potasio (KCl).

Cloruro de calcio (CaCly).

Sulfato de magnesio (Mg SOy).

Dodecil sulfato de sodio SDS (L-5750).
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3.2 Estrategia general

El esquema genera de la estrategia utilizada en este trabajo se ilustra en
la figura 5.

000

pSkpA-TK pSpost_pGH (2.3) PSp-PGH(0.5)E1Am

Digestiones

Andlisis de los
resultades obtenides

Efecto oncolitico en ensayos com
azul Alamar en lineas
Ripofisiarias y
no hipofisiarias

Fig. 5. Estrategia general del trabajo. La esfrategia general de este proyecto se llev
a cabo de la siguiente manera: Construir un plasmido acameador que contenga el
promotor de 2.3 kb de hGH-N dirigiendo la expresion del gen adenoviral E1A y
precedido por una sefal de poliadenilacion. Enseguida, construir el vector adenoviral a
partir del plasmido acarreador construido y un plasmido que contiene el genoma
adenoviral. Con este vector, transfectar células HEK293 para producir particulas
virales. Determinar el efecto oncolitico del virus construido en varias lineas celulares
hipofisiarias y no hipofisiarias. Y finalmente, analizar los resultados.
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3.3 Origen de los plasmidos pSp_pGH(0.5)E1Awt, pSK-pATK vy
pSport_pGH(2.3) y su caracterizacion
El plasmido pSk-pATK que contiene |la sefial de poliadenilaciéon y el

plasmido pSp_pGH(0.5)E1Awt que tiene los sitios de homologia con el
plasmido adenoviral fueron construidos por Delgado-Enciso®. El plasmido
pSport-pGHn(2.3) que contiene el promotor largo de hGH-N fue construido por
Castillo-Ureta®. Los mapas de restriccion de estos plasmidos se muestran en la
Fig. 6. Estos plasmidos fueron propagados en células XL1-Blue. EI DNA
plasmidico fue extraido utilizando los métodos de mini y midiprep descritos por
Sambrook y Russell”’. Una vez propagados, fueron caracterizados utilizando
enzimas de restriccién que flanquearan o cortaran los sitios de interés. Las
condiciones de las reacciones se muestran en las tablas 3, 4 y 5.

Noel (9992) Xbal (360)
it Dvalll {2
Nowi (9528) 4 4 /ml(gsq = o tam)
Kanr— oGH Nael (1273) Neil (2824) '
Xbal (1799)
"} KXesl (099)

Dl B

Nl (2579)
pSP_pGH{0.5)E1AWt  Naet (2683)
10188 bp

€4

Nerl (953)

¥l (058)

Netl (1% B Nal (a3
\.mn (997

Nael (6514)
BoeRl (6246)

Netl (4319)
$fil(4428)

PGH(2.3)

Fig. 6. Mapa de los plasmidos pSp_pGH(0.5)E1Awt, pSk-pATK y
pSport_pGH(2.3). Mapa de los plasmidos que se utilizaron para construir el vector
acarreador, donde se indican los sitios de corte de las enzimas con las que se
caracterizaron y los elementos mas importantes que contienen.

20



Generacidn ds ua VARS dirigido por of promotor def gen KGH-N pars cdnceres kipofisiarion

Tabla 3. Caracterizacién del plasmido pSk-pATK.

Reactivo Volumen | | Reactivo "Volumen | [ Reactivo Volumen
(1x) (1x) (1x)
Agua MQ 5.5 ul Agua MQ 4.5 ul Agua MQ 6.0 ul
NEBuffer 2 10X| 1.0 ul NEBuffer 3 10X| 1.0l NEBuffer 4 10X| 1.0 ul
BSA 10X 1.0 ul BSA 10X 1.0 ul Ncil 10 U/ul 1.0 pl
Xhol 20 U/ul 0.5 pl Dralll 20 U/pl 0.5l DNA ~ 2 pg/ul. 20l
DNA ~ 2 ug/ul. 2.0 ul Afl 5 U/l 1.0 pl Volumen total | 10.0 ul
Volumen total | 10.0 ul DNA ~ 2 pg/ul. 2.0 ul
Volumen total | 10.0 ul
Tabla 4. Caracterizacién del plasmido pSp_pGH(0.5)E1Awt.
Reactivo Volumen Reactivo Volumen | | Reactivo Volumen
J LN LA v«eqx,h \ LN N L, ) IL.(HJU LA AD (1x)
Agua MQ 55ul Agua MQ 5.0 ul Agua MQ 6.5 ul
NEBuffer 2 10X| 1.0 ul NEBuffer2 10X| 1.0 ul NEBuffer 1 10X| 1.0 ul
BSA 10X 1.0 ul BSA 10X 1.0 ul Nael 10 U/ul 0.5 ul
Xhol 20 U/l 0.5 ul Xbal 20 U/ul 0.5 ul DNA ~ 2 ug/ul. 20
DNA ~ 2 ug/ul. 20 EcoRl 20 U/ul 0.5 ul Volumen total | 10.0 pl
Volumen total | 10.0 pl DNA ~ 2 ug/ul. 2.0 ul
Volumen total | 10.0 pl

21



Generacién de wn VARS dirigido por el promotor del gen RGH-N para cinceres fipofisiarios

Tabla 5. Caracterizacion del plasmido pSport_pGH(2.3).

