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Presentacion

La viroterapia oncolitica es un tratamiento emergente basado en el uso de
virus replicativos que de manera selectiva infectan células tumorales y
provocan su muerte. Hasta la fecha, se han producido grandes avances en
dotar a los virus de selectividad tumoral. Sin embargo, el principal desafio
actual es potenciar la eficacia de este abordaje a fin de poder

implementarlo en la practica clinica habitual.

Una de las estrategias mas prometedoras para dotar de mayor potencia
antitumoral a los virus oncoliticos, pasa por incorporar genes terapéuticos
en el genoma viral, a fin de que se expresen en el microambiente tumoral
y aporten beneficios adicionales a la oncolisis. No obstante, se ha
observado que, en ocasiones, la expresion de una proteina terapéutica
puede afectar negativamente al fitness viral, haciendo que la capacidad

replicativa del virus disminuya de manera considerable.

Estudios previos indican que el adenovirus utiliza la desviacién en su uso
de codones como mecanismo para optimizar el reparto de los recursos
traduccionales de la célula. En base a este hecho, hemos hipotetizado que

la expresion de transgenes terapéuticos podria afectar al equilibrio en el



uso de codones del genoma adenoviral, y conducir a un fenémeno de

competicion intergénica por dichos recursos.

A fin de determinar el impacto del uso de codones de los transgenes
armados en el genoma adenoviral, hemos estudiado cémo un mismo
transgén con distintos patrones de uso de codones afecta a la expresion de
las proteinas virales y a la produccién de nuevos viriones. Nuestros datos
sugieren que los transgenes, cuando se expresan en la fase tardia pos-
infeccién, compiten con los genes virales por los recursos traduccionales,

afectando el fitness viral de manera dependiente al uso de codones.

Transgenes  altamente optimizados, secuestrarfan los  recursos
traduccionales de la célula en detrimento de los genes virales, conduciendo
asf a una replicacion viral deficiente. No obstante, hemos demostrado que
es posible rescatar la actividad viral mediante la modulacién del grado de

optimizacién de los transgenes.

Estos resultados se han evidenciado en adenovirus armados con genes
codificantes para la proteina reportera verde fluorescente o GFP, asi
como con dos transgenes terapéuticos, la enzima hialuronidasa (que
degrada la matriz celular y reduce la desmoplasia tumoral) y la enzima
LmwPDT (que cataliza la conversion de prodrogas en bases puricas

citotoxicas).

En conjunto, concluimos que adaptar el uso de codones de los transgenes
armados en el genoma adenoviral es un parametro critico que deberia
considerarse en el disefo de adenovirus oncoliticos armados a fin

maximizar el beneficio terapéutico de los mismos.



1. Introduccion

1.1. Cancer

El término cancer engloba un conjunto amplio de enfermedades (mas de
200) con un denominador comun: células anémalas con procesos de

division, crecimiento y diseminacioén incontrolados [1].

1.1.1. Historia y cifras actuales

Actualmente, el cancer constituye una de las principales causas de morbi-
mortalidad [2]. Sin embargo, el cancer no es una enfermedad de aparicion
moderna, de hecho el primer caso documentado corresponde a una mujer
afectada por leucemia que vivié hace cerca de 7000 afos [3]. Asimismo, la
presencia de tumores en esqueletos momificados o documentos como el
papiro de Edwin (1600 a.C), con referencias a lesiones de tipo neoplasico,
sitan la enfermedad en la época de la civilizacion egipcia. No obstante,
cabe decir que no fue hasta mucho después cuando Hipdcrates (460 a.C —
370 a.C) empled por primera vez en término “karkinos” para referirse a la

enfermedad [4].



En la actualidad, el cancer es un problema de salud a nivel mundial. El
pasado ano 2018 se diagnosticaron mas de 18 millones de nuevos casos y
se produjeron mas de 9 millones y medio de muertes por cancer. Ademas,
se pronostica que el diagnostico de nuevos casos seguirda en aumento,
estimandose una incidencia de cerca de 30 millones para el afio 2040 [5].
A nivel espanol, en el afio 2018 se diagnosticaron mas de 270.000 nuevos
casos y se registraron mas de 113.000 muertes relacionadas, siendo asi el
cancer la segunda causa de muerte en Espafia, por detrds de las

enfermedades cardiovasculares|5], [6], [7].

Pese a las alarmantes cifras registradas, cabe mencionar que, de forma
general, la mortalidad asociada al cancer ha experimentado un fuerte
descenso en las ultimas décadas. Esta tendencia refleja el efecto positivo
de las campanas de prevencion, de los procedimientos de diagnostico

precoz asi como de los importantes avances terapéuticos [6].

1.1.2. Cancer de pancreas

Entre los datos epidemioldgicos para los distintos tipos de cancer destaca
el caso del cancer de pancreas, en tanto que sus cifras de incidencia y
mortalidad son practicamente idénticas [5], [8]. Esto supone que pese a
ocupar el duodécimo puesto en incidencia a nivel mundial, sube hasta la
séptima posicion cuando hablamos de mortalidad (Fig. 1.1). A nivel de los
paises occidentales, esta cifra destaca aun mas si cabe, pues en Europa y
en América del Norte los tumores de pancreas suponen la cuarta y la
tercera causa de muerte por cancer, respectivamente [5]. Ademds, se
pronostica que en el 2030 los tumores de pancreas seran la segunda causa

de muerte por cancer en Estados Unidos [9].



A nivel del Estado espafiol, los tumores de pancreas ocupan la tercera
posicion en mortalidad, por detras del cancer de pulmén y los tumores

colorectales [5] (Fig. 1.1).
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Figura 1.1| Datos epidemiolégicos del cancer a nivel mundial y a nivel espafiol
para el afio 2018. Los paneles de la izquierda muestran datos de incidencia; los de la
derecha muestran datos de mortalidad. Las barras naranjas se corresponden en todos los

casos con las cifras estimadas para el cancer de pancreas|[5]

Cabe destacar también que la mortalidad asociada a los tumores de
pancreas ha ido en aumento durante las ultimas décadas, siguiendo asi una

tendencia inversa a la del cancer en general [5] (Fig. 1.2.).
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Figura 1.2 [ Evolucién de las tasas de mortalidad por cancer en Espafia. Los datos

mostrados corresponden a los afios comprendido entre 1953 y 2014 [5].

1.1.2.1. Etiologia y caracterizacion del adenocarcinoma ductal

de pancreas

Cuando hablamos de cancer de pancreas, en realidad no estamos
refiriéndonos a un unico tipo de tumor, sino a todos aquellos procesos
tumorales provocados por un crecimiento anémalo y descontrolado de las
células de dicho 6rgano. Asi, pueden distinguirse tumores de pancreas
endocrinos y exocrinos en funciéon del tipo celular implicado [10], [11].
Mas del 90% de los tumores pancreaticos son tumores exocrinos de tipo
adenocarcinoma ductal de pancreas (ADP). El resto de neoplasias

pancreaticas corresponden mayoritariamente al adenocarcinoma acinar,
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tumores neuroendocrinos, tumores quisticos, carcinoma pseudopapilar y

pancreatoblastoma [11].

La etiologia del ADP es multifactorial y solo un porcentaje relativamente
bajo, que oscila en torno al 10%, corresponde a casos familiares
hereditarios. Entre los factores de riesgo mas importantes se encuentra el
tabaquismo, la obesidad, la diabetes y la pancreatitis crénica [12]. El
cancer de pancreas es el resultado de la evolucion de lesiones pre-
neoplasicas junto con el acimulo de mutaciones genéticas. Las lesiones
precursoras incluyen neoplasias intraepiteliales pancreaticas (PanIN),
neoplasias  mucino-papilares  intraductales ~ (IPMN),  neoplasias
tubulopapilares intradutales (ITPN) y neoplasias mucinosas quisticas
(MCN)[11] . Por otro lado, los primeros estudios de secuenciacion del
cancer de pancreas revelaron mutaciones en 4 genes clave, KRAS, TP53,
SMAD4 y CKIN2A [13]. Sin embargo, los recientes avances en estudios
genémicos a gran escala, ademas de validar los hallazgos previos, han
puesto en relieve un elevado nimero de alteraciones genéticas asociadas al
ADP [14]-[16]. En 2016, un estudio gendémico integrado dio lugar a la
clasificaciéon molecular del ADP en cuatro subtipos: escamoso, progenitor
pancreatico, immunogénico y aberrantemente diferenciado endocrino-

exocrino [17], [18].

1.1.2.2. Pronéstico y tratamiento del adenocarcinoma ductal

de pancreas

La mala prognosis de ADP, con una tasa de supervivencia de un 3-9% [7],
[8], [19], [20] alos cinco anos, esta relacionada con distintos factores. Por
un lado, destaca la dificultad diagnéstica asociada a la localizacion
anatomica profunda del pancreas, a la sintomatologia inespecifica de la
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enfermedad y a la falta de buenos marcadores diagndsticos. Por otro lado,
el ADP presenta una elevada capacidad metastasica, que se relaciona con
la aparicién temprana de metastasis hepaticas y pulmonares. Finalmente,
la escasa eficacia terapéutica de los tratamientos actuales contribuye

enormemente a la mala prognosis del ADP[11], [12].

A dia de hoy, el tnico tratamiento disponible considerado efectivo es la
reseccion quirargica  junto con quimioterapia adyuvante
(gemcitabina/capecitabina). Sin embargo, sélo alrededor de un 20% del
total de los tumores son resecables. Por otro lado, las lineas de
tratamiento quimioterapéutico de los tumores no resecables y/o
metastasicos se basan en el uso de gemcitabina/nAb-paclitaxel y en el
régimen de quimioterapia combinada FOLFIRINOX (5-FU, L-
leucovorina, inrinotecan, oxiplatino). Estos tratamientos han sido
asociados a modestas mejoras de la patologia y a importantes efectos

adversos[21]-[23].

