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Resumen

El virus de la leucemia murina es un Gammaretrovirus, que infecta a las especies murinas

y puede generar cancer.  Sus glicoproteinas  de superficie reconocen al transportador de

aminoacidos cati6nicos presente en la superficie celular, 1uego al penetrar al interior de

las c51ulas y su genoma de ARN de hebra simple positiva es retrotranscrito  a ADN de

doble hebra. El complejo nucleoproteico formado por el ADN gen6mico viral y proteinas

virales y celulares es denominado complejo de pre-integraci6n. Debido a la ausencia de

interacciones del complejo con factores de importaci6n nuclear y a la presencia de una

capside proteica altamente estable, este complejo debe aguardar hasta el desensamblaje

de la membrana nuclear para aproximarse al genoma celular y catalizar la integraci6n.

Una  vez  integrado  el  genoma  viral  comienza  la  expresi6n  de  los  genes  virales  que

producen las proteinas necesarias para la formaci6n de nuevas particulas virales, la cual

se ensambla en la membrana citoplasmatica y una vez en el exterior el virus madura por

la actividad de la proteasa viral.

A  diferencia  de  otros  retrovirus,  como  el virus  de  la  inmunodeficiencia humana  que

codifican  proteinas  accesorias,  el  virus  de  la  leucemia  murina  solo  codifica  proteinas

estructurales, por esta raz6n este virus se agrupa dentro de los retrovirus "simples" y se

convirti6  en un modelo  de  estudio  de la familia Retroviridae.  Debido  a su simpleza y

capacidad integrativa ha sido utilizado en la generaci6n de vectores virales con el objetivo

de utilizarlos en terapia genica.



Durante  el  ciclo  replicativo  el  complejo  de  pre-integraci6n  es  el  encargado   de  la

integraci6n  del  ADN  viral  en  el  genoma  celular  incluida  la  elecci6n  del  sitio  de

integraci6n, sin embargo atin no se ha dilucidado su composici6n ni estequiometria.  Las

proteinas  virales  que  componen  el  complejo  son:  la  integrasa,  capside y  transcriptasa

reversa.

El  objetivo  de  este  trabajo  es  el  aislamiento  del  complejo  de  pre-integraci6n  para  la

posterior identificaci6n de las proteinas celulares que lo componen.

En rna primera etapa se construy6 un pseudotipo del vims Moloney de la leucemia murina

con la glicoproteinas de la envoltura del virus de la estomatitis vesicular, lo que permiti6

desarrollar un sistema de estudio de la replicaci6n en celulas humanas. Luego procedimos

a  caracterizar la  formaci6n  del  complejo  en  el  citoplasma,  para  esto  se  transducieron

c6lulas 293T y se lisaron a diferentes horas post-transduccion y mediante PCR en tiempo

real se cuantific6 el ADN viral. Con esto se determin6 que a las 16 horas post transducci6n

es  posible  recuperar la mayor  cantidad  de  complejo.  Finalmente  se  aisl6  el  complejo

mediante sedimentaci6n en soluci6n a baja fuerza i6nica y columnas de afinidad, con lo

que se obtuvieron tres elusi6n con complejo de pre-integraci6n
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Abstract

The Murine Leukemia Virus is a Gammaretrovirus that infect murine species and can

produce   cancer.   Their   surface   glycoproteins   interact   with   a   cationic   aminoacids

transporter of the cellular surface, then penetrate to the cytoplasm and the viral single

strand  RNA  is  retrotranscribed  to  double  strand  DNA.  The  nucleoprotein  complex

composed by the viral DNA, viral and cellular proteins  is  denominated pre-integration

complex.  Because  this  complex  can  not  interact  with  nuclear  import  factors  and  the

presence  of a  stable  viral  capsid the  nuclear membrane  must break  out  to  allow  the

integration of the viral DNA to the cellular genome. After the integration, began the gene

expression and the synthesis of the proteins necessaries for the formations of new viral

particles, who assembly in the cytoplasmic membrane and maturate outside of the cells

for the activity of the viral protease.

Unlike other virus, like Human Immunodeficiency Virus, the Murine Leukemia Virus do

not encode accessory proteins, for that is denominate a "simple" retrovirus and is a good

model to study the family Retroviridae. Due to this and their integrative capability had

been used to generate viral vectors for gene therapy.

In the replicative cycle the pre-integration complex allows the integration of the viral DNA

in the cellular genome  including the  site  selection, however his  fully  composition and

stoichiometry is still unknow.

The aim of this work is the isolation of the pre-integration complex for the subsequent

identification of the cellular protein.
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First, we constructed a pseudotipe of the virus with the glycoproteins of the envelope of

the vesicular stomatitis virus, with this we develop a model to study the replication in

human cells line.  Then we preceed to characterize the formation of the complex in the

cytoplasm, for this we transduct 293T cell line and then we lysis at different time post-

transduction and we quantify the VDNA using real time PCR. Our result indicates that at

16 hours post transduction is possible to recuperate the mayor quantity of the complex.

Finally, the complex was isolated using sedimentation with low ionic strength solutions

and affinity column and we  got three elutions with the complex.



Introducci6n

Virus de la Leucemia Murina (Mo-MLV`

El virus de la leucemia murina (MLV), pertenece a la familia de los retrovirus,

subfamilia de los ortoretrovirus y genero de los Gammaretrovirus, siendo uno de los mas

simples.  El virus  es pleom6rfico,  con un diinetro  aproximado  entre  100-120  nm.  La

envoltura esta compuesta por una bicapa lipidica proveniente de la c5lula productora de

vims,  por  su  cara  extema  se  encuentran  las  glicoproteinas  virales  y por  la  intema  la

proteina de la matriz. En el interior de la particula viral encontramos la capside donde se

encuentra  el  genoma  viral  asociado  a  la  nucleocapside  y  las  proteinas  con  funci6n

catalitica, como la transcriptasa reversa, integrasa y proteasa (Figura lA). El genoma viral

consiste en una secuencia ARN de hebra sinple de polaridad positiva que expresa tres

genes: gqg,po/ y ew (Rein, A. 2011), los cuales codifican para las poliproteinas Gag, Pol

y Env, respectivamente.

El gen gng codifica para las proteinas  de  la estructura intema del virus,  que  a

diferencia de otros virus pertenecientes a la subfamilia de los ortoretrovirus que poseen a

la matriz (MA), la capside (CA) y la nucleocapside (NC), el erg de MLV codifica ademas

una  proteina  denominada  pl2,  ubicada  entre  MA  y  CA(Rein,  A.  y  col.  1986).  Otra

diferencia que presenta MLV es que en algunas ocasiones se aprecia rna forma altemativa

de Gag llamada "glyco-Gag". Dicha proteina difiere en el extremo N-teminal, ya que su

traducci6n es iniciada por un cod6n CUG localizado 264 bases rio arriba del cod6n de



iniciaci6n "tradicional" a'rats, A. y col.  1989). Por otro lado los productos de la escisi6n

de  la  poliproteina  codificada  por  el  gen po/  incluyen  a  las  enzimas  proteasa  (PR),

transcriptasa inversa QI) e integrasa (IN). Finalmente el gen e#v codifica las proteinas

de la envoltura denominadas gp70SU y pl5ESU (Figura lB)aiein, A. y col 1986).