' Reactivo Volumen Reactivo Volumen
(1x) (1x)
Agua MQ 5.0ul Agua MQ 5.5 ul
NEBuffer 2 10X| 1.0 NEBuffer 2 10X| 1.0 ul
BSA 10X 1.0 ul BSA 10X 1.0 ul
Sfil 20 U/pl 1.0 ul Xbal 20 U/ul 0.5 ul
Hindlll 20 U/ul 0.5ul EcoRI 20 U/l 0.5 pl
DNA ~ 2 ug/ul. 1.5 ul DNA ~ 2 pg/ul. 1.5 ul
Volumen total | 10.0 pl Volumen total | 10.0 pl

3.4 Construccion del plasmido pSport-pApGHn(2.3)

Este plasmido se construyé digiriendo el vector pSk-pATK con las
enzimas Hindlll y Xbal. El fragmento correspondiente a la senal de
poliadenilacion se recortd del gel y se purific con el kit “QIAEX |l Gel extraction
kit' y se ligd con el plasmido pSport-pGHn(2.3) digerido previamente con las
enzimas Hindlll y Nhel (Fig. 7). Las enzimas Xbal y Nhel son compatibles para
ligar. Las condiciones de las digestiones y la ligacién se muestran en la tabla 6
y7.

Amp o '
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P ~ —— f' S
g \ x X
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[ w il (ngo)  Digestidn ¥ ! r'gamn i s
f
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pSk-pATK bl L} ¥ \ )
il ", —p b | seriy Lo EEp | pSport_pApGH(0.3)  Frasu
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banda Nt {970 \ ) \ I

e el N / ,.\_//
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Fig. 7. Esquema de la construccion del plasmido pSport_pApGHn(2.3). El
plasmido pSk-pATK se digirié con las enzimas Hindlll y Xbal, liberando un fragmento
correspondiente a la sefial de poliadenilacion. El fragmento se ligé con el plasmido

pSport_pGH(2.3).
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pSport_pGH(2.3) (B) ..
A) Reactivo Vo:::;l;en

Agua MQ 13.0 pl
NEBuffer 2 10X| 2.5 ul
BSA 10X 2.5l
Xbal 20 U/pl 1.0 ul
Hindlll 20 U/ul 1.0 ul
DNA ~ 2 ug/ul. 5ul

Volumen total | 250 ul

B)

Reactivo Volumen
(1x)
Agua MQ 11.0 ul
NEBuffer 2 10X| 2.0 ul
BSA 10X 20l
Xbal 20 U/pl 1.0 pl
Nhel 10 U/ul 1.5 ul
DNA ~ 2 ug/pl. 2.5l
Volumen total | 20.0 ul

Tabla 7. Reaccion de ligacién del fragmento de la sefial de poliadenilacion con el
plasmido pSport_pGH(2.3).

Reactivo Volumen
(1x)
Agua MQ 6.0 ul
Buffer T4 ligasa 10X 2.0 pl
ATP 10 mM 2.0 ul
Inserto purificado (reaccion tabla 6 A) 6.0 ul
Esqueleto (reaccién tabla 6 B) 2.0 pl
T4 DNA ligasa 400 U/pl 20
Volumen total 20.0 ul
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3.5 Construccién del plasmido pSp_pApGH(2.3)E1Awt

Este plasmido se construy6 digiriendo el vector pSport_pApGHn(2.3)
construido previamente, con las enzimas Spel y Sfl. El fragmento
correspondiente a la sefial de poliadenilacién unida al promotor de GH se
recort6 del gel y se purificé con el estuche “QIAEX Il Gel extraction kit” y se ligd
con el plasmido pSp_pGH(0.5)E1Awt, digerido con las mismas enzimas y
purificado de la misma manera (Fig. 8). Las condiciones de las digestiones y la
ligacion se muestran en las tablas 8 y 9.
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Fig. 8. Esquema de la construccién del plésmid_o pSp _pApGH(Z.?)E1Awt. El
plasmido pSport_pApGHn(2.3) se digiri6 con las enzimas Spel y Sfll, liberando un
fragmento de 2322 pb correspondiente a la sefial de poltadenilgcién y al promofor de
GH. El fragmento se lig con el plasmido pSp _pGH(2.3)E1Awt digerido con las mismas

enzimas.
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plasmido pSport _pApGHNn(2.3) y

pSp_pGH(0.5)E1Awt.
A) B)
Reactivo Volumen
(1x)
Agua MQ 5.0 ul
NEBuffer 2 10X| 1.5 ul
BSA 10X 1.5l
Spel 20 U/ul 2.0 ul
DNA ~ 2 ug/ul. 5ul
Volumen total | 15.0 pl

Reactivo Volumen
(1x)
Agua MQ 10.5 pl
NEBuffer 2 10X| 1.5 ul
BSA 10X 1.5l
Sfil 20 U/ul 1.5 ul
Digestion | 15.0 pl
Volumen total | 30.0 ul

Tabla 9. Reaccién de ligacion del fragmento correspondiente al promotor de hGH

y a la sefial de poliadenilaciéon con el plasmido pSport_pGH(2.3) digerido.

Reactivo | Volumen
(1x)
Agua MQ 6.0 pl
Buffer T4 ligasa10X 20
ATP 10 mM 2.0 ul
Inserto purificado 6.0 ul
Esqueleto purificado 2.0 pl
T4 DNA ligasa 400 U/pl 2.0 ul
Volumen total 20.0 ul
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3. 6 Estrategia de construccién del plasmido adenoviral pBGH10_pGH

El plasmido pBGH10_pGH se construyé por recombinacion entre el
plasmido acarreador pSp_pApGH(2.3)E1Awt y un plasmido comercial (Microbix)
que tiene el genoma adenoviral con las regiones E1A y E3 deletadas, llamado
pBGH10 (Fig. 9). Previamente, el plasmido acarreador pSp_pApGH(2.3)E1Awt
se digiri6 con la enzima Pmel con las condiciones mostradas en la tabla 10.
Una vez linearizado, se cotransformé junto con el plasmido pBGH10 en células
calcio-competentes BJ5183 que son hiper-recombinantes, utilizando el
protocolo de cotransformacion del manual “AdEasy vector system*®®,

Ed m"' T"m E1A
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N % Ee
"
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I !