La resistencia quimioterapéutica de este tipo de tumores esta, en gran
medida, asociada a la presencia de células madre tumorales y al importante
contenido estromal, que dificulta la llegada de los agentes terapéuticos a
las células tumorales. Se calcula que el estroma supone cerca del 80% del
volumen tumoral total [24], [25]. Este contiene una amplia variedad celular
que incluye fibroblastos asociados a tumor (CAFs), células inflamatorias,
vasos sanguineos y células nerviosas. Por otro lado, comprende un
elevado numero de componentes fibréticos como el acido hialurénico, el
colageno, la laminina, y la fibronectina [25], [20]. Asi, el ADP se

caracteriza por su elevado grado de desmoplasia, proceso por el cual el

tejido fibroso se infiltra y envuelve el tumor [22], [27] (Fig.1.3.).
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Figura 1.3 | Resumen grafico del ADP.

Diversos estudios apuntan a que el estroma actia también como una
barrera contra la infiltracion de linfocitos efectores [28]—[30]. Ademas, el
ADP se caracteriza por presentar una alta densidad de células
inmunosupresoras, como las células T reguladoras y las células mieloides
(células dendriticas, macréfagos M2 y células mieloides supresoras, entre
otras), consideradas un factor prondstico negativo [31], [32]. Los CAFs
activados secretan citoquinas immunosupresoras como la CXCL12 o la
IL6, que promueven el reclutamiento de células mieloides supresoras
mientras que inhiben el reclutamiento de células T efectoras [33]—[35]. Las
células mieloides, mediante factores como el TGFP [36] y la activacion de
vias del metabolismo de la arginina, previenen la infiltracion linfocitaria

[37], [38]. En conjunto, estas caracteristicas hacen que el ADP presente
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una gran resistencia a la inmunoterapia como monotratamiento [34], [39]—

[42]

La mala prognosis del ADP junto con el escenario terapéutico actual
conllevan la ineludible necesidad de seguir estudiando aproximaciones
terapéuticas que logren modificar el curso natural de la enfermedad. En
este marco, en el desarrollo de la presente tesis hemos considerado la

aplicacion de la viroterapia oncolitica como potencial opcidn terapéutica

para el tratamiento del ADP.

1.2. Viroterapia oncolitica

La viroterapia oncolitica se define como una estrategia terapéutica basada
en el uso de virus replicativos capaces de infectar células tumorales,

replicar en ellas y provocar su muerte de manera selectiva [43] (Fig. 1.4).

N J a Y W
R 4 0 x\/@ e ool
Célula Tumoral isis celular

Replicacion
viral no
permitida

Célula no
tumoral

Figura 1.4 | Esquema sintético del concepto de viroterapia oncolitica.

14



Esta estrategia terapéutica presenta mecanismos de accién unicos en
comparacion con los tratamientos actuales. Los virus ofrecen la atractiva
combinacién de constituir un tratamiento auto-amplificable, dirigido
especificamente hacia las células tumorales y con capacidad de estimular la
respuesta inmunitaria antitumoral, gracias a la liberacién de neo-antigenos

subsecuentemente a la lisis de la célula tumoral [44]—[49].

Los distintos ensayos clinicos conducidos hasta el momento han
mostrado resultados altamente alentadores en términos de seguridad [50].
Distintos tipos de virus, dosis y vias de administraciéon han presentado
buenos perfiles de seguridad, demostraindose que la administracion
intravenosa de virus oncoliticos conlleva, en general, sintomatologia gripal

y aumento de los niveles de citoquinas de facil manejo [51]—[53].

En términos de eficacia sin embargo, los primeros estudios clinicos no
han resultado suficientemente satisfactorios en muchos casos. Se
requieren, por ende, mejoras en la actividad antitumoral de este abordaje,
a fin de que pueda ser una realidad en la practica clinica habitual. Si bien,
parece existir un consenso amplio acerca de que una de las estrategias mas
prometedoras para dotar de mayor eficacia al tratamiento pasa por utilizar
los virus oncoliticos como vehiculos para expresar moléculas de distinta
naturaleza en el si del tumor. Dicho de otra forma, armar los virus
oncoliticos con transgenes terapéuticos se presenta como una opcion
prometedora para incrementar la eficacia antitumoral, abordando la accién
terapéutica desde dos frentes: mediante la actividad oncolitica propia del
virus, y mediante la accién terapéutica de los transgenes [54]. La expresion
de transgenes terapéuticos mediante virus oncoliticos facilita que la

expresion de éstos sea tumor-especifica, maximizando asf la actividad en
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el microambiente tumoral a la vez que se minimizan los efectos adversos

(Fig. 1.5.).

Las citoquinas son uno de los genes terapéuticos mas frecuentemente
utilizados para armar virus oncoliticos, dada su capacidad de activar la
respuesta inmunitaria antitumoral promoviendo la migracion y la
proliferaciéon de linfocitos T en el microambiente tumoral [55], [506].
Asimismo, diversos estudios apuntan al potencial sinérgico de la
utilizacién de virus oncoliticos armados con citoquinas y/o antigenos
especificos, en combinacion con células con CAR-T (chimeric antigen
receptor-1" cells) que reconozcan dichos antigenos [57]—[59]. En la misma
linea, inmunomoduladora, se han propuesto virus oncoliticos armados
con BiTEs (Bi-specific T-cell engager) en combinacién o no con células CAR-
T para el tratamiento de tumores sélidos [60]—[64]. Por otro lado, distintos
estudios han puesto en relieve el potencial terapéutico de armar virus
oncoliticos con IBCs (immune checkpoint blockades) dirigidos contra
moléculas como PD-L1 o CTLA-4, a menudo sobre-expresadas en las
células tumorales para escapar del sistema inmunitario [65], [66]. Como se
ha comentado en apartados anteriores, la matriz extracelular supone un
elemento muy importante en algunos tipos de tumores como el ADP.
Dicha matriz supone una barrera para los agentes terapéuticos y
promueve la exclusiéon de células T y la falta de respuesta sistema
inmunitaria contra el tumor [67], [68]. Asi, otra de las estrategias que
reviste interés consiste en armar virus oncoliticos con transgenes como la
hialuronidasa, la decorina o la relaxina capaces de degradar la matriz
extracelular [69]—[75]. Finalmente, cabe destacar que los sistemas suicidas
también pueden ser implementados en la viroterapia oncolitica mediante
la expresion de transgenes que codifiquen enzimas convertidoras de

prodroga. Asi, es posible administrar profarmacos que sean metabolizados
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y convertidos en metabolitos toxicos unicamente en aquellas células

donde el virus sea capaz de replicar [76]—[78] (Fig 1.5).

Figura 1.5| Principales funciones adicionales que pueden aportarse al entorno

tumoral mediante el uso de virus oncoliticos armados.

Actualmente, tan solo existen dos vitus onocliticos en el mercado, el
adenovirus H101 registrado como Oncorine®, y el herpes-virus
talimogene laherparepvec o T-VEC registrado bajo el nombre comercial
Imlygic®. El primero fue aprobado por la CDA (Chinese Drug
Adpinistration) en el afio 2005 para el tratamiento del cancer de cabeza y
cuello [79]. Mas recientemente, en 2015, la US FDA (US Food and Drug
Adpinistration) aprob6 el T-VEC para el tratamiento del melanoma
avanzado. Poco después, el T-VEC fue aprobado también por la EMA

(Eurgpean Medicines Agency )[80]. Ademas, actualmente hay registrados cerca
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de un centenar de ensayos clinicos con otros virus oncoliticos en distintas

fases de estudio [81].

Entre los distintos tipos de virus utilizados en virotepapia oncolitica, los
adenovirus se encuentran entre los mas frecuentes [50]. Su elevado perfil
de seguridad, el amplio conocimiento que se tiene sobre ellos y la
capacidad de poder editarlos genéticamente con facilidad, los constituyen

como excelentes candidatos para su aplicacién en clinica [82],[83].

1.3. Adenovirus

Los adenovirus son virus de ADN de doble cadena, sin envuelta y con
capside icosahédrica. Se trata de virus que frecuentemente se encuentran
en el ambiente, pero cuya infeccion resulta asintomatica en la mayorfa de
adultos inmunocompetentes. En nifios, sin embargo, las infecciones
sintomaticas pueden darse de forma relativamente frecuente. ILa
sintomatologia, que suele ser leve y auto-limitada, afecta normalmente las
vias respiratorias superiores y puede causar lo que se conoce como
resfriado comun. Asimismo, las infecciones por adenovirus pueden
provocar otros sintomas de naturaleza diversa como gastrointestinales,
oculares o, menos frecuentemente, neurolégicos. Asi, se considera que los
adenovirus presentan un nivel de seguridad elevado que permite su

traslacion al uso terapéutico [82].
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1.3.1. Taxonomia

Los adenovirus fueron descritos por primera vez en 1953 por Rowe ez al.
en cultivos de tejido adenoideo, de ahi su nombre [84]. Actualmente, la
tamilia Adenoviridae se encuentra dividida en cinco géneros: Mastadenovirus,
Aviadenovirus y Ichtadenovirus que son patégenos de mamiferos, aves y peces
respectivamente; y Matadenovirus y Siadenovirns que son patégenos de un
amplio rango de especies. Recientemente, se ha propuesto un sexto
género, Testadenovirus, que incluirfa los adenovirus capaces de infectar
tortugas [85], [86]. Dentro del género Mastadenovirus se encuentran los
adenovirus humanos (HAdV), que estain a su vez clasificados en 7
especies distintas denominadas con una letra de la A a la G. Dentro de
cada especie, encontramos distintos serotipos basados en caracteristicas de
hemaglutinacién y neutralizacién de las principales proteinas de la capside
adenoviral. No obstante, esta tendencia de clasificacion serolégica esta
cambiando, y actualmente se han descrito nuevos tipos de virus de
acuerdo con las caracteristicas derivadas de la secuenciacion gendmica

[87], [88].