En los extremos del genoma pro-viral podemos encontrar regiones no codificantes

denominadas "Long Terminal Repeat" a,TR) 1os cuales se sub-dividen en U3, R y U5.

A continuaci6n de la regi6n U5 del 5'LTR, rio arriba del cod6n de inicio de gclg/po/,  se

encuentran las secuencias del sitio de uni6n de partidores, donador de splicing mayor y

la sefial de empaquetamiento (v) Q7igura 18). Al final de po/ y e#i; encontramos el sitio

aceptor de  splicing y la  sefial  "polypurine  tract", respectivamente.  Otros  sitios  que  se

observan  en  el  genoma  pro-viral  son  el  acoplamiento  de  la  integrasa  (att),  sefial  de

encapsulaci6n   y   de   poliadenilaci6n   (5'   y   3'   respectivamente)   (Figura   18).   La

composicion y caracteristicas del genoma del virus  fueron revisados en Maetzig y col.

201 1.

Ciclo renlicativo

El ciclo replicativo del  MLV ¢igura 2) esta dividido en dos fases denominadas

temprana y tardia. La fase temprana comienza con la union entre la glicoproteina de la

superficie del virus,  (a traves  de su dominio  de uni6n al receptor),  al transportador de

aminoacidos cati6nicos (CAT-1) de las c6lulas blanco (Albritton, L. y col 1989; Kin, J.

y   col.    1991),   esta   interaccion   con   el   receptor   pemite   rna   serie   de   cambios

conformacionales en la glicoproteina viral incluyendo la reducci6n de puentes disdlfuros,



A
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Figura   1  :Estructura viral y genoma pro-viral. A, Estructura de Mo-MLV con las proteinas que lo

componen (capside, matriz, proteasa, nucleocapside, integrasa, transcriptasa inversa, proteina de la

envoltura) membrana lipidica de envoltura y genoma de ARN. 8, Genoma pro-viral. Se observan los

extremos teminales repetidos largos (LTR) conformados por las regiones U3, R y U5. En estos se

encuentran el sitio de acoplamiento (att), sitio de "capping" en el extremo 5' (cap), ademas del promotor

(P), potenciador (E) y la sefial de poliadenilaci6n ®A) en el 3'LTR. Luego en las zonas no traducibles se

observan los sitios de uni6n de cebadores (PBS), donador de empalme (SD) y serial de empaquetamiento

(v) y el tracto de polipurina Opt). Encontramos a los genes de las poliproteinas gag Ovla, matriz; pl2;

CA, capside; NC, nucleocapside),I?a/ ¢R, proteasa; RT, transcriptasa inversa; IN, integrasa), ew

(glicoproteina de la superficie; SU, superficie: 7'W, transmembrana) y el sitio aceptor de empalme (SL4)

(Modificadas de Maetzig y col. 2011).



lo que desencadena la exposici6n del p6ptido de fusi6n de la proteina a la superficie del

virusparasuposteriorinserci6nenlamembranacelularyposteriorfusi6ndemembranas.

La fusi6n de membranas permite la entrada de la capside viral, las proteinas estructurales

y el genoma viral al citoplasma celular q`ein, A. 2011). Luego, en el citoplasma se forma

el  complejo de transcripci6n  inversa @TC,  del  ingles 7.everse /ro77scrzp/z.o7€  co77Ip/ex),

cuya funci6n consiste en la transcripci6n del ARN de simple hebra de polaridad positiva

a un ADN de doble hebra por la acci6n de la enzima transcriptasa inversa. EI RTC esta

conformado  por  proteinas  virales   como   la  capside,   nucleocapside,  pl2,   integrasa,

transcriptasa inversa y proteinas celulares O]assati & Go ff 1999; Risco y col.  1995).

Una vez obtenido el ADN viral (ADNv) el RTC se denomina complejo de pre-

integraci6n (Plc, del ingles pre-z.#fegrcr/J.oJ? comp/c*), el cual permite la integraci6n del

genoma viral en el ADN celular y al igual que el RTC esta conformado tanto por proteinas

virales  como celulares  (Boweman, 8. y col  1989).  Existe evidencia que indica que el

movimiento del PIC desde el citoplasma al nucleo es a traves de microtubulos urim, W.

y col,  1998; MCDonald, D. y col  2002; Ploubidou & Way, 2001). Debido a la presencia

de la c5pside y a la falta de elementos de importaci6n nuclear,  el PIC  de   MLV no es

capaz de entrar al ndeleo, por lo tanto el PIC no puede aproximarse al genoma celular

hasta que la c6lula comience a dividirse y a desarticular la membrana nuclear (Roe, T. y

col  1993).  Una vez  que  el Plc  esfa en  contacto  con  el genoma la integrasa retroviral

promueve la integraci6n.

A continuaci6n, la fase tardia comienza con la transcripci6n del genoma viral por

la acci6n del promotor ubicado  en la region U3  del 5'LTR.  EI ARN viral (ARNv)  es



exportado  al  citoplasma,  traducido  y las proteinas  virales  solubles,  se  dirigen hacia la

membrana celular.  Las proteinas  que interaccionan con la membrana son modificadas

post-traduccionalmente  permiti6ndoles  anclarse  a  estas,  en  particular  la  poliproteina

gag/pol,  sufre miristaci6n en un sitio de la matriz a`ein y col.,  1986;  Schultzt & Rein

1989). En el caso de las proteinas de la envolturas estas requieren modificaciones del tipo

palmotoilaci6n para interactuar con la membrana (Li y col., 2002). La particula viral se

ensambla,  se  encapsula  y  ocurre  la  gemaci6n  de  la  nueva  particula  viral  desde  la

membrana celular, se ha descrito que este proceso ocurre en balsas lipidicas enriquecidas

en colesterol (Li y col., 2002; Beer y col., 2005). Una vez afuera comienza la etapa de

maduraci6n mediada por la acci6n de la proteasa retroviral (Figura 2).

Como ya se mencion6 anteriormente el PIC juega un rol clave en la fase temprana

de la infecci6n viral, es el complejo encargado en el transporte del ADNv (recientemente

retrotranscrito) al genoma celular y favorecer su integraci6n. Si bien la integrasa cataliza

esta  reacci6n  (Hindmarsh  y  Leis  1999)  existen  otros  factores  celulares  que  tambien

participan. El virus codifica pocas proteinas, por lo tanto es incapaz de realizar por si solo

todas las funciones que necesita durante la infecci6n, por consiguiente utiliza proteinas

celulares que permiten su progresi6n a traves del ciclo replicativo.  Entre las  funciones

que    son    complementadas    encontramos    la    protecci6n    contra    degradaci6n    y

autointegraci6n, direccionamiento y entrada al nticleo.