'] pBGH10 pGH
] o7 by

Fig. 9. Esquema de la construccién del plasmido pBGH10_pGH(2.3)E1Awt. El
plasmido pSp_pApGHn(2.3)wt se linearizé6 digiriendo con la enzima Pmel y se
recombiné con el plasmido pBGH10 en células BJ5183.
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Tabla 10. Digestion para linearizar el plasmido acarreador.

Reactivo Volumen
(1x)
Agua MQ 8.0 ul
NEBuffer 4 10X| 2.0 ul
BSA 10X 2.0 ul
Pmel 20 U/ul 3.0 ul
DNA ~ 2 ug/ul. 5l
Volumen total | 20.0 ul

3.6.1 Purificacion del plasmido pBGH10_pGH

Debido a que para transfectar lineas celulares humanas, se requiere un
DNA de alta pureza, el plasmido obtenido proveniente de una mediana escala,
se purifico con el estuche de QIAGEN®, siguiendo el protocolo descrito en el
estuche.

3.6.2 Cuantificaciéon del plasmido pBGH10_pGH

La cantidad y la calidad del DNA plasmidico se determiné leyendo la
absorbancia a 260 y 280 nm de una dilucion 1:100 por triplicado. La cantidad se

determina mediante la siguiente férmula:
Concentracién DNA ( ng/ul) = (Dilucion) (50) (Abs)

Y la calidad se determina mediante la relacion de absorbancias a A de
260/280, considerandose de buena calidad valores préximos o iguales a 1.8.
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3.6.3 Secuencia de los Iniciadores utilizados para secuenciar el promotor
de hGH

La integridad del promotor de hGH en el vector adenoviral construido
pBGH10_pGH se verificd por secuenciacion utilizando iniciadores disefiados a
partir de la secuencia del promotor reportada en el GenBank gi: 21463739 (Fig
10). Las condiciones de la reaccion de secuenciacion fueron las descritas en el
estuche para secuenciacion (Termo Sequenase Cycle Sequencing Kit). Los

iniciadores fueron los siguientes:

PGH-1: 5' CAATACGCCCGCCTTTCTTCC 3
PGH-2: 5 ACGTGTTCATGGCAGTAACC 3
PGH-3: 5' GAGTAGTTGGGATTACAGCTC 3
PGH-4: 5 GATCTGAAAAGGAGGAGGAG 3'
PGH-5: 5' TCGGCGTGATGTGTTCTGAG 3
PGH-6: ' TTCTGTCTGGTGGGTGGAGG 3
E1A-2: $' ATCAGCTGCTCGAGAAGACTGG 3'

PGH1 PGH-2 PGH3 PGH4 PGH-§ PGH-6 E1A-2
2329 Promotor de hGH-N 1 Gen de hGH-N

Fig. 10. Esquema dsl promotor de GH. Las puntas de flecha indican donde y en qué
direccion se alinean los iniciadores utilizados para llevar a cabo la secuenciacion. =4
100 pb.

28



Gemeracion da um VARS dingido por ef promotor def gen EGH-N para cénceres kipofisiarios

3.7 Transfeccién de células HEK293 con el plasmido pBGH10_pGH

Para tratar de generar las particulas virales, se fransfectaron células

HEK293 con el plasmido pBGH10_pGH purificado utilizando lipofectamina con
el siguiente protocolo:

9
2-
3-

Se sembraron 1x10° células en placas de 24 pozos.

Se incubaron a 37°C hasta tener una confluencia de un 70 %.

Se diluy6 el DNA en 25 pl de medio DMEM sin suero (se hicieron ensayos
probando 200, 400, 1000, 1500, 2000 ng de DNA).

Se diluy6 una cantidad de lipofectamina en 25 pl de medio DMEM sin suero
(se probaron 0.5, 1.0 y 2.0 wl).

Se combinaron las soluciones diluidas de DNA vy lipofectamina, se
mezclaron y se incubaron por 30 min. Mientras tanto, las células se lavaron
con 200 pl de medio DMEM sin suero.

Se agregaron a la mezcla 150 pl de medio DMEM sin suero, se mezcld y se
cubrieron las células con esta solucion.

Se incubaron por 5 h.

Después de la incubacion, se agregaron 400 pl de medio DMEM con SBF al
2 %.

9- A las 24 h postransfeccion, se reemplazé el medio con medio fresco con

Suero.

3.8 Estrategia de construccién del plasmido pAdEasy_pGH

El plasmido pAdEasy_pGH se construy6é por recombinacion en células

BJ5183 entre el plasmido acarreador pSp_pApGH(2.3)E1Awt linearizado y un
plasmido comercial (Cuantum Biotechnologies) llamado pAdEasy-1 de la misma

manera como se hizo la recombinacion con el plasmido pBGH10 (Fig. 11).
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Fig. 11. Esquema de la construccion del plasmido pAdEasy_pGH(2.3)E1Awt. El
plasmido pSp_pApGHn(2.3)wt se linearizé digiriendo con la enzima Pmel y se
recombind con el plasmido pAdEasy-1 en células BJ5183.