El adenovirus empleado en el desarrollo del presente trabajo ha sido el
adenovirus humano C serotipo 5 (HAdV-5); en este serotipo se centran

los apartados descritos a continuacion.

1.3.2.  Estructura de la capside adenoviral

La capside del HAdV-5 tiene un didmetro de ~90 nm y esta compuesta
mayoritariamente por tres proteinas principales: hexon, penton y fibra. El

hexén es la proteina estructural mas abundante, un total de 240 trimeros
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de hexén constituyen la capside adenoviral. En cada uno de los 12 vértices
de la capside se encuentran trimeros de pentén, de los cuales protruyen
trimeros de fibra. Ademas de estas proteinas, en la capside encontramos
las proteinas I1la, VI, VIII y IX que fortalecen las interacciones hexon-
hexén y hexén-pentén. Por otro lado, en el nicleo viral se encuentran las
proteinas asociadas con la doble cadena de ADN (V, VII, Mu y TP) y la
proteasa 23K [89] (Fig. 1.6.).

Fibra

Proteina
“ terminal
(TP)

Figura 1.6 | Representacion esquematica de la estructura del virén adenoviral.
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1.3.3. Organizacion del genoma adenoviral

El genoma del HAdV-5 tiene un tamafio de 36 Kb y presenta en ambos
extremos repeticiones terminales invertidas o ITRs. Junto a la ITR
izquierda se encuentra la sefal empaquetadora que permite, como su
nombre indica, el correcto empaquetamiento del genoma viral en la
capside. Por otra parte, a ambos extremos 5’ del genoma se encuentra

unida de forma covalente la proteina terminal o TP [88], [90].

El genoma adenoviral se caracteriza por una elevada densidad de
secuencias codificantes. Los genes se encuentran codificados en ambas
hebras de la doble cadena de ADN y presentan regiones codificantes
solapadas. La expresion de un elevado numero de proteinas virales a partir
de un genoma relativamente pequefio se hace posible mediante el uso

intensivo de mecanismos de sp/icing [88], [90].

La correcta replicacion viral requiere que la expresion de los distintos
genes se suceda de manera finamente regulada a nivel temporal. De esa
forma, se permite la reprogramacion de la célula infectada para llevar a
cabo la replicacion viral evitando la respuesta del sistema inmune y la
apoptosis celular. Asi, el genoma adenoviral consta de seis unidades
transcripcionales tempranas o eardy (E1A, E1B, E2A, E2B, E3 y E4), 2
unidades transcripcionales intermedias (IX y IVa) y una gran unidad
transcripcional tardia o /afe controlada por el MLP (Major Late Promoter)
que da lugar a 5 subunidades transcripcionales. Estas cinco subunidades
transcripcionales se conocen como L1, L2) L3, 4 y L5, y codifican,
principalmente, para las proteinas estructurales del virus. A esta gran
unidad tardia hay que afadir otra mucho mas pequefia y descubierta

posteriormente que codifica para la proteina U exon [91], [92]. Cada una
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de las unidades transcripcionales mencionadas contiene su propio
promotor y la mayorfa de ellas codifican para distintos ARNm (acido
ribonucleico mensajero) generados por mecanismos de sp/icing alternativos.
La transcripciéon de todas las unidades es llevada a cabo por la ARN

polimerasa II de la célula.

Por otro lado, cabe mencionar que el genoma adenoviral contiene dos
ARN no codificantes (VA1 y VA2) que son transcritos por la ARN
polimerasa celular IIT (Fig. 1.7.) [87].

Induccién fase S
Transactivador Estructura 'y

Prevencion del arresto del ensamblaje nuevas
ciclo celular/apoptosis capsides

Estructural y reguladora
Unidad transcripcional tardia

IX L1 L2 L3 L4 L5
SUSSK,  PenténV,  HexonVi, VIl 100K, —
TR E1A E1B - — - S ITR
. H- 19-55K VA E3
L] . .“
sefalde  <IINFEFneEEvE— . <@oREE

empaquetamiento

= I E4
E2A

Switch fase IVa
temprana-tardia .
Empaquetamiento
Replicacion ADN

ADP* Liberacion de ¢—| Proteccion
particulas virales en fase contra la
tardia respuesta
inmune antiviral

Multiples funciones
reguladoras
Switch fase temprana-tardia

Figura 1.7 | Representacion esquematica del genoma adenoviral y las principales

funciones de cada unidad transcripcional.

En el transcurso de la infeccidén adenoviral, el primer gen en expresarse es
el gen E7A, que actia como trans-activador del resto de unidades
transcripcionales tempranas (E1B, E2A, E2B, E3, E4). Tras la expresion
de dichas unidades tempranas, se expresan las unidades transcripcionales

intermedias, que juegan un papel importante en el switch de fase temprana
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a fase tardia [93], [94]. Por su parte, a tiempos tempranos pos-infeccion, el
MLP se encuentra mayoritariamente inactivo y expresa unicamente un
reducido nimero de moléculas de ARNm [95]. En consecuencia, la
expresion de proteinas tardfas es futil durante esta fase. Sin embargo, el
MLP se torna activo con el inicio de la replicaciéon de genoma adenoviral
[96], [97]. Esto conlleva una elevada expresion de moléculas de ARNm

derivadas de L1, L2, L3, L4, L5, y por tanto, de proteinas estructurales.

Mediante el desarrollo de este programa transcripcional altamente
orquestado, el virus pone a su disposicion toda la maquinaria
transcripcional y traduccional de la célula. Asi, lleva a cabo su replicacion
de manera eficiente en cuestion de unas pocas horas, tardando alrededor

de 36 h en completar todo el ciclo [98] (Fig. 1.8).
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Figura 1.8 | Resumen grafico del ciclo de replicacion adenoviral.
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1.3.4. Fases de la infeccion adenoviral

1.3.4.1. Entrada del virus en la célula

La entrada de los adenovirus en la célula sigue un proceso secuencial de
uni6én, sefalizacién, endocitosis, escape endosémico, transporte
citoplasmatico, disrupcion de la capside e importacion del ADN viral

dentro del nicleo [83].

La unién se da gracias a que las particulas virales reconocen, a través del
dominio apical de la fibra, el receptor CAR (Coxsakie and Adenovirus
Receptor) [99], [100]. Esta unidén activa un segundo reconocimiento,
mediado por la region RGD del pentén y las integrinas de la superficie
celular [101], [102], que acaba desencadenando la endocitosis del virus

mediada por clatrina [103].

Tras el reconocimiento del virus, se desarrolla un proceso de
desensamblado progresivo de la capside viral, que empieza con el
desprendimiento de la fibra [104]. Este desensamblado progresivo lleva a
la exposiciéon de la proteina VI, encargada de propiciar la lisis del
endosoma y provocar asf la liberacion de los restos de virion al citoplasma.
El virion parcialmente desensamblado es entonces transportado al nucleo
a través de los microtabulos. El transporte se produce gracias al
reconocimiento del hexén por las dineinas celulares [105]. Una vez alli, el
ADN viral es importado al nicleo a través de los poros nucleares [83],

[106].
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1.3.4.2.  Expresion de proteinas tempranas

Las proteinas tempranas son expresadas tras la entrada del ADN viral al
nucleo y sus funciones son principalmente tres: inducir la entrada de la
célula en fase S, facilitar la replicacion de ADN viral vy suprimir la

respuesta inmunitaria antiviral.

Una vez internalizado el genoma adenoviral en el nicleo, el gen E7.4 es el
primero en expresarse. La proteina E1A fuerza la célula a entrar en fase S
para permitir as{ que el virus pueda explotar la maquinaria de replicacion
celular para replicar su genoma. Por otro lado, la proteina E1A induce la
liberacion del factor de transcripcion E2F de su represor RB. Asi, el E2F
libre puede activar la transcripciéon de otros genes tempranos que
presentan cajas de respuesta a E2F en sus promotores. De esta manera,
ETA actia como trans-activador de otros genes adenovirales tempranos

[107].

La entrada en fase S, asi como la propia presencia del virus, propicia la
activacion de diversas vias que tienen por objetivo de activar la respuesta
inmunitaria y forzar la entrada en apoptosis de la célula. Sin embargo, esta
cascada de respuestas es bloqueada por el virus. La supresién de la
respuesta inmunitaria antiviral estd mediada por las proteinas de la region
transcripcional E3. Esta region codifica 7 proteinas: E3-12.5K, E3-6.7K,
E3-gp19K, proteina mortal del adenovirus o ADP, RIDa, RIDS, y E3-
147K. A excepcion de la proteina E3-12.5K, cuya funcién es atn
desconocida, y de la ADP, que se requiere en la fase tardia para la
liberacién eficiente de viriones [108], todas la demas influyen en la
respuesta immune innata y adquirida antiviral [109]. La proteina viral

E3gp 19K impide el transporte a la membrana del complejo mayor de
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histocompatibilidad de clase I, bloqueando asi la presentacion de
antigenos y la subsecuente activacion linfocitaria [110], [111]. El complejo
RID (Receptor Internalization and Degradation), formado por RIDa y RIDB,
promueve la internalizaciéon y la degradacion de receptores pro-
apoptoticos como Fas y TRAIL (TINF-related apoptosis-inducing ligand) [112].
E3-6.7K funciona, junto con el complejo RID, disminuyendo el receptor
TRAIL de la superficie celular; asimismo diversos estudios apuntan a la
existencia de mecanismos anti-apoptoticos adicionales mediados por esta
protefna [109], [113]. Finalmente E3-14.7 inhibe también la apoptosis
mediada por TNF (Tumor Necrosis Factor) y TRAIL.