Se ha propuesto que proteinas celulares favorecen'an la integraci6n en detemiinados sitios

del genoma, ya que si bien es ampliamente aceptado que la integraci6n es mas probable

en zonas transcripcionalmente activas, que son de cromatina abiertas, se ha encontrado

que  cada retrovirus  posee  diferentes  sitios  predilectos  de  integraci6n,  por  lo  tanto  la

accesibilidad no seria el inico factor que influye en la ubicacidn final del ADNv integrado

(Bushmann y col., 2005). Hoy se conocen algunas de las proteinas que forman parte del

complejo de otro retrovirus, el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

En el Plc de VIII se han encontrado las proteinas del grupo de alta movilidad,

cuya funci6n estaria relacionada con la uni6n covalente del ADNv con el genoma celular

(Famet & Bushman,1997); el factor barrera de auto-integraci6n, el cual es un polip6ptido

de  89  aminoacidos que es el responsable de evitar la autointegracion del genoma viral

(M.  S. Lee & Craigie,  1998);  1a proteina Ku80,  cuya funci6n es reparar rupturas en el

ADN,  durante la infecci6n es requerida para la circularizacion del ADNv luego de la

retrotranscripci6n y en su ausencia la infeccidn genera citotoxicidad (Li y col., 2001); la

proteinas de localizaci6n nuclear Importina ci3, que participaria en la entrada del PIG al

ndcleo  (Ao  y  col.,  2010).  La  proteina  J#/egrtzSe  J#ferczc/or  /,  la  primera  proteina

demostrada en interactuar con la integrasa afalpana, G. y col  1994), ademas, la entrada

del virus desencadena su salida del ndcleo y colocaliza con el Plc (Turelli y col., 2001).

Sin  embargo  atn  no  se  conoce  con  certeza  su  funci6n  en  las  etapas  tempranas  de

infecci6n.  Aunque  se  ha propuesto  que  al  interactuar  con  la integrasa,  esta iiltima  se

estabiliza  en  rna  conformaci6n  mas  compacta  disminuyendo  la  flexibilidad  de  los

dominios, de esta manera se previenen las interacciones no especificas con otras proteinas



y la autointegraci6n Q4aillot y col., 2013). Por dltimo el /eHs epz./7]e/z.#m-c7erz.vedg7.owf¢

/c7cfor/rra#scrjpJj.o# co-crcfj.vaJorp 7j (LED GF/p75), un comp onente fundamental del Plc

del VIH, ya que se ha demostrado su importancia en la localizaci6n del PIC en el ndcleo

(Maertens y col., 2003; Llano, y col., 2004; Llano y col., 2006;  Shun y col., 2007), su

acci6n protectora frente a la degradaci6n proteosomal qlano, Delgado, y col. 2004) y lo

mas importante, es que estaria implicada en la elecci6n del sitio de integraci6n (Ciuffi y

col. 2005).

En el caso de MLV se han realizado estudios de doble hibrido de interacci6n de

integrasa con proteinas murinas y los resultados revelaron interacciones con factores de

remodelaci6n   de   cromatina,   reparaci6n   de   ADN   y   activadores   transcripcionales

(Studamire & Go ff, 2008). A nivel de PIC se identific6 a las proteinas BAF (Suzuki &

Craigie, 2002) y Ku80 qi y col. 2001). Por otro lado se ha demostrado que la proteina

LEDGF/p75 no esta presente y no interactha con MLV, solo se ha visto su interacci6n

con complejos de pre-integracion de lentivirus (Busschots, K., y col., 2005; Llano y col.

2006).

Recientemente se ha descubierto que las proteinas pertenecientes a la familia de

dominio bromo- y extraterminal (BET) no solo unen especificamente la integrasa de los

gammaretrovirus, a trav6s de su dominio extraterminal, sino que su sobreexpresi6n direge

el Plc  al ndcleo y aumenta la integraci6n (Gupta y col.  2013).  Se demosfro  que estas

proteinas son las encargadas de dirigir la integraci6n del ADNv @e RIjck y col. 2013;

Sharma y col. 2013), cumpliendo el rol que tiene LEDGF/p75 en los lentivirus. Incluso



la  eliminaci6n  de  la  interacci6n  de  la  integrasa  con  la  proteinas  BET,  ha  permitido

redireccionar los sitios de integraci6n en el genoma celular (EI Ashkar y col. 2014).

TeraDias gdicas

Desde  la d6cada de  los  '80  los retrovins  se ham utilizado  como un m6todo  de

transferencia de genes con potenciales usos en terapia g6nica debido a que son capaces

de integrar su genoma en el cromosoma de las c61ulas infectadas (Hwang & Gilboa, 1984;

Wei,  C  y  col.   1981).  Desde  entonces  se  han  generado  diferentes  vectores  virales

basindose en los distintos miembros de la familia Jte/rovJ.rJ.c7cJe, entre estos el virus de la

leucemia murina (Gilboa, E. y col 1982; Tabin, C.  1982). El vector viral es bdsicamente

una particula viral no replicativa capaz de proveer un gen de inteies a un tipo celular

especifico,  por  el  cual  tiene  tropismo  debido  a  sus  glicoproteinas  de  superficie.  Su

generaci6n  es  posible  utilizando  tres  vectores  07igura  3).  Los  primeros  dos  vectores

codifican las proteinas estructurales para la producci6n de la particula viral, es decir, uno

codifica las poliproteinas Gag/Pol y el otro para las proteinas de la envoltura y el tercero

mantiene la sefial de empaquetamiento (dy), el PBS y LTR (Maetzig, T. y col, 2011).

Hace algunos afros se procedi6 a utilizar en humanos un vector viral basado en

MLV,  los pacientes  eran menores  de  edad que  sufrian una inmunodeficiencia severa

combinada ligada al cromosoma X, sin embargo el 25% de los pacientes desarrollaron

leucemia (Salima Hacein-Bey-Abina y col. 2003). Se detemin6 que la leucemia se debi6

a la integraci6n del gen de inter6s en regiones cercanas al locus £A40-2 lo que indujo su



Promotor                       Gag/Pol                               pA
ifjiiuanso

+PromotorEnv                                       pA+5'LTRPBSGendeinter6s3'LTR

Figura  3: Elementos gerfeticos de vectores. El primero eLemento, sintetiza Las poliproteinas Gag y Pol, el

segundo codifica Env y el tercer vector posee el gen de inteies rodeado por los LTR y las sefiales PBS y

ty.
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expresi6n, 1a proliferaci6n celular y con esto el cancer (S Hacein-Bey-Abina y col. 2003;

Salima Hacein-Bey-Abina y col. 2003).

Por esta raz6n es necesaria la bdsqueda de los factores celulares relevantes en la

selecci6n del sitio de integraci6n. En esta oportunidad mos centraremos en las proteinas

celulares que forman parts del PIC debido a que se ha descrito en otros virus que son sus

componentes, particularmente proteinas celulares, 1os que dirigen al genoma a integrarse

enbiertossitiosdelgenoma(Maertensycol.2003)ysibienseencontr6quelasproteinas

BET cumplen esta funci6n en MLV, aln hay procesos que no ham sido dilucidados. De

esta manera la identificaci6n de las proteinas celulares que forman parte de este complejo

mos permitife conocer los factores que participan en la integraci6n, pemitiendo optimizar

esta etapa y disminnyendo los riesgos asociados al tratamiento.

En este trabajo se construy6 un pseudotipo del virus de la leucemia murina de

Moloney (Mo-MLV) que posee la glicoproteina de la envoltura del virus de la estomatitis

vesicular (de ahora en adelante Mo-MLV-VSV-G) y es capaz de infectar e integrar su

genoma viral en lineas celulas humanas. Se caracteriz6 su ciclo replicativo midiendo la

formaci6n del PIC en el tiempo, determinando el momento de mayor concentraci6n en el

citoplasma para luego proceder con su aislaci6n.
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Hip6tesis

Es  posible  aislar  el  complejo  de  pre-integraci6n  desde  c6lulas  transducidas  con  un

pseudotipo del virus de la leucemia murina de moloney para la posterior identificacidn de

sus componentes proteicos.