3.9 Estudios en lineas celulares: Efecto antineoplasico

El efecto antineoplasico del VARS en lineas celulares se determin®
mediante un ensayo de medicién de actividad metabdlica con un agente redox
(Azul Alamar®). Utilizando el protocolo descrito en el manual (AlamarBlue™
assay) con modificaciones. Estos ensayos se realizaron por triplicado.

1. En una placa de cultivo de 96 pozos, se sembraron 1X10* células en 100 pl
de medio DMEM con 5% de SBF, descartando los pozos periféricos para los
ensayos.

2. 12 h después de sembrar las células, se elimin6 el medio y se realizé la
infeccion a concentraciones crecientes de los vectores (0, 102, 10%, 10, 10°%,
106, 107, 10°, 10°, 10" pv/ml) en 100 pl de medio DMEM con 2% de SBF.
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3. Al sexto dia post-infeccidén, se eliminé el medio y se agregaron 100 pl de
Azul Alamar® al 10 % en medio DMEM con 2% de SBF.

4. Seincubb a 37°C por 4 h y se ley6 la absorbancia a 570 y a 600 nm.

5. Se determind la viabilidad de las lineas celulares expuestas tomando como
control células no infectadas en cada linea celular.

3.9.1 Lineas celulares
Las lineas celulares utilizadas en este trabajo fueron las siguientes:

- C4Na®> (Células inmortalizadas de hip&fisis).

- HuH7 (Hepatoma humano).

- HepG2 (Hepatocarcinoma humano).

- HaCaT (Queratinocitos humanos inmortalizados).

- JAR (Coriocarcinoma humano).

- Hela (Carcinoma cérvico-uterino humano Infectado con PVH-18).

- HEK293 (Células de rindn embrionario humano transformadas con E1A
adenoviral (células empaquetadoras).

3.9.2 Anidlisis de los resultados de los ensayos citopatico

Para hacer el andlisis estadistico se utiliz6 el programa SPSS version
10.0. Se hizo un analisis de varianza (ANOVA) para comparar el efecto del
AdGH con el del AdWT en funcion del porcentaje de viabilidad celular respecto
de las dosis probadas y para comparar el efecto del AdGH en la linea
hipofisiaria con las lineas no hipofisiarias.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Generacion del vector acarreador que contenga el gen E1A dirigido por

el promotor del gen hGH-N

4.1.1 Caracterizacion de los plasmidos pSp_pGH(0.5)E1Awt, pSK-pATK y
pSport_pGH(2.3)

El vector acarreador pSp_pApGH(2.5)E1AWT se gener6 a partir de los
plasmidos pSk-pATK, pSport-pGHn(2.3) y pSp_pGH(0.5)E1Awt. Estos
plasmidos fueron caracterizados por su patrén de restriccion para verificar su
integridad. Se compar6 el patron obtenido de cada plasmido (Fig. 12), con el
patron virtual obtenido a partir de la secuencia nucleotidica de cada uno,
observandose coincidencia entre los 2 patrones. Esto indicdé que los 3
plasmidos parecian encontrarse integros, por lo que se prosiguid con la

construccion del vector acarreador.
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Fig. 12. Caracterizacién de los plasmidos pSp_pGH(0.5)E1Awt, pSk-pATK vy
pSport_pGH(2.3). Electroforesis en gel de agarosa al 0.9 % de A) El plasmido
pSp_pGH(0.5)E1Awt digerido con las enzimas Xhol, Xbal/EcoR| y Nael, y B) El
plasmido pSk-pATK digerido con las enzimas Sfil/Hindlll y Notl/Xbal. Los tamafios de
los productos de las digestiones se muestran en un cuadro junto a la figura.
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4.1.2 Construccion del plasmido intermediario pSport-pApGHn(2.3)

Para poder construir el vector acarreador, primero se tuvo que generar
un vector intermediario que contuviera el promotor de GH precedido de la serial
de poliadenilacion.

Este vector se construy6 obteniendo el fragmento correspondiente a la
senal de poliadenilacion del vector pSk-pATK e introduciéndolo en el plasmido
pSport-pGHn(2.3), inmediatamente rio arriba del promotor de GH (Fig.7). Con
este producto de ligacion se transformaron células calcio-competentes XL1-
Blue.

Se analizaron 10 colonias. Con excepcion de la clona 6, las clonas
mostraban el tamaiio esperado. Estas 9 clonas se verificaron por su patrén de
restriccion con la enzima Smal. Como todas las clonas mostraron el mismo
patrén de restriccién, se tomé una clona al azar (clona 4), y se confimé su
integridad digiriendo con las enzimas Smal, BamHl y Pstl (I.=ig. 13).
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Fig. 13. Obtencion del plasmido pSport_pApGHn(2.3). Electroforesis en gel de
agarosa al 0.8 % de: A) Las 10 clonas analizadas junto con el control sin inserto; B)
Las 9 posibles clonas digeridas con Smal; C) La clona 4 digerida con las enzimas
indicadas. D) Mapa del plasmido obtenido, donde se indican los sitios de corte de las
enzimas indicadas en el inciso C.
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4.1.3 Construccién del plasmido acarreador pSp_pApGH(2.3)E1Awt

El plasmido acarreador pSp_pApGH(2.3)E1Awt se construyé liberando el
fragmento correspondiente a la sefial de poliadenilacion unida al promotor de
GH del plasmido pSport_pApGHn(2.3), digiriendo este con las enzimas Spel y
Sfil y ligando el fragmento liberado con el plasmido .pSp _pGH(0.5)E1Awt
digerido con las mismas enzimas (Fig. 8). Los fragmentos purificados se
muestran en la Figura 14. Con el producto de ligacién se transformaron células
XL1-Blue. Se analizaron 10 colonias, pareciendo todas posibles clonas. Se
verificaron 6 clonas por su patrén de restriccion con las enzimas BamHl y EcoRl|
por separado. De estas, las clonas 1, 3, 4 y 5 mostraron el patrén de restriccién
esperado. Se tomo la clona 1, se propag6 haciendo un midiprep, y se confirmoé
su integridad digiriendo con las enzimas BamH| y Spel/Sfil (Fig. 15).