Ademas de las proteinas de E3, distintos genes de las unidades
transcripcionales E4 y E1B presentan también funciones anti-apoptoticas

[114]-[116].

1.3.4.3.  Replicacion del genoma adenoviral

Las proteinas implicadas en la replicacion del genoma adenoviral se
encuentran codificadas en la unidad transcripcional E2. Se trata de la
polimerasa de ADN, la proteina preterminal o pTP y la proteina de unién

a ADN (DBP) [117] .

La replicacién se inicia en los origenes de replicacion, localizados en las
ITR de sendos extremos. En dichos origenes de replicacion, la polimerasa
utiliza la pTP como cebador y los factores celulares NFI y Oct-1
favorecen el inicio de la replicacién. Tras el inicio de la replicacién, la
polimerasa avanza replicando el ADN y deja la pTP anclada en el extremo

5. En la fase final de la replicacién la pTP es procesada por la proteasa
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viral dando lugar a la TP. ILa elongacién se lleva a cabo gracias a la accion
combinada de la polimerasa y la DBP junto con la topoisomerasa I celular.
Esta elongacion puede desarrollarse de dos maneras. Por un lado puede
iniciarse de forma paralela en ambos extremos del genoma adenoviral
(haciendo uso de ambos origenes de replicacién). Por otro lado puede
iniciarse una vez completada la primera copia. En este ultimo caso el
DNA monocatenario es capaz de formar un bucle sobre si mismo gracias
a la complementariedad de bases de ambas I'TRs de forma que se permite

el inicio de la replicacién de la otra hebra del genoma [117].

1.3.4.4.  Expresion de proteinas tardias

La mayor activacion del MLP tiene lugar tras el inicio de la replicacion del
ADN viral. Asi se genera un ARNm primario susceptible de poli-
adenilarse en cinco sitios distintos dando lugar a cinco tipos de pre-
ARNm (L1, L2, L3, L4 y L5). En total estos pre-ARNm acaban derivando
en mas de 20 moléculas distintas de ARNm, la mayorfa de la cuales
comparten una secuencia lider comun en su extremo 5°. Esta secuencia
juega un papel importante en la exportacion nuclear, la traduccion y la
estabilidad de las moléculas de ARNm [118], [119]. Asimismo, la
secuencia lider permite la transcripcion de forma independiente al
complejo de iniciacion elF4f. En la fase tardia pos-infeccién el virus
bloquea la expresion de los ARNm celulares gracias a la proteina 1.4-100K
que impide la activaciéon del complejo elF4f. Asi, todos los recursos
traduccionales son utilizados en favor de la sintesis de proteinas virales y

se evitan respuestas antivirales por parte de la célula [118], [120], [121].

Tras la activacion completa del MLP se produce una elevada expresion de
todos los ARNm derivados de las subunidades transcripcionales tardias

27



que da lugar a una producciéon masiva de proteinas estructurales que se

utilizaran para conformar los nuevos viriones [122], [123].

1.3.4.5. Formacio6n y liberacién de nuevos viriones

La formacién de los nuevos viriones sucede en el nucleo y sigue un
proceso secuencial en el que primero se ensambla la capside y luego se
empaqueta el ADN viral. Las capsides se ensamblan primero a partir de
los principales componentes de las mismas, hexones y pentones; y
después se incorporan los componentes minoritarios. En este primer
paso, del que atn no se conocen todos los detalles, estarfan implicadas las
protefnas 1.4-100K, L4-pVIII y L2-pVIII. A continuacién, el genoma
adenoviral es reconocido gracias a la secuencia empaquetadora por las
proteinas empaquetadoras 1Va2, 14-33K, 1.4-22K, L1-52/55K, vy
posiblemente la proteina DBP. Gracias a estas proteinas empaquetadoras,
el ADN es introducido en las capsides vacias a través de una estructura
denominada portal, que se localiza en uno de los vértices de la capside.
Finalmente, algunas de las proteinas que han participado en el ensamblaje
son eliminadas y la proteasa viral escinde las proteinas precursoras para

dar lugar a los viriones maduros [124]-[127] .

A medida que la nueva progenie viral se forma, se exacerba el efecto
citopatico de las células. El efecto citopatico se caracteriza por la
morfologia redondeada que adquieren las células a causa de
remodelaciones en su citoesqueleto. Pese a que las particulas virales
pueden ser liberadas paulatinamente tras empezar a formarse, la liberacion
alcanza su punto maximo con la lisis celular. La protefna ADP es una
glicoproteina de membrana que pese estar codificada en la region E3, se
expresa minimamente a partit del promotor de dicha regiéon y por el
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contrario se sintetiza abundantemente a partir del MLLP en la fase tardia
pos-infeccion. La ADP juega un papel fundamental promoviendo la

muerte de la célula y la salida efectiva de los nuevos viriones [108].

1.3.5. Expresion de trangenes terapéuticos en

adenovirus oncoliticos

Tal y como se ha comentado anteriormente, unos de los mayores
atractivos de la viroterapia oncolitica es la posibilidad de poder editar
genéticamente los virus para que expresen genes terapéuticos que aporten
beneficios adicicionales en el nicho tumoral. La incorporaciéon de
transgenes terapéuticos en el genoma del adenovirus lleva implicita dos
cuestiones técnicas: el tamafio del fragmento a incorporar y el lugar del
genoma donde incorporarlo. En relacion al primer aspecto, las
limitaciones del empaquetamiento del adenovirus deben ser consideradas.
El HAdV-5, con un genoma de 36 Kb, puede empaquetar de forma
correcta genomas de hasta 38 Kb, es decir, un 105% de su tamano original
[128]. Teniendo en cuenta esta limitacion, el espacio del genoma debe ser
utilizado de forma eficiente. La reduccién de la utilizacién de espacio por

parte de los transgenes puede lograrse de distintas formas.

Frecuentemente, se ha utilizado la regiéon E3 del genoma viral, con genes
dispensables para la replicacion, para introducir transgenes y expresar
estos en la fase temprana o early del ciclo de replicacion viral. En algunos
casos, se ha la delecionado total o parcialmente la unidad E3 para dar
cabida a transgenes controlados por promotores exdgenos, como el
frecuentemente utilizado CMV. Sin embargo, la expresiéon de transgenes

bajo promotores de este tipo implica una expresion constitutiva, luego
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reduce la selectividad de la expresion del transgén. Ante este
inconveniente, en otros casos la estrategia seguida ha consistido en
incorporar el transgén en sustitucion de un gen de E3, de manera que se
utilizan los elementos transcripcionales del gen enddgeno. En esta

estrategia los transgenes siguen la pauta de expresion del gen sustituido.

Pese a que las deleciones en la region E3 son una estrategia relativamente
habitual, algunos estudios apuntan a que ello se relaciona con una pérdida
de la capacidad oncolitica del virus [129]-[132]; probablemente debida a
que las proteinas de E3, aun no ser necesarias para la replicacion, tienen

un importante papel en la evasion del sistema inmunitario [109]—[114].

Otra opcién para incorporar transgenes explotando promotores
endogenos, y sin eliminar regiones del genoma adenoviral, pasa por
incorporar el transgén tras un gen viral haciendo uso de IRES (Infernal
Ribosome Entry Signal), SA (Spliecng Acceptor) o secuencias T2A. En este
abordaje es frecuente la incorporacién de los transgenes después del gen
de la fibra y bajo el control del MLP. De esta forma, los transgenes son
expresados como un gen tardio o /afe mas, lo cual, en contraposicion a la
expresion en fases tempranas, reviste diversas ventajas. Por un lado, la
expresion de los transgenes posteriormente a la replicacion del ADN viral,
evita complicaciones derivadas del uso de transgenes citotoxicos que
puedan interferir con el proceso de replicacion. Por otra parte, que la
replicacion viral preceda a la expresion del transgén, amplia el numero de
copias génicas y, por lo tanto, conduce a una mayor expresion.
Finalmente, el control temporal de la expresion del transgén es mucho
mas estricto y oncoselectivo, puesto que la expresion tan solo tendra lugar

en aquellas células permisivas a la replicacion viral [133].
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A pesar del consenso existente acerca de las ventajas de expresar
transgenes en /ate, lo cierto es que actualmente abundan mayoritariamente
las construcciones early, tal y como se refleja en los dltimos estudios
publicados [134]—[140]. Asimismo, en el ambito de los ensayos clinicos, 11
de los 17 estudios en curso utilizan adenovirus armados en ear/y (Tabla

1.1).

Probablemente, esta realidad sea, en parte, debida a que la expresion en
late conlleva, en ocasiones, la entrada en conflicto con la correcta
expresion de los genes virales tardios. Asi, diversos investigadores han
dirigido sus estudios hacia entender mejor las repercusiones de armar
transgenes en /afe. Se ha estudiado qué regiones del genoma son mas
viables para con el virus a la hora incorporar los transgenes bajo el control
del MLP. Asimismo, otros trabajos se han focalizado en estudiar la
repercusion que tienen distintos IRES, SA y secuencias T2A para la

expresion de los transgenes [54], [141]-[140].

En este mismo sentido de entender mejor la repercusiéon que tiene sobre
el virus armar transgenes, y de contribuir as{ a optimizar el rendimiento
terapéutico de la viroterapia oncolitica, en esta tesis hemos estudiado el

impacto del uso de codones de los transgenes terapéuticos sobre el virus.