Objetivos

Objetivo general :

-Obtener el complejo de pre-integraci6n de un pseudotipo Mo-MLV.

Obj etivos especif icos :

-DesarrollarunpseudotipodeMo-MLVquecontengalaproteinadelaenvolturadelvirus

de la estomatitis vesicular y que sea capaz de transducir la linea celular humana, 293T.

-Determinar la cin6tica de formaci6n del Plc en el citoplasma celular, mediante PCR

cuantitativo del ADNv.

-Aislar   los   Plc   mediante   sedimentaci6n   en   soluci6n   a   baja   fuerza   i6nica   e

inmunoprecipitaci6n utilizando columnas de afinidad con anticuexpo anti-capside.
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Materiales:

MMaterialesvreactivos:

Los componentes del medio celular como el Dw/becco 's A4:oc7I/}ec7 Ecg/e A4ec7j."in

(DMEM),  Hepes,  penicilina  y  estreptavidina,  aminodeidos  no  esenciales  (Glicina,  L-

Alanina, L-Asparagina, L-Acido Aspartico, L-Acido Glutinico, L-Prolina, L-Serina)  L-

glutamina y el suero fetal bovino se obtuvieron de fJyc/o#e. De I/S bz.a/ogj.ca/ se obtuvo

el EDTA, sal dihidrato disodico y Hepes. El anticuexpo que reconoce a la proteina capside

se obtuvo de Ge#Scrzp/, los inhibidores de proteasa de Jtocfae, la glicina y el Tris Base se

ordtuNieron de Calbiochem. De Thermo Scientific se co"pr6 ct Maxima SYBR Green/ROX

qpcR  Master  Mix  y  ct AminoLink®  Plus  Immobilization  Kit. Los parddores  fueror\

comprados a /Dr. De gi.age# utilizamos la RNasa A y el Plasmid Midi kits, de BD son

el  extracto  de  levadura,  la  triptona,  el  agar  y  facs  flow,  de  Invitrogen  utilizamos  el

P#rez,!.#4TM  g#z.ck Pcjz Pctrty;cc]/I.o# Jr!./ y de 4mbj.o# la DNasa Turbo. Otro kit utilizado

fue ct ProFection® Mammalian Tranofection System-Calcium Phosphate cque provenla

de Promega.
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M6todos:

Cultivos celular v vectores

La linea celular 293T fue mantenida a 37°C con C02 al 5% en medio DMEM pH

7,2 suplementado con Hepes 2,38 g/L, penicilina a 10.000 Unidades/ml, estreptomicina

a  10.000  ug/ml,  aminoacidos  esenciales  (Glicina,  L-Alanina,  L-Asparagina,  L-  Acido

Aspartico,  L-Acido  Glutinico,  L-Prolina,  L-Serina),  L-glutamina  2mM,  suero  fetal

bovino (inactivado) al 10%. Los vectores utilizados en la producci6n del Mo-MLV-VSV-

G fueron el PVSV-G, que codifica la glicoproteina del virus de la estomatitis vesicular;

pTG5349, que expresa las poliproteinas Gag y Pol de MLV y PRETROQ, que codifica la

secuencia de la proteina fluorecente verde (GFP, en ingl6s) flanqueada por los dos LTR

de Mo-MLV Q7igura 4).

Producci6n. concentraci6n v  titulaci6n del DseudotiDo de Mo-MLV

La producci6n de Mo-MLV se realiz6 mediante la transfecci6n transitoria de la

linea  celular  293T  con  fosfato  de  calcio  utilizando  el  kit  ProFec/z.o#®  h4Z7"mo/j.o#

Transifection    System-Calcium   Phosphate   a?romega),   s±gu.iendo   ct   protocoto   del

fabricante. Las cantidades de los vectores utilizados fueron las siguientes: 4 pg de PVSV-

G; 9,2 ng de pTG5349 y 12 ng de PRETROQ. A las 16 horas post-transfecci6n apt) se

cambi6 el medio de cultivo por medio fresco.   Posteriormente, a las 48 hpt, se recupero

el  virus  centrifugando  el  medio  a  1.750  x  g  por  5  minutos  a  4°C  y  se  recuper6  el
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sobrenadante,  10 ml. Para la concentraci6n del virus se utiliz6 el m6todo de Kohno, T. y

col.  (2002)  con algunas modificaciones.  Se utiliz6 el BufferpEG  (40% polietilenglicol

10.000  [PEG 10.000], 0,9% Nacl), el cual se mezcl6 con el medio que contiene el virus

en una proporci6n 1 :1 y se incub6 por 16 horas a 4°C.

Finalizada la incubaci6n se procedi6 a centrifugar la mezcla durante 20 minutos a

7.500 x g a 4°C eliminando el sobrenadante con celulas y se resuspendi6 el pellet con

virus en 1  ml de medio de cultivo. Finalmente la soluci6n que contiene el vims se trat6

con DNasa  Oromega),  debido  a  la presencia de  vector en  el medio  lo  que  afecta la

cuantificacion mediante PCR cuantitativo Q'CRc), a una concentraci6n final de 50U/ml

por 1 hora a 37°C y luego se almacen6 el virus a -80C'C hasta el momento de la infecci6n.
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Figura  4: Vectores utilizados en la generaci6n del pseudotipo de Mo-MLV. Estos son el vector

PRETROQ-ACGFpl-Nl que codifica a GFP rodeado por los LTR, pTG5349 que codifica las

poliproteinas Gag y Pol y por ultimo PVSVG que codifica para la glicoproteina de la envoltura del virus

de la estomatitis vesicular.
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El ndmero de particulas infectivas (titulo) se determin6 infectando c6lulas 293T

con diluciones seriadas de Mo-MLV-VSV-G y posteriormente se visualiz6 la presencia

de GFP mediante citometria de flujo. A las 72 horas post transduccion (hpt) se lavaron

las c5lulas con 500  Lil de PBS, se soltaron incubando a 37°C   con  100  Lil.de tripsina y

fmalmente se resuspendieron en un volumen total de 500 Ill de PBS. Luego las c6lulas

desprendidas de la placa se traspasaron a un tubo de microcentrifuga y se sedimentaron a

2500 rpm por 5 minutos a 4°C, para ser resuspendidas en 100 Lil de soluci6n de fijaci6n

(formaldehido  2%  en PBS),  se  incubaron por  10  minutos  a temperatura ambiente.  Se

agregaron 900 Lll de PBS y centrifug6 a 11.000 x g por 1 minuto, el pellet se lav6 con 500

ul   de   PBS,   y  centrifug6   a   11.000   x   g  por   1   minuto.   Finalmente,   las   c51ulas   se

resuspendieron en 300  ul de la soluci6n Fclcs Fl/ow (BD BJ.ascz.e#ce) y se traspasaron a

tubos de poliestireno de 5ml (BD Fcz/co#) para ser analizadas mediante citometn'a de flujo

con el filtro F1530/30 nln (BD F4CSccr/i.b„r). Se analizaron 10.000 eventos/cc5lulas.