Este vector acarreador construido, Ademas del promotor de GH, contiene
los genes E1A, E1B, E4 y un fragmento de E2B de adenovirus, los cuales son
sitios de homologia con la secuencia del vector adenoviral, lo que posibilita que
estos vectores se puedan recombinar.

Fig. 14. Construccién del pldsmido acarreador. Gel de agarosa al 0.8 % de los
fragmentos purificados correspondientes a 1) el esqueleto y 2) el fragmento pA-pGH,
cuyo producto de ligacién genera el plasmido pSp_pApGH(0.5)E1AWT.
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Fig. 15. Obtencion del plasmido pSp_pApGH(2.3)E1Awt. Electroforesis en gel de
agarosa al 0.8 % de: A) las 10 clonas analizadas junto con el control sin inserto; B) 6
de las posibles clonas digeridas con BamHl (6287, 3268 y 2603 pb) y EcoRl (6282 y
5876 pb); C) la clona 1 digerida con Bam#H| y Spel/Sfl (9855 y 2315 pb). D) Mapa del
plasmido construido, donde se indican los sitios de corte de las enzimas con que se

caracterizo.
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4.2 Generacion del vector adenoviral pPBGH10_pGH(2.3)E1Awt

Se construyé un plasmido que contiene todo el genoma adenoviral pero
que tiene el gen E3 deletado y ademas contiene la version larga del promotor
del gen hGH-N dirigiendo la expresion del gen E1A, llamado, por simplicidad
pBGH10_pGH.

4.2.1 Construccion del plasmido pBGH10_pGH

Para construir el vector adenoviral, se cotransformaron células hiper-
recombinantes con el plasmido pBGH10 que tiene el genoma adenoviral y con
el plasmido acarreador pSp_pApGH(2.3)E1Awt previamente linearizado. Dentro
de estas células se lleva a cabo una recombinacion entre los sitios de
homologia que hay en ambos plasmidos de tal manera que se introducen al
plasmido adenoviral la resistencia a kanamicina y el promotor de hGH junto con
el gen E1A completo (Fig. 9). Se analizaron 20 colonias, de las cuales se
obtuvieron 9 posibles clonas. 5 de ellas se analizaron en su patrén de
restriccion con las enzimas Xhol y Nsil por separado. De estas, las clonas 2 y 3
mostraron el patrén de restriccion esperado (Fig. 16 A y B), de ahi, se
selecciond la clona 2.

Como el plasmido se encontraba dentro de las bacterias hiper-
recombinantes BJ5183, para propagardo, y que no fuera a sufrir
recombinaciones no deseadas, se transformaron células nulas en
recombinacion (XL1-Blue) con este plasmido, se extrajo y se verifico su
integridad por patrén de restriccion con las enzimas Xhol y Nsil (Fig. 16 C). El
plasmido proveniente de una mediana escala, se purificé con un kit de
QIAGEN®. La concentracion de plasmido después de esto fue de 1.9 ug/ pl y la
relacion de las absorbancias 260/280 fue de 1.83.

38



Generacidn de un YARS dirigido por ¢f promotor def gen RGIH-N para canceres fspofisiarion___

A)
G Cy
[ x
. - ‘
° l “
bou
C
B) M 2*3*7 16 18 M2’3‘7 16_18 ) M 1_2._
oy fher 21669
T o84
b Al
e S 2344
e b fese o
: = 2 Neil
573

Fig. 16. Obtencién del plasmido pBGH10_pGH(2.3)E1Awt. Electroforesis en gel de
agarosa al 0.7 % de: A) Las 20 posibles clonas recombinantes (C;, Plasmido
acarreador; C, Vector adenoviral; asterisco, posibles clonas recombinantes), B) 5 de
las clonas caracterizadas por digestion con Xhol y con Nsil, C) caracterizacién con
Xhol y Nsi de la clona recombinante seleccionada (clona 2). Los asteriscos indican las
clonas que tienen el patrén de restriccion esperado.
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4.2.2 Secuenciacioén del promotor de hGH

La integridad del promotor de hGH en el vector adenoviral construido
pBGH10_pGH se verifico por secuenciacién utilizando los iniciadores E1A-2,
PGH-1, PGH-2, PGH-3, PGH-4, PGH-5 y PGH-6 (Fig. 10). Después de obtener
la secuencia nucleotidica, se realiz6 un alineamiento con la secuencia del
promofor reportada por Castillo-Ureta™ y con la secuencia reportada en el
GenBank (gi: 21463739). El resuitado mostré que las secuencias nucleotidicas
son idénticas (ver anexo 1), por lo que se concluyé que el promotor del gen
hGH presente en el vector construido no sufrié ningiin cambio y era adecuado

para los prop6sitos de expresion de genes adyacentes al mismo.

4.3 Transfeccion de celulas HEK293 con el plasmido pBGH10_pGH

Una vez que ya se tenia el plasmido pBGH10_pGH purificado, se
procedid a tratar de generar las particulas virales transfectando células HEK293
con el pldsmido circular como esta reportado®%'2, Seis dias después de la
transfeccion debia observarse efecto citopatico, por efecto de los virus
generados a partir del plasmido. Se probaron varias condiciones (indicadas en
Material y Métodos), pero no se lograron obtener las particulas virales.