Los adenovirus, de igual manera que muchos otros virus, presentan un
patrén de uso de codones particular. Asi, mientras los genes reguladores
tempranos tienen un perfil menos optimizado sesgado hacia codones
terminados en A o T (AT3), los genes tardios estructurales y los genes
implicados en la replicacion tienen, en general, un patrén mas optimizado
sesgado hacia codones terminados en G o C (GC3). Se ha demostrado

que el adenovirus utiliza la desviaciéon en el uso de codones como
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. 5 Fase
Adenovirus Transgén .
Oncolitico Ensayo  Target Referencia
(promotor) Clinico
1/11a Cancer de pancreas NCT02705196
4-1BBL; TMZ-CDA40L Cancer de pancreas,
LOAd703 [214] 1/11 ovario, colorectal y NCT03225989
(CMYV) biliar
1/11 Melanoma NCT04123470
Ad5- . I Cancer de prostata NCT02555397
yCD/mutTKSR3 yCD/mutTKps0; 1L-12
9rep-hIL12 . p
CM
78] [215] (CMYV) 1 Cancer de pancreas NCT03281382
I Tumortes sélidos NCT01598129
avanzados
11 Mesotelioma pleural NCT02879669
ONCOS-102 GM-CSF I Melanoma NCT03003676
216]-[218 E3
[216]—[218] (E3) 1/11 Cancer de prostata NCT03514836
Tumores
1/11 peritoneales NCT02963831
avanzados
_ GM-CSF
€G0070 [219] 11 Cancer de vejiga NCT02365818
[221] (E3)
I Tumores soélidos NCT02045602
avanzados
VCN-01 PH20 1 Cancer de pancreas NCT02045589
[69], [71], [72] (MLP) I Retinoblastoma NCT03284268
I Cancer de cabeza y NCT03799744
cuello
NG-350A
Anti-CD40
[146] 1 Tumores epiteliales NCT03852511
(MLP)
Non e
/ /1N« 1 Tumores epiteliales ~ NCT04053283
[146]

(MLP)

Tabla 1.1| Ensayos clinicos en curso con adenovirus oncoliticos armados
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mecanismo para optimizar el reparto de los recursos traduccionales de la
célula, y que la modificacion de este patron puede afectar negativamente a
la capacidad replicativa del virus o fitmess viral [147]. Tomando como
referencia este escenario, resulta plausible pensar que armar los adenovirus
con transgenes puede modificar el equilibrio de uso de codones del

genoma viral e impactar negativamente sobre el virus.

1.4. Uso de codones y regulacion de la

expresion génica

1.4.1. El cédigo genético

En 1958 Crick postulé el dogma central de la biologia, las secuencias
aminoacidicas de las proteinas estain determinadas por las secuencias
nucleotidicas del ADN; no obstante, por aquel entonces atn no se sabia
cémo dicha informacién estaba codificada [148]. Tres afios mas tarde,
Crick junto con Branett, Branner y Whatts-Tobin dieron respuesta a la
pregunta en su publicacion General Nature of the genetic code for proteins en la
revista Nature [149]. En dicho articulo postularon que el codigo genético
esta organizado en codones (tripletes formados a partir de los nucleétidos
A, C, G y T), que es redundante (existen mas codones que aminoacidos,
de manera que un mismo aminoacido puede ser codificado por varios
codones), que la secuencia nucleotidica es leida desde un punto fijo y de
manera continua, que el cédigo genético no es solapado (un nucleétido

pertenece sélo a un triplete) y que dicho cédigo es universal.
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A difa de hoy, estos postulados han sido extensamente corroborados y
sabemos que las secuencias de ADN estan formadas por 64 codones (61
son especificos de aminodacidos, y los tres restantes se utilizan como
seflales de parada). La secuencia codificante de ADN es transcrita a
ARNm vy, tras experimentar las correspondientes modificaciones pos-
transcripcionales, este ARNm es leido de acuerdo al cédigo genético en
un proceso denominado traduccion [150]. Los responsables de llevar a
cabo el proceso de traduccién son los ribosomas. Estos, gracias a las
moléculas de acido ribonucleico de transferencia (ARNt) aminoacetiladas,
van incorporando aminoacidos a la cadena peptidica hasta completar la

sintesis proteica [150], [151] (Fig 1.8).

i

Transcripcion
v

NNNNNN ARNm

Traduccion

Proteina

L

Figura 1.8 | Representacion simplificada del proceso de expresion génica.

Hasta la fecha hay descritos 22 aminoacidos; 20 estandares o clasicos (Fig.

1.9) y dos descubiertos mas recientemente que presentan alguna
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particularidad. La selecisteina presenta la particularidad de estar codificada
por el codén stop TGA cuando este se encuentra asociado a una
estructura del ARNm conocida como SECIS (SEflnoCysteine Insertion
Sequence) [152]. Por otro lado, el aminoacido pirrolisina, sélo se ha
identificado en algunas arqueas y bacterias [153], [154]. De los 20
aminoacidos clasicos, sélo dos (metionina y triptéfano) estan codificados
por un sélo codon, el resto de aminoacidos se encuentran codificados por

dos, cuatro o seis codones denominados “sinénimos” (Fig. 1.9).

His

Met
F
E
s
=]
©

Histiding

Figura 1.9 | Cédigo genético [155].
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1.4.2. ARNt

Los ARNt presentan un papel fundamental en el proceso de traduccion.
Los ARNt se acomplejan con los ribosomas y funcionan como
adaptadores para convertir la informacion contenida en los codones del
ARNmM en aminodcidos. Asi, en el ribosoma un determinado codon del
ARNm es leido por el correspondiente ARNt a través de su /loogp
anticodoén, que contiene un triplete de bases (anticodén) complementario
al codon (Fig. 1.9.). Cada ARNt esta cargado en su extremo 3’ con un
aminoacido particular, que es incorporado a la cadena proteica cuando se

da el reconocimiento coddén-anticodon.

éanﬁcodon

. loop g

anticodon

R Ll Iﬁﬂﬂl L] IARNmE
e 3 5

i anticodon
v loop

Figura 1.9 | Esquema de la estructura del ARNt.

Cabe mencionar que, pese a haber 61 codones, el nimero ARNt oscila
entre 23 y 45 (Fig. 1.10). Asi, la posibilidad de decodificar los 61 codones
se basa en la flexibilidad de reconocimiento entre la base 3’ del codén y la

base 5 del anticodon (wobble base pair). En otras palabras, el
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reconocimiento codén-anticodén no siempre sigue las reglas de Watson y
Crick [1506], permitiendo asi que un unico ARNt pueda leer distintos

codones [157].

Los ARNt se caracterizan por ser las moléculas de ARN mas ricas en
modificaciones pos-transcripcionales [158]. Estas modificaciones pos-
transcripcionales juegan un papel clave modulando la capacidad de los

ARNt para formar interacciones de tipo wobble [157], [159].

Codigo genético

61 codones 20 aminoéacidos
23-45 ARNt

Figura 1.10 | Resumen grafico del concepto cédigo genético.

1.4.5. Uso de codones y ARNts como mecanismo de

regulacion génica

Dentro del conjunto de codones que codifican para un aminoacido, no
todos son utilizados con la misma frecuencia. Esta propension de algunos
codones a estar desproporcionalmente representados en el transcriptoma

recibe el nombre de desviacion en el uso de codones [160].
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Basandose en este hecho, Sharp y Li propusieron, en 1987, la utilizacién
del parametro CAI (Codon Adaptation Index) como medida de prediccion de
la expresion de un gen. Los autores describen que este indice toma como
referencia el uso de codones de un conjunto de genes altamente
expresados para determinar en qué medida cada codén favorece la
expresion génica. A partir de estos datos, el valor de CAI para un gen de
interés es calculado en funcién de su composicién de codones. Asi, un
valor elevado de CAI significa similitud entre el gen de interés y el
conjunto de genes de referencia, luego predice una elevada capacidad de
expresion. Los autores postularon ademas la utilidad de este parametro

para predecir la expresion heteréloga de genes [161].

Los codones se clasifican en 6ptimos y no éptimos en funciéon de cuan
eficientemente se decodifican y se traducen al correspondiente
aminoacido [162]. Tras el descubrimiento de la desviaciéon del uso de
codones, se observo una correlacion positiva entre la frecuencia de los
codones y la abundancia de los ARNt , especialmente en procariotas [163],
[164] Dado que la unién entre ARNts y ribosomas es estocastica, los
ARNts mas abundantes tienen mas probabilidades de unirse a los
ribosomas. Teniendo esto en cuenta, y en base a la correlacion entre la
frecuencia de los codones y la abundancia de los ARNts, se ha descrito
que los codones mas Optimos coincidirfan con los codones mas

representados en el transcriptoma [163], [165]-[168].

Sin embargo, este concepto no es una maxima, y no en todos los casos y
todas las especies los codones mas y menos frecuentes se corresponden
con los codones mas 6ptimos y menos Optimos, respectivamente [169].
De hecho, recientemente, un nuevo estudio realizado con ARNm

humanos ha puesto en relieve que, para nuestra especie, los codones GC3
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y los codones AT3 pueden considerarse o6ptimos y no o6ptimos,
respectivamente. Este hecho serfa as{ en tanto que se ha observado que
moléculas ricas en codones GC3 presentan mayor estabilidad y mas

velocidad de traduccion [169].

En general esta aceptado que la abundancia de ARNts correlaciona con el
numero de copias de los genes que codifican dichos ARNts, de modo que
los ARNts con mas copias génicas serfan los mas abundantes en la célula.
Asi, en 2004 dos Reis et al. definieron el tAl (tRIN.A Adaptation Index) como
medida de adaptacion de un gen al poo/ de ARNt usando el nimero de
copias de los genes ARNt como indicador de su abundancia [167]. Sin
embargo, esta estimacién, aunque ampliamente utilizada, es solo
aproximada, en tanto que cada vez mas diversos estudios constatan que el
pool de ARNts presenta un gran dinamismo. Se han observado cambios en
el poo/ de ARNts durante el ciclo celular [170], en respuesta a situaciones
de estrés [171] o en células tumorales respecto a células sanas [172], [173].
Ademas, también se han descrito diferencias en el poo/ de ARNt tejido-

especificas dentro de un mismo organismo [174].