Para  conocer la  concentraci6n  del  virus    (expresada  en  unidades  transducidas

/mililitro  [UT/ml])  se utiliz6  1a  formula:  T!.f#Jo   = /tF I  C#J /17 x FD  donde;  F =

frecuencia de c6lulas GFP positivas (GFP|, C# = cantidad de c6lulas en el momento de

la infecci6n, y= volumen del inoculo con virus, FD = factor de diluci6n (modificado de

Tiscomia, Singer, and Verma 2006).

Infecciones

Celulas 293T entre un 70 y 80% de confluencia fueron infectadas con  Mo-MLV-

VSV-G  en presencia  de  polibreno  a  8Llg/ml.  El  volumen  de  los  pocillos  o  placas  se
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complet6 con medio de cultivo celular. En la titulaci6n la infecci6n se realiz6 en placas

de 24 pocillos, la cin6tica en placas de 12 pocillos y la purificaci6n del Plc en botellas de

15ocm2.

Lisis celular

Las  c61ulas  fueron  lisadas  utilizando  un  metodo  basado  en  el  protocolo  de

Engelman A.  y  col.  2009,  en  condiciones  no  denaturantes.  En  la  determinaci6n de  la

formaci6n del Plc la lisis se realiz6 a las 4, 6,10,14,16,18, 22 hpt y en la purificaci6n

de Plc a las  16 hpt, recuperindose solo  el citoplasma en ambas ocasiones. Primero se

lavaron las c61ulas con PBS e incubaron con PBS-EDTA  10 mM pH 8 por 5 minutos a

37°C   (0,3   ml   y   1,5   ml   de   PBS-EDTA   en   la   cin5tica   y   purificaci6n   de   PIC,

respectivaniente),   las   c61ulas   se  recuperaron   en  un  tubo   de  microcentrifuga  y   se

centrifugaron a 250 x g por 10 minutos a 4°C. El pellet se lav6 una vez con 1 ml de Buffer

I (20 mM Hepes pH 7,6,  150 mM Kcl, 5 mM Mgc12) y se centrifug6 a 250 x g por 10

minutos a 4°C. Luego las c6lulas se resuspendieron en 1 ml Buffer 11 (20 mM Hepes pH

7,6,150 mM Kcl, 5 mM Mgc12,1 mM de DTT, 0,025% de digitonina e inhibidores de

proteasas) e incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente con agitaci6n. Se recuper6

el sobrenadante  con el citoplasma mediante centrifugaci6n (1.500 x g por 4 minutos a

4°C), eliminandose el pellet con c51ulas no lisadas y ndcleos. El citoplasma se centrifug6

a  19.000 x g por  1  minuto  a 4°C,  el nuevo sobrenadante se transfri6  a otro tubo y la

muestra se incub6 con RNasa A, a una concentraci6n final de 20 Lig/ml, por 30 minutos.

Finalizada la incubaci6n las muestras se almacenaron a -20°C.
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PCR cuantitativo PCRc

Las  fracciones  citoplasmaticas para  el  analisis  de  la  formaci6n  del Plc  fueron

concentrados mediante  evaporaci6n con el fpeecJycrc® P/z/s (Sczvo7!/) hasta obtener un

volumen 1 0 veces menor al inicial (100prl volumen fmal) y se purific6 el ADNv utilizando

el  P"re£!.#k"    gz/z.ck PcjI  P#rz/?ca/j.oiq  K!.f  (Invitrogen),  siguiendo  el  protocolo  del

fabricante.  La reacci6n  de PCRc  contiene  lx  del Maxima  SYBR  Green/ROX  qpcR

Master Mix, 300nM de partidores, 2prl de muestra. Para detectar la transcripci6n reversa

tardia (LRT) se utilizaron los partidores 1211 -1229 PRETROQ ( 5 '-ATC GCT CAC AAC

CAG TCG G-3 ') y 1346-1325 PRETROQ (5 '-TGA TCT TAA CCT GGG TGA TGA G-

3'). En la normalizaci6n se utilizaron los partidores MII 533  (5'-ACC CAC TCC CTC

TTA  GCC  AAT ATT  -3')  y  MH  534(5'-GTA  GGG  CTA  GGC  CCA  CCG-3')  que

amplifican   la   sub-unidad   4L   del  NADH   deshidrogenasa  ubicado   en   el   genoma

mitocondrial. EI PCRc se realiz6 en el equipo Jio/or Ge#e 6000 (Col.be/f Reseczrch), los

parinetros utilizados en el programa son una denaturaci6n inicial por 10 minutos a 95°C,

seguido  por 50  ciclos  que  comienzan  con rna  denaturaci6n  a  95°C  por 20  segundos,

hibridaci6n a 55°C por 20 segundos, extensi6n a 72°C por 30 segundos y rna pequefia

fase a 77°C por 5 segundos. Se realizaron dos capturas de datos, al final de la extensi6n

y al fmal de la fase a 77°C, la medici6n se realiz6 en ambas fases debido a que en algunas

ocasiones  se  observaba un peak  de  fluorescencia  entre  72°  y  77°C  producido  por  la
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presencia  de  dimeros  de partidores  lo  que  variaba el valor de  fluorescencia total y  al

realizar la medici6n a 77°C se elimina dicha variaci6n.

En  el  caso  de  la  precipitaci6n  del  Plc  y  las  eluciones  desde  la  columna  de

-477!z.7!o/z.i7ro   se   separaron   alicuotas   de    100   Hl   (excepto   del   sobrenadante   de   la

precipitaci6n del cual se tomaron 200 prl debido a que se encuentra diluida la muestra) y

se procedi6 a purificar utilizando el P#ref z.#fr"  g#z.ck PCR Pwrz/}ca/I.o# Jrz./.

Purificaci6n de PICs

Los PIG se sedimentaron disminuyendo la fuerza i6nica de la soluci6n, para ello

lml de lisado citoplasmatico (en Buffer 11) se diluy6 en lml de la soluci6n Buffer Ill (20

mM Hepes pH 7,6,  5  mM Mgc12,  1  mM de DTT e  inhibidores  de proteasas),  con el

objetivo de reducir la concentraci6n de Kcl de 150 mM a 75 mM. Dicha mezcla se incub6

por  10 minutos a temperatura ambiente y se centrifug6 a 8.000 x g por  10 minutos. EI

pellet, con el Plc, se resuspendi6 en la mitad del volumen inicial.  La muestra se dializ6

en PBS pH 7,2 a 4°C primero por dos horas, al t5rmino de las cuales se cambi6 el PBS y

dializ6  durante toda la noche y se procedi6  a purificar el Plc utilizando  las  columnas

AminoLink® Plus Immobtlization Kit.
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araci6n de columnas de inmuno urificacion aislaniento de com

Se unieron covalentemente 3,7 mg de anticuexpos policlonales que reconocen a la

capside  viral  de  Mo-MLV  a  las  columnas  siguiendo  las  instn]cciones  del  fabricante

(Thermo Fisher scientific Inc, 2009). El anticuerpo disuelto en el Buffer de Acoplamiento