La formacién de particulas virales en las células HEK293 se facilita si
se transfecta con el DNA viral linearizado®%#%, por esto, como altemativa, se
procedié a construir otro vector utilizando como esqueleto adenoviral el
plasmido pAdEasy-1. Este vector generado podria digerirse con Pacl, de tal
manera que se liberaria un fragmento correspondiente al origen de replicacion
bacteriano y la resistencia al antibidtico, quedando solo la secuencia del
adenovirus de manera lineal (Fig 17), lo que facilitaria la formacion de las
particulas virales.
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4.4 Construccion del vector adenoviral pAdEasy_pGH

Para construir el vector adenoviral pAdEasy pGH, se recombinaron los
plasmidos pAdEasy-1 (esqueleto adenoviral) y pSp_pApGH(2.3)E1Awt
(acarreador) linearizado previamente (Fig. 17). Se analizaron 12 colonias en su
patrén de restriccion con la enzima Xhol. Todas las clonas dan el mismo patrén,
en el cual una de las bandas no corresponde al tamario esperado (Fig 18 A). El
fragmento correspondiente a esta banda proviene del vector acarreador (Fig 18
B).

Debido a esto se hizo una recaracterizacion del vector acarreador con
varias enzimas de restriccion y se observd que, a pesar de que con algunas
enzimas como BamHl, EcoRl y Spel/Sfil aparentemente daba un patron
correcto (Fig. 14 B y C), con las enzimas Nsil, Nael y Hindlll//EcoRI aparecian
bandas que no corresponden al patrén esperado (Fig. 19). Localizando sobre el
mapa del plasmido los sitios de corte de estas enzimas y los fragmentos del
DNA digerido que no corresponden a lo esperado, se llegé a la conclusion de
que en la region de E1B debe haber una insercién.

Pac |
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: 4 ac | m; :‘ =
E‘r- A ..‘.Nu’:u
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eﬁ qe’l& " 4 '17
\

Y
‘mmm

pAdEasy-1 e==p |  PAdEasypGH | Pad=d
33441 bp j

Genoma adenoviral

Fig. 17. Esquema de la preparacién de pAdEasy pGH(2.3)E1Awt para la
transfeccion. Después de recombinar con el acarreador, se introducen 2 sitios Pacl
que servirian para linearizar y eliminar el origen de replicacion y la resistencia al
antibiético.
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Fig. 18. Andlisis de las clonas putativas pAdEasy_pGH. A) Electroforesis en gel de
agarosa al 0.7 % de las 12 clonas recombinantes analizadas. La fiecha indica la banda
que no corresponde. B) Mapa del plasmido pAdEasy_pGH, donde se indican los sitios
de corte de la enzima Xhol. La cruz indica el segmento que en las clonas da un
fragmento de mayor tamafio que el esperado de 5282 pb.
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Fig. 19. Andlisis del plasmido pSp_pApGH(2.3)E1Awt. A) Electroforesis en gel de
agarosa al 0.8 % del plasmido digerido con las enzimas indicadas en donde las bandas
que no corresponden se indica con asteriscos. A un lado se muestran los tamafios de
los fragmentos correspondientes a cada enzima. En un recuadro se indican las bandas
que no corresponden. B, Mapa del plasmido donde se indican los sitios de corte de las
enzimas con que se digiri6. La cruz indica el segmento donde se localiza la insercion.
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Tomando en cuenta |la posibilidad de que la insercion hubiera ocurrido
durante la construccion del plasmido acarreador (Fig. 14). El plasmido
pSp_pGH(0.5)E1Awt, a partir del cual se construyé el acarreador, se
recaracterizoé digiriendo con las enzimas Hindlll/EcoRl y Nsil para verificar si
éste plasmido estaba integro. De acuerdo al patrén de restriccion, se observé
que este plasmido tenia el mismo patrén que el plasmido acarreador construido
en la region donde se observd la insercion (Fig. 20). Lo que indica que la
insercioén pudo ocurrir cuando se construyd originalmente.
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Fig. 20. Recaracterizacién del plasmido pSp_pGH(0.5)E1Awt. A) Electroforesis en
gel de agarosa al 0.8 % del plasmido digerido con las enzimas Indicadas en donde las
bandas que no comresponden se indica con asteriscos. A un lado se muestran los
tamafios de los fragmentos correspondientes a cada enzima. En un recuadro se
indican las bandas que no aparecen.

4.5 Estrategia Alternativa

En el laboratorio de Terapia Génica se contaba con un VARS dirigido por
la version corta de 500 pb del promotor de hGH-N llamado AAGH construido
por Delgado-Enciso y cols. en el 2003. No se habian hecho ensayos en lineas
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celulares humanas de hipéfisis con este vector. Tomando en cuenta que no se
pudo generar un vector con la version larga del promotor del hGH-N, se decidid
demostrar el efecto oncolitico en ensayos con Azul Alamar® del VARS con el
promotor corto en diferentes lineas celulares, incluyendo una linea hipofisiaria,
como alternativa al objetivo original.

4.5.1 Estudios en lineas celulares: Efecto antineoplasico

Se determiné el efecto antineoplasico del vector AAGH en varias lineas
celulares mediante ensayos con azul Alamar®, comparado con el efecto del
adenovirus silvestre, los resultados se muestran en la figura 21. A partir de
estos resultados, se hizo un analisis de varianza (ANOVA) efectuando una
comparacion entre los dos vectores en cada linea celular. El valor de p se
muestra al pie de cada figura. Valores armriba de 0.05 se consideran
sigunificativos, y valores entre 0.05 y 0.06 se consideran con tendencia a ser
significativos.