En cualquier caso, e independientemente de la abundancia de cada ARNt
en el poo/, lo que resulta cada vez mas evidente es la importancia del
equilibrio codén-anticodén a fin de garantizar una sintesis proteica
eficiente y asegurar la homeostasis celular [162], [175], [176]. Distintos
estudios apuntan a que en un sistema con recursos traduccionales finitos
como es la célula, un desbalance en el equilibrio codén-anticodén puede
impactar de manera negativa no solo en los genes que promueven el

desequilibrio, sino en todo el proteoma celular [177], [178].
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De acuerdo a estos estudios, hemos hipotetizado que un escenario de
desbalance en el equilibrio codén-anticodén podria darse cuando
modificamos el genoma adenoviral para armarlo con un transgén
terapéutico. Dicho de otra forma, la incorporaciéon de un transgén
terapéutico podria alterar el balance entre oferta de recursos
traduccionales de la célula y la demanda de ellos que ejerce el virus. Este
desbalance podria impactar no unicamente sobre el transgén sino sobre
todo el proteoma viral y, por ende, en la capacidad de produccién de

nuevos viriones.
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2. Objetivos

El objetivo general de esta tesis ha sido estudiar el papel del uso de
codones de transgenes terapéuticos armados en adenovirus sobre la
potencia oncolitica, y disefiar un modelo de uso de codones para los
transgenes que permita una expresion optima de los mismos y compatible

con el fitness viral.
De manera mas especifica, los objetivos han sido:

1. Evaluar la influencia de la incorporacion de un transgén en el
genoma del HAdV-5 sobre la replicacion viral en funcién de
su uso de codones y de su momento de expresion en el ciclo

replicativo.

2. Recodificar los genes terapéuticos de la hialuronidasa de abeja
y la 2’desoxirribosilnucledsido transferasa de Leishmania
mexicana (L#mPDT) para conseguir un equilibrio entre la
replicacion viral y la expresion de los transgenes que permita

incrementar la eficacia del tratamiento oncolitico.
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3.

Evaluar 7z vitro e in vivo la eficacia antitumoral de adenovirus
oncoliticos armados con las proteinas  terapéuticas

recodificadas.



3. Materiales y Métodos

3.1. Cultivo y manipulacién bacteriana

3.1.1. Cepas bacterianas utilizadas

Para el desarrollo del presente trabajo se han utilizado las cepas

bacterianas DH5-alfa y SW102.

3.1.1.1. DH5-alfa

Células termo-competentes utilizadas para la amplificacion de plasmidos.
Se trata de bacterias recombinasa y endonucleasa negativas (recAIMUT;
endAMUT) cuya membrana se torna inestable a 42°C. Las células DH5-

alfa competentes fueron adquiridas a través de Thermo Fisher Scientific.

Condiciones de cultivo v almacenamiento de DH5-alfa

Las bacterias DH5-alfa fueron cultivadas a 37°C en medio Luria Broth

(LB) suplementado con los antibiéticos correspondientes en cada caso.
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Los stocks bacterianos se almacenaron a -80°C en forma de glicerinado

(80% cultivo bacteriano saturado + 20% glicerol).

3.1.1.2. SW102

Células electro-compententes utilizadas para la modificaciéon del genoma

adenoviral mediante el sistema AdZ.

Esta cepa se caracteriza por contener el genoma adenoviral flanqueado
por dianas Scel dentro de un cromosoma bacteriano artificial (BAC).
Estas dianas permiten la linealizaciéon del genoma adenoviral gracias a la
expresion, en la célula eucariota, de la endonucleasa Scel, contenida
también en el BAC. Asimismo, esta cepa presenta un sistema de
recombinasas inducible térmicamente a 42°C que permite la

recombinacion entre fragmentos con 40 pares de bases de homologfa.

La cepa presenta un gen de resistencia a cloranfenicol, asi como una
mutacion en la subunidad 30S ribosomal que la hace también resistente a

estreptomicina.

Condiciones de cultivo v almacenamiento de SW102

Las bacterias SW102 fueron cultivadas a 32°C (para prevenir la expresion
de las recombinasas) en medio LB suplementado con los antibiticos

correspondientes en cada caso.

Los stocks bacterianos se almacenaron a -80°C en forma de glicerinado

(80% cultivo bacteriano saturado + 20% glicerol).
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3.1.2.  Técnicas de manipulacién bacteriana

3.1.2.1. Transformacion de células DH5-alfa

El ADN plasmidico incorporado en las células bacterianas se duplica al
tiempo que lo hace el ADN bacteriano, de forma que la cantidad de ADN
plasmidico se incrementa a medida que las células se dividen. Segun este
principio, y con el objetivo de obtener cantidades suficientes de los

plasmidos de interés, se transformaron células DH5-alfa.

El proceso de transformacion se realiz6 incubando las bacterias en hielo
junto con el ADN plasmidico durante 30 minutos. Transcurrido ese
tiempo, las bacterias se sometieron a un choque térmico a 42°C durante
20 segundos, seguido de una incubaciéon de 2 minutos en hielo. A
continuacién, se recupero el cultivo incubandolo en agitacion durante 1
hora. Tras la recuperacion del cultivo, éste se sembrd en placas de LB-agar
con el antibidtico correspondiente a fin de seleccionar las bacterias

transformadas (Fig. 3.1.).
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DHS?‘ + 150ng Choque térmico )
plasmido -0 q 2 minutos
30 min seanneos hielo
hielo 42°C
|
\
Recuperacion del Cultivo en placas
cultivo LB- Agar +
1 hora antibiotico
37°C en agitacién 37°C16 h

Figura 3.1|Resumen esquematico del protocolo de transformacion de células

DHJ5-alfa.

3.1.2.2. Sistema AdZ

El sistema AdZ (adenovirus with zero cloning steps) fue originariamente
desarrollado por el Dr. Richard Stanton [179], y posteriormente
modificado por la Dra. Puig-Saus [180]. Este sistema permite introducir
de forma rapida y eficiente modificaciones de distinta naturaleza en
multiples regiones del genoma adenoviral. La selecciéon de los clones
positivamente recombinados se realiza mediante un sistema de doble
seleccion antibidtica gracias al casete antibidtico 7psl-neo. Este casete
incorpora un gen de resistencia a kanamicina y una copia salvaje de la
subunidad 30S ribosomal que sensibiliza a estreptomicina. De esta forma,
la introduccion o substitucién de dicho casete en el BAC modifica la

sensibilidad antibiética de la cepa.
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Detalle del sistema de doble seleccion antibidtica

Estrategia Antibidticos
Introduccion  Seleccion positiva Cloranfenicol + Kanamicina
del casete
tpsL-neo Seleccion negativa Cloranfenicol + Estreptomicina
Sustitucion Seleccién positiva Cloranfenicol + Estreptomicina
del casete
rpsL-neo Seleccion negativa Cloranfenicol + Kanamicina

Concentraciones antibidticas de trabajo

Antibiético Concentracion

Cloranfenicol 12.5 ng/ml

Kanamicina 15 pg/ml
Estreptomicina 5 mg/ml

Para llevar a cabo las modificaciones se realizaron los pasos del protocolo

que se detalla a continuacion (Fig. 3.2).

Primeramente las bacterias se cultivan durante toda la noche en 3 ml de
LB-Cloranfenicol mas estreptomicina o kanamicina, en funcién de si se

desea introducir o substituir el casete 7psl-neo, respectivamente.

El dia siguiente, se incorpora un indculo de 1-2 ml del cultivo crecido en
15 ml de LB-antibiéticos. Este crecimiento se efectda hasta que el cultivo
llega a una fase exponencial que se corresponde con una densidad optica

de 0.5-0.6 a2 600 nm.
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A continuacion, se prosigue con la induccién del sistema de recombinasas
mediante un choque térmico de 15 minutos en un bafo agitado a 42°C,
seguido de 15 minutos en hielo. A partir de este punto, las bacterias deben
mantenerse siempre proximas a los cero grados, a fin que permanezcan

electro-competentes hasta el momento de la electroporacion.

A continuacién, se centrifugan las bacterias a 0°C y 4200 rpm durante 5
minutos, y se resuspende el precipitado bacteriano en 10 ml de agua frfa.
Este proceso se repite 3 veces. Después de centrifugar la dltima vez, el
precipitado se resuspende en un volumen aproximado de 400 pl de agua
fria estéril. A 50 ul de dicha suspension bacteriana se incorporan 150 ng
del fragmento que se desea introducir flanqueado por colas homdlogas a
la regiéon que se quiera modificar, y se realiza la electroporacion en las

siguientes condiciones:

Condiciones de electroporacion

Parametro Valor
Cubeta 0.1 cm
Voltaje 1800 V

Capacitancia 25uF

Resistencia 200

Después de la electroporacion, se recupera el cultivo bacteriano en 1 ml
de LB sin antibiéticos durante 70-90 minutos. Transcurrido ese tiempo, se
siembra una dilucién 1/10 en placas de LB con el antibidtico de seleccién

positiva y se incuba a 32°C durante un periodo de 30h aproximadamente.

Cuando las colonias son suficientemente visibles se aislan en una placa

con la combinacién antibidtica de seleccién negativa y a su vez se hace
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crecer dichas colonias en medio liquido con la combinacién antibidtica de

seleccion positiva.