I ( 0,1  M citrato de sodio, 0,05 M carbonato de sodio, pH  10,0) se agreg6 a la columna

previamente lavada con el mismo Buffer de acoplamiento  y se  incub6  a temperatura

ambiente por 4 horas. Luego se recuper61a solucion con los anticuexpos que no se unieron

y la columna se lav6 2 veces con Buffer de acoplamiento 11 (0,1 M fosfato, 0,15 M cloruro

de sodio, pH 7,2), se procedi6 a disolver 40 prl de la solucion stock de cianoborohidnro

de sodio (5ho en 2ml Buffer de acoplamiento 11  e incubo por 4 horas. Posteriormente se

remueve la solucion y se lav6 dos veces con Buffer de Neutralizacion (1  M Tris-HCL,

0,05% NaN3, pH 7,4) y luego se disolvieron 40 pl de la solucion de cianoborohidruro de

sodio (5M) en 2 ml de Buffer de Neutralizacion y se incub6 por 30 minutes a temperatura

ambiente. Finalmente, se removio de la columna la mezcla de cianoborohidmro de sodio

con Buffer de Neutralizacion y  se lav6 2 veces la columna con 2 ml de Buffer de lavado

(  1  M cloruro de sodio, 0,05 % NaN3). Para almacenar la columna se agreg6 Buffer de

acoplamiento 11 + 0,05% de azida de sodio y se mantiene a 4°C.

Para la purificaci6n del Plc se utiliz6 el flujo por gravedad. En primer lugar se

equilibr6 la columna a temperatura ambiente por algunos minutos, se removio el Buffer

en el cual se mantiene la columna y se equilibr6 con 6 ml de PBS pH 7,2.  La muestra

conteniendo  el PIC  se deposit6 en la columna,  se agregaron 200  lil de PBS pH 7,2  se
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colocaron  las  tapas  superior  e  inferior  y  se  incub6  por  30  minutos  con  agitaci6n  a

temperatura  ambiente.  Luego  se  agreg6  1  ml  de  PBS  para  recuperar  la  muestra  y  a

continuacion  se  lav6  la  columna  con  2  ml  de  PBS  (el  lavado  se  repitio  2  veces).

Finalmente el Plc se eluy6 con 2 ml de solucion de elusion (0,1 M de glicina pH 2,5 ) en

tubos de microcentrifuga que contenian 25  Lil de solucion de neutralizacion (1  M Tris-

Hcl pH 8,5). Se obtuvieron 9 fracciones de aproximadamente 0,5 ml. La presencia de los

PIC se determin6 mediante cuantificacion del ADNv utilizando PCRc.
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Resultados

Generaci6n del vector viral

Con el ot)jetivo de generar el pseudotipo de Mo-MLV se procedi6 a transfectar c61ulas

293T con los vectores PRETROQ, PVSV-G y pTG5349.   El vector viral se recuper6 en

el  sobrenadante  del  medio  de  cultivo  y  se  concentr6  utilizando  el  BufferpEG.  La

infectividad del vector viral concentrado se detemin6 mediante la infecci6n con 8 uL  del

vector viral (con polibreno a 8  Lig/ml) en c61ulas 293T (Figura 5). La presencia de GFP

requiere  la transcripci6n  del  genoma viral  integrado  en  el  genoma  celular,  utilizando

citometria  de  flujo  se  midi6  la  cantidad  de  c6lulas  que  presentan  fluorecencia  verde

(Figura  5)  y  se  obtuvo  que  el  17,96%  del  total  de  las  c51ulas  transducidas  presenta

fluorescencia    (mientras    que    el    control    sin    transducir   muestra    un    0,02%    de

autofluorecencia).

Titulaci6n eficiencia del metodo de concentraci6n

Para la titulaci6n viral se transducieron c6lulas 293T con diluciones seriadas del

vector viral y a las 72 horas post-transduccion se analiz6 la presencia de GFP utilizando

citometria de flujo Q]igura 6). Se infect6 con 2, 4 u 8 Lil de virus utilizando polibreno y

las c5lulas se cosecharon y fijaron 72 horas post-infecci6n. Se observ6 que el n`inero de

c6lulas  fluorecentes  se  correlaciona  con  la  cantidad de  virus  utilizado  en  la infecci6n

(Figura 6E).
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Figura  5: Transduccion de c6lulas. C6lulas 293Tfueron analizadas mediante citometria de fouif a luego

ser transdrcidas con el vector viral. Se analiza la presencia de GFP.  ge:n reportero presenle en el

rninigenoma del vector. en celulas no trausducidas(A) y transcudicas  (8) con 8ul del vector viral

concentrado.
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Figura  6: Titulaci6n del vector viral. Celulas 293Tfueron trausducidas con diferentes volumenes de

vector viral concentrado. La presencrd del gen reportero se analizo 72 hrs post-trausducci6n. A, c6lulas

no inf;ectadas. B-D, c6lulas irfectadas con 2 ul, 4ul y 8 ul del vector viral, respectivamente. En coda caso

la barra indiea el porcen!aje de c6lulas que expresan el ge:n raportero sobre el total de c6lulas analieadas

(10.000). E. graf irao de correlaci6n entre la cantidad de c6lulas GFP+ y  de vector viral (Fr2 = 0,99).
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Se compar6 el titulo viral de rna misma muestra antes y despu6s de realizar la

concentraci6n con BufferpEG (M6todos)  encontrando   que  la concentraci6n aument6

cerca de 10 veces (Tabla I), recuperindose por lo tanto  entre un 70-80% de las partioulas

infectivas en el proceso de concentraci6n.

Formaci6n del Plc

La formaci6n del Plc en las celulas transducidas se analiz6 mediante PCRc. EI

producto amplificado corresponde a la regi6n conservada de Gag procedente del vector

PRETROQ (con partidores 1211-1229 PRETROQ y 1346-1325 PRETROQ).   Se  utiliz6

como calibrador una muestra no infectada y normalizada con el gen mitocondrial de la

sub-unidad  4L  del  NADH  deshidrogenasa.  En  el  analisis  se  utiliz6  el  m5todo  de

Cuantificaci6n re|ativa 2-AAct :

Act = Ct gen objctivo - Ct gen referencia

AAct = (Act gen objetivo - Act gen referencin) mucstra - (Act gen objetivo - Act gen referencia)  calibrador

La cantidad relativa de la muestra con respecto al calibrador y normalizada con el

gen de referencia es igual a 2-AAct (Livak & Schmittgen, 2001 ; "User Bulletin # 2 ABI P

RISM  7700  Sequence  Detection  System  SUBJECT :  Relative  Quantitation  of  Gene

Expression," 2001).
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Tabla I: Com araci6n de tfulos virales
MOMLV-VSV-G Virus sin Virus

concentrar Concentrado
quT/ml) (UT/ml)

1 1.480.000 11.078.417
2 1.590.383 13.110.333

Comparacion de la titulacion del vector viral obtenido directamente del sobrenandanle celulas

y luego de ser concentredo utilizando But ierpEG.
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Para   validar   el   analisis   debemos   cercioramos   de   que   las   eficiencias   de

amplificaci6n de ambos partidores (gen objetivo y de referencia) sean aproximadamente

iguales. Dicha condici6n se cumple Si el Valor de Act (Ct gen objetivo - Ct gen referencia) de las

muestras se mantiene constante en rna diluci6n seriada de la misma,  debido a que los

partidores que poseen la misma eficiencia disminuyen su valor de Ct en igual magnitud.