Si comparamos solamente el efecto del vector AdGH en las diferentes
lineas celulares (Fig. 22), vemos que el vector lisa mas eficientemente las
células de hipofisis que a las no hipofisiarias. Este efecto se ve claramente
hasta a una dosis de 1x107. Cuando se compara la potencia del vector AdGH
en la linea hipofisiaria C4Na con la potencia del mismo vector en cada una de
las lineas no hipofisiarias, se observa una tendencia hacia un efecto litico mayor
en la linea hipofisiaria que s6lo resulta significativo cuando se compara con las
lineas HUH7 y HelLa (Tabla 11).
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C) Lineas celulares no productoras de hGH
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Fig. 21. Viabilidad celular tras la infeccion con el VARS. Se grafica el log,, de la
dosis probada contra el porcentaje de viabilidad de las células infectadas respecto de
la viabilidad de las células no infectadas. A) Linea celular hipofisiaria, B) Lineas
celulares hepéticas, C) Células empaquetadoras, D) Lineas celulares controles no
productoras de hGH. Los ensayos se hicieron por triplicado. Las bamas indican las
desviaciones estandar. Al pie de la figura se muestra el valor de p correspondiente a la
significancia que hay entre el efecto del AAGH y el AdWT y se marca con un asterisco
los valores significativos.
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Fig. 22. Comparacién del efecto del vector AAGH en la linea hipofisiaria contra
las lineas no hipofisiarias. Se grafica el logy de la dosis probada del vector AdGH
contra el % de viabilidad celular. Por claridad, se omiten las desviaciones estandar,
éstas se muestran en la Fig. 21.

Tabla 11. Valores de significancia resuitado de la comparacién de la linea
hipofisiaria contra cada una de las lineas no hipofisiarias.

Linea celular | Significancia®
HuH7 0.036*
HepG2 0.169
HaCaT 0.060
JAR 0.069
Hela 0.004*
4 Se marca con un asterisco los valores
significativos (p<0.05).
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A partir de los ensayos, se determind la dosis letal media (DLsp) de
ambos virus (Tabla 12). En la linea hipofisiaria, la LDso del AAGH es menor que
la del AWT, mientras que en todas las demas lineas, aunque ésta es muy
variable, siempre es menor la DLsy del AWT. Este dato también parece indicar
que el vector AdGH es selectivo.

Se determinaron los indices de atenuacion citolitica (IAC) obtenidos
mediante la division de la DLsy del VARS entre la DLsy del vector silvestre
(Tabla 12). Este indice indica el nimero de veces que esta atenuada la citdlisis
del VARS con respecto al adenovirus silvestre. Las células HuH7 y Hela
presentan Indices muy altos, aunque en las células HepG2 y HaCaT este indice
no es tan alto.

Para evidenciar mejor la selectividad del VARS, se-empled un indice de
selectividad (IS), el cual se obtuvo dividiendo el promedio de los IAC de las
lineas no productoras de GH (JAR y HaCaT) entre el IAC de la linea hipofisiaria.
El valor obtenido es el numero de veces que el VARS lisa con mayor eficiencia
a las células hipofisiarias C4Na, comparado con las otras lineas celulares. Se
observa que el vector es 57 veces mas potente en las células de hipofisis que
en las células control.

Tabla. 12. Valores de DLy, de los vectores AdGH y AAWT e Indices de atenuacién
citolitica en las diferentes lineas celulares

Linea celular DLs; AdGH | DLs, AdWT IAC
C4Na 4.05 x10° 5.19x10° 0.08
HuH7 1.62 x10° <1 x10? 1.27x107

HepG2 3.5 x10’ 5.46 x10° 6.42

| HaCaT 2.66 x107 1.33 x107 1.99

| JAR 3.27 x10’ 4.6 x10° 7.11

HEK293 < 1 x10? <1 x10? 3.70
Hela 1.4 x10° 8.72 x10° 160.65
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CAPiTULO V

DISCUSION

Se construy6 un plasmido que contiene el genoma adenoviral al cual se
le insertd el promotor del gen hGH-N de 2.3 kb para que dirigiera la expresion
del gen E1A del adenovirus. El promotor esta precedido por una sefal de
poliadenilacion para bloquear el efecto del promotor constitutivo del adenovirus.

Con este plasmido, se transfectaron células empaquetadoras HEK293.
Esta linea celular contiene el E1A del adenovirus, de tal manera que puede
actuar de manera trans sobre un genoma adenoviral con E1A deletado o
controlado por un promotor especifico, permitiendo la expresion de las
proteinas virales y la generacién de particulas virales empaquetadas. Pero
aunque se hicieron varios ensayos variando las condiciones, no se logré
observar la formacion de particulas virales. Para hacer las transfecciones, en la
literatura se recomienda que se utilicen células HEK293 que no hayan sido
propagadas en varias ocasiones. Las células con las que se contaba ya tenian
muchos pases {mas de 40). Esto pudo haber influido para que no se generaran
las particulas virales. Adicionalmente, aunque hay muchos trabajos donde
generan particulas virales a partir de un plasmido circular®®®'%2, éstos reportan

el evento no es tan eficiente.