Tras 16-20h de incubacién, se seleccionan aquellas colonias que han
pasado el control de doble seleccion antibiotica y se realizan MiniPreps de
las mismas (véase apartado 3.2.7.1. Aislamiento de ADN plasmidico de células
procariotas). Las MiniPreps se utilizan para testar si las colonias

seleccionadas son correctas. La comprobacion se realiza a tres niveles:

1. Mediante amplificacion por PCR de la regiéon recombinada
2. Mediante restricciéon para comprobar la integridad del BAC

3. Mediante secuenciacion de la region modificada
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L. Induccion
SW102 crecimiento del recombinadas

cultivo —_— 15
32°C hasta O.D 0,5-0,6

42°C
Vv
15 Lavados

hielo —>| 10 ml agua fria + 5 min

4200epm 0°C (x3)

N

Electroporacion
SW102 Incubacion y seleccion
+ antibidtica

150 ng ADN a recombinar

N

Comprovacion
mediante PCR,
restriccion y
secuenciacion

Figura 3.2|Resumen esquematico del protocolo de modificacion del

genoma adenoviral mediante el sistema AdZ.



3.2. Manipulacion de ADN

3.21.  Aislamiento y cuantificacion de ADN

3.21.1.  Aislamiento de ADN plasmidico de células

procariotas

El ADN plasmidico de células procariotas se obtuvo a partir de cultivos
bacterianos mediante el método de lisis alcalina y precipitaciéon en
presencia de sales y alcohol. Los cultivos bacterianos se obtuvieron
creciendo la cepa de interés en medio LB con los antibidticos

correspondientes hasta saturaciéon (aproximadamente 16-20h).

Aislamiento de ADN a pequea escala, MiniPreps

El aislamiento de ADN a pequefia escala se emple6 para obtener
cantidades de ADN en torno a 50 ug. Para ello, se creci6 la cepa de interés
en 3 ml de medio de cultivo, y tras llegar éste a saturacion, las células
fueron precipitadas por centrifugaciéon a 6000 g durante 5 minutos. A
continuacién, se decanto el sobrenadante y se resuspendié el precipitado
celular en la solucion isoténica P1. Después, el cultivo homogenizado se
someti6 a un proceso de lisis alcalina mediante la solucién P2.
Transcurridos 5 minutos, la reaccidén de lisis se neutralizé incubando con

la solucién P3 durante 20 minutos en hielo.

A continuacion, se centrifugd la muestra para eliminar los restos celulares.
El ADN plasmidico contenido en la fase acuosa se precipité mediante la

agregacion de isopropanol y posteriormente se lavé con etanol al 70%. El
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precipitado de ADN se dejé secar hasta eliminar, por completo, la
presencia de alcohol. Finalmente, el precipitado se resuspendié en 30 pl

agua y se conservo a -20°C.

Detalle de las soluciones

Componentes Concentracion
Solucion Tris 50 mM
Pr1 EDTA 10 mM
Solucion NaOH 0.1 M
P2 SDS 1%
Solucion Acetato potasico 1.5 mM
P3 Acido acético hasta pH 5.5

Aislamiento de ADN a gran escala, MaxiPreps

El aislamiento de ADN a gran escala se emple para obtener cantidades
de ADN en torno a los 500 pg y de pureza elevada. Este procedimiento se
realiz6 de manera estandarizada siguiendo el protocolo correspondiente al
kit comercial Plasmid Maxi Kit (Qiagen - ref. 12163). Dicho protocolo

sigue los mismos principios descritos en el apartado anterior.

3.2.1.2. Aislamiento de ADN de células eucariotas

La obtencion de ADN de células eucariotas se realiz6 de manera
estandarizada mediante el kit comercial Norgen’s Blood DNA Isolation Mini
Kit (NORGEN BIOTEK CORP. - ref. 46380). Con dicho kit la
purificaciéon se lleva a cabo mediante un proceso de cromatografia en
columna. El ADN se une a la columna en presencia de sales y se libera en

condiciones de baja salinidad y pH ligeramente alcalino.
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3.21.3.  Aislamiento de ADN adenoviral procedente de células

infectadas y/o de su sobrenadante

La obtencién de ADN viral procedente de células infectadas se realizé
mediante el kit comercial Norgen’s Blood DNA  Isolation Mini Kit
(NORGEN BIOTEK CORP. - ref. 46380). Este método de purificaciéon
no es capaz de diferenciar entre ADN viral y ADN celular, de forma que

mediante el mismo procedimiento fue posible recuperar ambos.

3.2.2. Cuantificacion de ADN

La cuantificacion del ADN obtenido con las técnicas anteriormente
descritas se realizo a través de la medida de absorbancia a 260nm y
posterior aplicacion de la Ley de Lambert-Beer C = A / al. Siendo A la
absorbancia, « el coeficiente de extincién a 260 nm (0.020 (pg/ml)-1 cm-
1) y 1la distancia de la trayectoria 6ptica (cm). La relacion de absorbancia
260/280 fue tenida en cuenta para evaluar el nivel de pureza de la
muestra. Una relaciéon de 1.8 se considera éptima, mientras que valores
inferiores a 1.7 denotan contaminacién por proteinas o solventes. Las

cuantificaciones de absorbancia se realizaron con el espectofotémetro

NanoDrop™ (Thermo Scientific).

3.2.3. Digestion enzimatica

El ADN es susceptible de ser cortado mediante enzimas de restriccion,
endonucleasas bacterianas capaces de reconocer secuencias especificas de
ADN vy romper en ese punto los enlaces fosfodiéster de la doble hebra,

dejando extremos romos o cohesivos.
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Las digestiones se realizaron incubando el ADN a 37°C durante 1-16h
con la correspondiente enzima de restriccion, y el tampoén enzimatico

indicado por la casa comercial en cada caso.

Reaccion de digestion enzimdtica

Componente Cantidad
ADN 1 uL (0.5-1 pg/uL)
10x Tampon 2 uL
Agua libre de nucleasas 16 pLl.
Enzima 1 uL (10U)

El resultado de las restricciones se determiné a través del andlisis del
patron de bandas resultante en geles de agarosa. En los casos convenidos,
los fragmentos de ADN fueros recuperados mediante el kit comercial de
extraccion de ADN en agarosa QLAquick Gel Extraction Kit (Qiagen - ref.
28704).

3.24. Ligacion

La ligacion es el proceso por el cual dos fragmentos de ADN bicatenario,
con extremos romos o cohesivos complementarios, se unen entre si. Esta
reacciéon es llevada a cabo por una enzima denominada ligasa que,
mediante el uso de ATP como fuente de energia, cataliza la formacién de
un enlace fosfodiéster entre el grupo 5’ fosfato de una cadena y el grupo 3’

hidroxilo de otra cadena.
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Las ligaciones se realizaron con la enzima T4 DN.A /igase (Roche — ref.
10481220001) a 4°C durante 16 h, siguiendo las indicaciones del

fabricante.

3.2.5.  Técnicas de amplificacion del ADN

3.2.5.1.  Reacciéon en cadena de la polimerasa

La reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) permite la amplificacion i
vitro de fragmentos especificos de ADN. Esta reaccién se basa en la
actividad enzimatica de la polimerasa, que copia hebras de ADN mediante
la incorporacion de desoxiribonucleétidos (ANTPs). La especificidad de la
reacciéon viene dada por el uso de cebadores que reconocen la hebra
molde de ADN y a su vez sirven de punto de partida a la polimerasa. Los
cebadores son cadenas de 20-25 nucleétidos complementarias a los

extremos 3’ de la regién a amplificar.

La reaccién se realiza en presencia de un tampdén enzimatico
suplementado con magnesio y sigue tres fases (desnaturalizacion,
hibridacién y elongaciéon) que se repiten ciclicamente y de forma
automatizada entre 25 y 40 veces a fin de amplificar exponencialmente el

ADN de interés.

Todos los procesos de PCR del presente trabajo se llevaron a cabo
usando la polimerasa DreamTag (Thermo Fisher Scientific — ref. EP0703),
o la polimerasa Expand™ High Fidelity (Roche — ref. 11732641001) en

aquellos casos en los que el fragmento se utilizd para técnicas de clonaje.
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Todas las reacciones se llevaron a cabo en el termociclador . ABI 2720

(Applied Biosystems).

Condiciones del programa de PCR

Desnaturalizacion inicial 94°C-5’

25-40 ciclos
Desnaturalizacion 94°C-30”
Hibridacion T cebador especifica-30"
Elongaciin 72°C-1°/1 kb

Elongacion final 72°C-7

La técnica de PCR se utilizdé principalmente para la generaciéon de
construcciones mediante sistema AdZ, y para la generaciéon de plasmidos
de expresion. Véase en el anexo la Tabla 2. Cebadores para la modificacion de
los plasmidos miRV ec y peDNA 3.1+/N-HA y la Tabla 3. Cebadores para la
modificacion de plasmidos segin el sistema pAdZ.

3.2.6. Reacciéon en cadena de la polimerasa cuantitativa

La reacciéon en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) se basa en el
mismo principio que la PCR pero permite determinar la cantidad de un
fragmento especifico de ADN gracias a un fluoréforo. Dicho fluoréforo
se intercala entre las hebras de ADN que conforman una doble hélice, y
emite entonces fluorescencia. A medida que avanza la reaccion, los niveles
de fluorescencia aumentan subsecuentemente a la amplificacion de
moléculas de ADN donde el fluoréforo puede intercalarse. La

cuantificacién se basa en la determinacion del ciclo de PCR en el que el
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nivel de fluorescencia supera un umbral determinado. Ias reacciones de
qPCR se llevaron a cabo con el reactivo comercial LightCycler® 480 SYBR
Green I Master (Roche - ref. 04707516001) y el termocliclador 17724 7 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems); véase en el anexo la Tabla 1.
Cebadores usados en gPCR.