Si las  amplificaciones tienen la misma eficiencia se vefa reflejado en la pendiente del

grafico  Act v/s  Log  de  la  concentraci6n  de  ADN  Q7igura  7),  ya  que  al mantenerse

constante  el  valor  de  Act  la  pendiente  debe  ser  cercana  a  cero.  Con  partidores  que

presentan eficiencias similares se obtienen pendiente menores a 0,1 (Livak & Schmittgen,

2001;  "User Bulletin # 2  ABI P  RISM  7700  Sequence Detection  System  SUBJECT :

Relative Quantitation of Gene Expression," 2001). En nuestro experimento la pendiente

obtenida  es  igual  a 0,073, por lo  tanto  cumple  la condici6n (de  ser menor a 0,1)  y  el

m5todo de cuantificaci6n es valido.

Una vez validado el metodo, se procedi6 a cuantificar el ADNv en el citoplasma

de las  c6lulas transducidas  con el vector viral Mo-MLV-VSV-G.  El ensayo  se realizo

utilizando rna MOI  i 2, las c6lulas fueron lisadas a las 4, 6,10,14,16,18 y 22 hpt, se

recuper6  el citoplasma,  se  extrajo  el ADNv del PIG  con el PureLink"   Quick PCR

Purification Kit y se procedio con la cuantificacion. Como se muestra en la Figura 8 se

obtuvo que a las  16 hpt se encuentra la mayor cantidad de ADNv citoplasmico  ®or lo

tantode Plc), indicando que en ese momento debemos proceder con los experimentos de

aislaci6n del complejo.
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Purificaci6n de PIC

C6lulas 293T se infectaron con Mo-MLV-VSV-G a una MOI de 1, luego a las 16

hpt se lisaron las c5lulas y se procedi6 a precipitar los PIC utilizando rna solucidn de baja

fuerza i6nica. Con este procedimiento los PIC se es|)eran encontrar en el pe//e/ y el resto

de las proteinas en el sobrenadante. Mediante rna electroforesis en gel de poliacrilamida,

primero  se  se analizaron los  lisados antes de ser precipitados  (J#p#f) y se observa que

estos contienen una gran cantidad de proteinas (Figura 9A), tanto los cariles con muestras

infectadas  como  los  con  muestras  no  infectadas  (cariles   1  y  2).  Si  analizamos  las

muestras despues de precipitar vemos que en el sobrenadante aun se observa rna gran

cantidad  de  proteinas  (carriles  3  y  4),  en  cambio,  el  numero  de  proteinas  del  pellet

disminuyo considerablemente (carriles 5 y 6). Al analizar el ADNv mediante PCRc se

obtuvo que la concentraci6n de Plc en el J#p#/ y en el precipitado, no van'a en la misma

medida que el numero de proteinas totales (Figura 98).

A pesar de que fue posible purificar el Plc se perdi6 rna importante cantidad del

complejo por la metodologia utilizada, ya que entre el pellet y el sobrenadante se recuper6

solo  la mitad del ADNv presente  en la muestra  (Figura  9C).  Por lo  tanto,  si bien fue

posible eliminar proteinas del lisado, tambi6n se perdi6 gran parte del complejo.
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Clnetica de Plc

S§§£§Nrfv*^&tyr^`nysSnyNSryBr;^&nyfr+^£tyr^£

Figura  8: Forrnacion del Plc en el ciloplasma celular. Cuanlificacion de ADNv extraido de c6lulas 293T

trausducidas con el pseudotipo de Mo-lifl.V, lisadas a diferentes horas post-traneduecton. La

cunntif icaci6n del Plc se realizo mediante RT-PCR utilizando el metodo de cuantif iicacion relativa 2-44C` .

Valores de un experinento representativo de tres experimentos independienles. Se observa que a las  16

hpi se encuentra la mayor cantidad de complejo.
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Figura  9: Precipitaci6n de Plc. A, Lisado de c6lulas irfectadas. no irfectadas (can.il 1 y 2,

respectivamente) sobrenadante obtenido luego de la precipitaci6n (carril 3 y 4) y precipitodo (carril 5 y

6). 8 y C Concentraci6n del Plc par microlitro de muestra y Plc totales por rrluestra. respectivamente.

C&lculos realizados mediaute PCRc con los vectores que amplifican el LRT
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Desde la soluci6n enriquecida en complejos se procedio a aislar el PIC utilizando

las  columnas  de  afinidad  de  4"z.]7o/z.77fr®  las  cuales  consisten  en  perlas  de  agarosa

activadas con gmpos aldehidos, capaces de unir covalentemente a los grupos amina de

los ligandos (Figura 10). Se acopl6 el anticuelpo anti-capside a las columnas utilizando

el procedimiento recomendado por el fabricante  (Thermo Fisher Scientific Inc, 2009),

detallado en M6todos. Se incub6 el lisado celular con las columnas y posteriormente los

complejos   de  pre-integraci6n   se   eluyeron   con   soluci6n   de   eluci6n  recuperandose

fracciones de 0,5 ml, se purifico el ADNv y se realiz6 PCRc con el objetivo de identificar

la(s) fracci6n(es) en la cual(es) se encuentra(n) el Plc. La concentraci6n  medida como

copias de ADNv por microlitro de eluci6n se presenta en la Figura 1 1. Se observ6 que los

complejos eluyeron en las fracciones  1, 2 y 7. De esta manera se logr6 aislar el Plc en

tres fracciones.

Discusi6n

En la presente tesis se construy6 un pseudotipo del virus Mo-MLV que es capaz

de infectar lineas celulares humanas y producir la proteina GFP en las c6lulas infectadas.

Se caracteriz6 la formaci6n del Plc y se detemin6 que a las 16 hpt es posible encontrar

la mayor cantidad de complejo. Con esta infomaci6n se procedi6 a la aislaci6n del  PIG

mediante t6cnicas de sedimentaci6n y columnas de afinidad  comerciales.
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Figura   10: Preparacion de columnas. En el esquema se presentan la union de antiouerpos por medio de

grupos amina a las perlas de agarosa de la columna Aminolink® (Imagen obtenida de

http://www.piercenel.com/).
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Plc en elusiones

\     O     ®      *     b     ®     A      e     a)
Fraccion

Figura   1 1 : Concentraci6n de ADNv. Cuantifiicaci6n de ADNv mediante RT-PCR de las fracciones

eluidas desde las columnas Aminolink®. Lasfracciones  I.2 y 7 son las que presentan mayor cantidad del

complejo.
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En la literatura se ham descrito diferentes tecnicas que ban permitido aislar el Plc

e   identificar   factores   celulares   relevantes   para   la   infecci6n,   sin   embargo   estas

metodologias se centran en la purificaci6n del complejo y luego en su complementaci6n

con lisados celulares y con esto encontrar factores especfficos que permiten  recuperar la

funci6n analizada (Lee and Craigie  1994; Li y col.  1998; Suzuki and Craigie 2002), sin

embargo no ha sido posible dilucidar la composici6n completa del PIG de MLV. En el

presente  trabajo   utilizamos  rna  estrategia  diferente,   ya   que  mos   centramos   en  la

purificaci6n del complejo utilizando como blanco de la inmunoprecipitaci6n la proteina

capside,  un  componente  descrito  del  complejo  y  asi  recuperar  la  mayor  cantidad  de

proteinas celulares posibles para su posterior identificaci6n mediante espectrometria de

masas.