Se ha visto que la formacién de particulas virales se facilita si las células
HEK293 se transfectan con el DNA viral lineal®®®. En el caso del plasmido
pBGH10-pGH construido, no se podia linearizar debido a que la enzima con
que se lineariza comunmente es Pacl. Digiriendo con esta enzima, se libera la
resistencia al antibiético y el origen de replicacién bacteriano quedando solo el
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genoma adenoviral. Pero el plasmido pBGH10 tiene un sitio de corte para esta
enzima en la posicion correspondiente al gen E3 del adenovirus, de tal manera
que no se podia utilizar esta enzima, y no hay ningun sitio para alguna enzima
que corte el plasmido sin afectar el genoma adenoviral.

Como alternativa, se procedid a construir otro vector utilizando como
esqueleto adenoviral el plasmido pAdEasy-1. El vector recombinante generado
si podria linearizarse digiriendo con Pacl. Pero al tratar de construirse, nos
dimos cuenta que el plasmido a partir del cual se construyd el vector acarreador
venia con una modificacién en la region de E1B, que posiblemente se trate de
una insercién por recombinacién que sufri6 el plasmido al construirse
originalmente. El plasmido pAdEasy-1 tiene deletada la region de E1 completa
(E1A y E1B), de tal manera que solamente tiene homologia en la region E2B
con el plasmido acarreador (Fig. 22 A) y por consecuencia, el plasmido
recombinante contiene el inserto en E2B, por |lo que no se puede utilizar para
generar particulas virales.

En el primer caso, donde se usaba el plasmido pBGH10, si se generaba
un plasmido integro porque este esqueleto adenoviral tiene deletado solamente
E1A, y por consiguiente, puede tener dos eventos de recombinacion; una en la
region E1A (Fig. 22 B1) donde la insercion en E1B no se integra y la otra en la
region E2B (Fig. 22 B2), donde la insercion en E1B si se integra.
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Fig. 23. Eventos de recombinacion entre el plismido acarreador con la insercién
y los esqueletos adenovirales. A) El plasmido acarreador se recombina con el
plasmido pAdEasy-1 en las regiones de E4 y E2B. B) El plasmido acarreador se
recombina con el plasmido pBGH10 en las regiones de E4, y E1A (1) 6 E2B (2).

Tomando en cuenta que no se pudo generar un adenovirus con la
version larga del promotor del hGH-N, como alternativa al objetivo original se
decidié demostrar el efecto oncolitico de un VARS dirigido por la version corta
de 500 pb del promotor de hGH-N llamado AdGH que estaba disponible en el
laboratorio de Terapia Génica construido por Delgado-Enciso y cols. en el 2003,
ya que no se habian hecho ensayos en lineas celulares humanas de hipofisis
con este vector.

El vector AdGH lisa mas eficientemente las células hipofisiarias C4Na
que el ADWT hasta una dosis de 1x107, después de esta dosis, el efecto de
ambos vectores es muy similar. Este hecho parece indicar que el promotor si es
activo y ademas, es potente en este tipo de células.

Las lineas hepéticas se utilizaron para ver la especificidad del VARS y la
posible toxicidad del vector en higado. Aunque hay diferencia en el efecto de
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ambos vectores sobre las dos lineas hepaticas probadas, el vector AdGH es
menos toxico que el WT en ambas lineas, esta diferencia es mucho mas
significativa en la linea Huh7. Esta linea es mucho mas sensible a la infeccion
por el virus silvestre que al AAGH, aun a la dosis mas baja probada, el AdWT
disminuye la viabilidad en mas del 90%, mientras que infectando con el AAdGH
(aun a una dosis de 1x10®) se mantiene casi el 60% de las células viables. La
linea HepG2 es mucho menos sensible a la infeccion por el adenovirus silvestre
que la linea Huh7. Comparado con el silvestre, a partir de una dosis de 1x10°
pv, el vector AAGH es ligeramente menos téxico que el silvestre, aunque esta
diferencia es mas marcada a una dosis de 1x10’ pv. En las otras cuatro lineas
no hipofisiarias se observa mayor sensibilidad a la infeccion por el adenovirus
silvestre que al AAGH, este efecto es mucho mas marcado en las células Hel a.

Todos estos resultados muestran que, al parecer, el vector tiene cierta
especificidad y potencia hacia células hipofisiarias, aunque para asegurar esto,
habria que hacer ensayos en oftras lineas hipofisiarias, y ademas, hacer
ensayos in vivo con este vector tratando tumores inducidos. en ratones.

Existen algunos trabajos donde se ha utilizado el promotor de 0.5 kb para
dirigir la expresion de un gen reportero como B-gal o un gen terapéutico como
TK utilizado adenovirus no replicantes. Estos ensayos se han hecho tanto en
lineas celulares como en tumores subcutaneos en ratones desnudos™*®'. En
estos trabajos también se encuenitré6 que hay cierta selectividad, pero baja
potencia, similar a |la observada en este trabajo. En tumores in vivo utilizando
modelos murinos, encuentran que solo hay reduccion de la masa tumoral, pero
no la remision total. Tomando en cuenta que con estos vectores la expresién
del gen terapéutico es temporal y que en este trabajo se utilizé un adenovirus
replicante, se esperaria que tal vez este VARS tuviera un efecto mayor en
tumores in vivo.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

No se logr6 generar el adenovirus recombinante con el promotor de 2.3 kb
del gen hGH-N.

Como alternativa, se estudio el efecto oncolitico de un VARS dirigido por Ia
versién corta de 500 pb del promotor de hGH-N, el cual es muy similar al
que se planed construir en este trabajo, con la diferencia de que tiene
solamente los 500 pb rio arriba del gen hGH y no los 2.3 kb de la versién de
este promotor.

Este VARS mostré selectividad y una potencia oncolitica suficiente en la
linea celular hipofisiaria como para seguir explorando su potencial uso

terapéutico contra tumores hipofisiarios.
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