En     esta      oportunidad     no      utilizamos     concentraci6n     viral     mediante

ultracentrifugaci6n, sino que se utiliz6 PEG, logrando recuperar eficientemente entre el

70-80% de las partieulas virales.

Se  utilizaron  dos  m6todos  de  manera  complementaria  para  eliminar proteinas

celulares que no estuviesen formando parte del PIC y a la vez aumentar la concentraci6n

del  complejo  en  la  muestra.  El primero  de  ellos,  consistente  en  la  sedimentaci6n  de

complejos, metodo que ha sido utilizado en trabajos anteriores, que nos permiti6 eliminar

rna gran cantidad de proteinas del lisado celular y recuperar rna proporci6n importante

del Plc.  En este  sentido,  otros m6todos  descritos  dependientes  de ultracentrifugaci6n,

permiten  la purificaci6n  de  los  complejos  separindolos  del resto  de  las  proteinas por

tamafio, pero requiere  el manejo  de  los  equipos necesarios y la estandarizaci6n de las
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condiciones 6ptimas de la purificaci6n. En comparaci6n con estos, la precipitaci6n solo

requiere  diluir  la  soluci6n  con  el  lisado  citoplasmatico  y  rna  centrifugaci6n  a  baja

velocidad, permitiendo la obtenci6n de complejos proteicos de gran tamafio de manera

eficiente.

El  segundo  mc5todo  de  purificaci6n utilizado,  consecutivo  a  la  sedimentaci6n,

consiste en la purificaci6n especiflca del complejo utilizando un anticuerpo que reconozca

rna proteina que fome parte de este, en esta ocasi6n utilizamos la proteina capside del

virus.  Los  anticueapos  fueron  enlazados  covalentemente  a columnas  comerciales,  este

procedimientopemiteutilizarunamayorcantidaddeanticuelpoaumentandoelcomplejo

recuperado. Por otra parte, la concentraci6n de complejo en la muestra es controlada con

el  volumen  de  utilizado  del  buffer  de  eluci6n.  Finalmente,  es  posible  reutilizar  las

columnas lo que perlnite purificar acumulativamente muestras de experimentos diferentes

con la misma eficiencia. De esta manera la utilizaci6n de estos m6todos permite aislar los

complejos disminuyendo la cantidad de proteinas del lisado celular original. En particular

esta metodologia nos pemiti6 recuperar tres eluciones con rna alta concentraci6n de Plc

las cuales pueden ser utilizadas en analisis posteriores de identificaci6n de proteinas. La

presencia del complejo en tres fracciones se puede deber a la existencia de complejos con

diferentes caracteristicas o componentes lo que permite su liberacion del anticuexpo en

diferentes fracciones debido a distintas fuelzas de interaccion. Sin embargo, debido a que

se  observa  el  complejo  en  las  prineras  fracciones  puede  que  al  aplicar  lavados  mas

estrigentes antes de eluir se elimine su presencia en estas fracciones, recordando que lo
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analizado es el ADNv puede que sea el acido nucleico asociado a las perlas de agarosa

luego de ser liberado desde complejo desarticulado.

Un posible inconveniente de las t6cnicas utilizadas es la perdida de proteinas que

componen  los  complejos,  ya  que  los  metodos  podrian  inducir  la  disociaci6n  de  sus

componentes debilmente unidos, para solucionar este inconveniente se propone utilizar

estrategias de entrecruzamiento que perlnitan rna mayor estabilidad del complejo y de

esta manera disminuir la perdida de sus componentes.

Desafortunadamente debido a la baja concentraci6n de proteinas aisladas no fue

posible corroborar la presencia de los componentes proteicos de los PIC mediante geles

de poliacrilamida, no fue posible visualizarlas utilizando western blot, pero seria posible

identificarlos mediante espectrometria de masas.   En este inbito otro aspecto a evaluar

es  la  cantidad  de  virus  a utilizar y  la  optimizaci6n  de  las  t5cnicas  de  aislaci6n.  Con

respecto al primer punto. En la literatura se encuentra una gran variedad de M0Is de virus

utilizadas asf como de cantidades de c6lulas infectadas. La elecci6n de estos pafametros

depende de las caracteristicas de los estudios a realizar, en nuestro caso debido a que se

desea purificar un complejo que se encuentra en muy pequefias cantidades, es necesario

utilizar la mayor cantidad de c6lulas y particulas virales posible, para obtener cantidades

de proteinas detectables por los m6todos que se desean emplear. Este punto representa

rna dificultad para el estudio, ya que la eficiencia de producci6n de los vectores virales a

las  concentraciones  necesarias  es  muy  baja  por  lo  tanto  es  dificil  alcanzar  la  MOI

necesaria para este tipo de ensayos. Si bien fue muy importante la concentraci6n de los

vectores .virales  y  la  estandarizaci6n  de  la  t6cnica,  aun  se  requiere  utilizar  un  mejor
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m6todo de producci6n de particulas virales, para asi utilizar concentraciones iniciales mas

altas.

El siguiente aspecto a analizar es la optimizaci6n de la tecnica de sedimentaci6n,

debido a que si bien fue posible eliminar una gran cantidad de proteinas que se encuentran

en  el  lisado,  tambi6n  se  perdi6  la  mitad  del  Plc  presente  en  la  muestra,  debido

posiblemente a que los complgjos se desintegran durante la sedimentaci6n, por lo tanto

se deberian perfeccionar las condiciones para pemitir rna mayor recuperaei6n de los

complejos sin afectar la eliminaci6n de proteinas del lisado, llegando a un equilibrio entre

la recuperaci6n de complejos y purificaci6n de la muestra. En este sentido los pasos claves

son   el   tiempo   de   incubaci6n   luego   de   la  diluci6n  y   la   velocidad   y   tiempo   de

centrifugaci6n.

Finalmente,  debo destacar que  cada uno  de los procedimientos expuestos  en el

seminario de tfulo fue estandarizado en el desarrollo del trabajo, debido a que ninguna

t6cnica habia sido utilizada anteriormente en nuestro laboratorio, lo que significo varios

inconvenientes en el desarrollo del proyecto. A su vez se probaron diferentes altemativas

para cada rna de las etapas presentindose aqui la que mos permiti6 un mejor resultado

final.  Por  lo  tanto  el  trabajo  no  solo  presenta  resultados  satisfactorios  al  final  del

procedimiento, sino que tambi6n pemiti6 estandarizar una gran variedad de tecnicas que

serin utilizadas en futuros proyectos.
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Conclusiones

1. Fue posible generar un pseudotido del Mo-MLV capaz de infectar c5lulas humanas.

2. Se estandarizo rna t6cnica de concentraci6n viral utilizando polietilenglicol.

3.  Se caracteriz6 la formaci6n del Plc y se determin6 que a las  16 hpt se encuentra su

mayor cantidad en el citoplasma celular.

4. Analizando los resultados de la eluci6n desde la columna de afinidad podemos afirmar

que fue posible purificar el complejo de pre-integraci6n del virus estudiado.
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