Reaccion de qPCR
Componente Cantidad
ADN 1l
SYBR Green 2x 5ull
Cebador forward 10 uM 0.3 ulL
Cebador reverse 10 uM 0.3 uL.
Agua libre de nucleasas 34 uL

3.277.  Generacion de plasmidos de expresion GFP

En este trabajo se generaron cinco plasmidos de expresion GEP:
miRVec_GFP_opt, miRVec_GFP_DEopt, miRVec_GFP_Adaptl,
miRVec_GFP_Adapt2 y miRVec_GFP_Adapt3.

Los genes GFP_gpt y GFP_DEogpt fueron amplificados a partir de
plasmidos de expresion comerciales mediante cebadores con colas con
dianas de restriccion BamHI (cebador forward) y EcoRI (cebador reverse);
véase en el anexo las parejas de cebadores 1y 2 de la Tabla 2. Cebadores
para la modificacion de los plasmides miRVec y peDNA 3.1+/N-HA. Los
fragmentos amplificados fueron purificados, digeridos con las enzimas

BamHI y EcoRI y nuevamente purificados. A continuacién, los
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fragmentos se insertaron mediante ligacion en el vector miRVec

previamente digerido y purificado con las mismas enzimas de restriccion.

Los genes Adapt1, Adapt2, y Adapt3 fueron adquiridos a través de IDT en
formato de gBlock™ con la secuencia codificante flanqueada por dianas de
restriccion BamHI (extremo 5°) y EcoRI (extremo 3°); véase en el anexo la
Tabla 4. gBlocks™ Gene Fragments. Para generar los plasmidos de expresion
con los gBlocks®, se precedié de igual manera como se ha detallado

anteriormente para los fragmentos de PCR amplificados y purificados de

GFP_opty GFP_DEapt

Las construcciones se usaron para transformar células DH5-alpha y las

secuencias fueron comprobadas mediante secuenciacion (Fig. 3.3).

D Diana de restriccion BamHI

Diana de restriccion EcoRl

p—
GFP_DEopt
. -
miRVec i

Ligacion

Figura 3.3| Esquema representativo del proceso de construccion de los

plasmidos de expresion GFP.
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3.2.8.  Generacion de plasmidos de expresion PDT

En la presente tesis se ha trabajado con dos plasmidos de expresiéon PDT:

pcDNA 3.1 /N-HA-PDT y pcDNA 3.1°/N-HA-PDT_Adapt.

El plismido pcDNA 3.1"/N-HA-PDT fue amablemente cedido por el
Dr. Jesus Fernandez (Universidad Europea), y el plasmido pcDNA
3.1"/N-HA-PDT_Adapt fue generado a partir del plismido pcDNA
3.1"/N-HA-PDT. Para ello la secuencia PDT_Adapt tue adquirida a través
de IDT en formato de gBlock®. Ia secuencia fue amplificada con
cebadores con colas con dianas de restriccion EcoRI y BamHI; véase en el
anexo la pareja de cebadores 3 de la Tabla 2. Cebadores para la modificacion de
los plasmidos miRV'ec y pcDNA 3.1+/N-HA. El fragmento amplificado y
purificado, asi como el plismido pcDNA 3.1"/N-HA-PDT fueron
digeridos con las enzimas de restriccion EcoRI y BamHI. El producto de
la restriccién del plasmido pcDNA 3.1°/N-HA-PDT se revel6 en un gel
de agarosa a fin de seleccionar el fragmento correspondiente al vector
pcDNA 3.1"/N-HA vy descartar el fragmento correspondiente al gen
PDT. A continuacién, la inserciéon del gen PDT_Adapt en el vector
pcDNA 3.1"/N-HA se llevé a cabo mediante ligacion (Fig. 3.4). La
construccion se uso para transformar células DH5-alpha la fidelidad de la

secuencia fue comprobadas mediante secuenciaciéon Sanger.
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D Diana de restriccion BamH]I

Diana de restriccion EcoRI

[I- PDT =

Restriccion

pcDNA 3.1*/N-HA

[l— PDT_Adapt ==

Ligacion

Figura 3.4| Esquema representativo del proceso de construccion de los

plasmidos de expresion PDT.

3.2.9. Secuenciacion de ADN

La secuenciacién de fragmentos de ADN se realizé6 mediante el método
de Sanger. Este método se basa una reaccion de PCR en la que se
incorporan aleatoriamente dideoxinucleétidos carentes del grupo hidroxilo
en el carbono 3’ y marcados con fluoréforos especificos para cada base.
La incorporacion de uno de estos dideoxinucleétidos resulta en el bloqueo
de la polimerizacion. Esto conduce a la generacion de un patrén de
bandas mediante la detecciéon de fluorescencia del cual, da lugar a la

secuencia nucleotidica del fragmento de ADN molde.

Las secuenciaciones del presente estudio se llevaron a cabo por el servicio

de secuenciacion de Beckman Coulter Genonics.
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3.3. Manipulacion de ARN

3.3.1. Aislamiento de ARN

El ARN celular asi como el ARN viral se aislo de manera estandarizada

con el kit comercial RNeasy mini kit (Qiagen — ref. 74104).

Mediante dicho kit la purificacién se realiza en primer lugar lisando las
células con una solucién a base de guanidina-tiocianato (Qiazol Lysis
Reagen?). A continuacion, se afiade etanol a la muestra para favorecer la
unién del ARN a la membrana de silica de las columnas de purificacion
incluidas en el kit. Tras la realizacién de diversos lavados, se consigue la
elucion del ARN con agua. Las muestras de ARN purificado se

almacenaron a -80°C.

3.3.2. Cuantificacion de ARN

La cuantificacién del ARN obtenido con el proceso anteriormente
descrito, se realiz6 mediante la medida de absorbancia a 260nm y
posterior aplicacién de la Ley de Lambert-Beer C = A / al. Siendo A la
absorbancia, « el coeficiente de extinciéon a 260 nm (0.025 (pg/ml)-1 cm-
1) y 1la distancia de la trayectoria éptica (cm). La relacion de absorbancia
260/280 fue tenida en cuenta para evaluar el nivel de pureza de la
muestra. Una relacién de 2 se considera Optima, mientras que valores

inferiores denotan contaminacién por ADN, proteinas o solventes. Las
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cuantificaciones de absorbancia se realizaron con el espectofotometro

NanoDrgp™ (Thermo Scientific).

3.3.3.  Analisis de expresion de ARN mensajero

El analisis de ARN mensajero (ARNm) celular y viral se realiz6 mediante
RT-qPCR. Puesto que la polimerasa empleada en la gPCR no es capaz de
reconocer las moléculas de ARN como molde, es necesario que éstas sean
retrotranscritas a2 ADN. La reaccién de retrotranscripciéon genera
fragmentos de ADN bicatenario complementarios (ADNc) a los ARNm

presentes en la muestra.

Para llevar a cabo las reacciones de retrotranscripcion, se empled el kit
comercial PrimeScript RT-PCR Kit (Takara — ref. RR014B). El kit emplea la
transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina Moloney (MMLV-
RT) juntamente con cebadores de 6 pares de bases aleatorias (Random 6
mers) y/o cebadores Oligod]” complementarios a la cola polyA para llevar a

cabo la reaccién de retrotranscripcion.

Reaccion de Retrotranscripcion

Componente Cantidad
ARN 500 ng
Tampon PrimeScript 5x 2 uL
Random 6 mers 0.5 pL
OligodT 0.5 uL.
PrimeScript RT mix 0.5 pL
Agua libre de nucleasas csp 10 pulL
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Condiciones del programa de retrotranscripcion

Reaccién de retrotranscripcion 37°C-15
Inacticavion MMLV-RT 85°C-5”

Una vez retrotranscrito, el ADNc se utiliz6 como molde para su
cuantificacién por qPCR (véase el apartado 3.2.5.2. Reaccidn en cadena de la

polimerasa cuantitativa).

3.4. Manipulacion de proteinas

3.41.  Aislamiento de proteinas

La extraccion de proteinas celulares y virales se realiz6 mediante un
tampon de lisis rico en SDS. Una vez homogeneizadas las muestras con el
tampon de lisis, éstas se incubaron durante 10 minutos a 98°C. A
continuacién, los restos celulares fueron eliminados por centrifugacién (5

minutos a 16.000 g) y las muestras se conservaron a -20°C.

Tampon de lisis

Componente Cantidad
Tris HCI pH 6.8 50 mM
SDS 2%
Glicerol 10%
Complete Mini Protease Inhibitor 10x (Roche) 1%
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3.4.2. Cuantificacion de proteinas

La cuantificacién de proteinas se realizéo mediante un ensayo colorimétrico
basado en la reduccién mediada por proteinas de Cu®” a Cu'’ en medio
alcalino, y la posterior detecciéon colorimétrica del cation Cu™' por el 4cido
bicinconinico. La cuantificacion se llevd a cabo con el kit BCA Protein
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific — ref. 23225) y la lectura de la
absorbancia de las muestras se realiz6 a 562nm en el espectofémetro

Synergy HT (BioTek).

3.4.3. Western Blot

La técnica de Western Blot permite la identificacion de proteinas
concretas de una muestra mediante su separacion electroforética por
tamafos y su posterior detecciéon con anticuerpos; véase en el anexo 8.1 la
Tabla 5. Anticuerpos utilizados en la técnica Western Blot. Esta técnica
comprende 3 fases principales: electroforesis en condiciones

desnaturalizantes, transferencia a membrana e inmunodeteccién.

3.4.3.1. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes

La electroforesis de proteinas se realizo en geles de poliacrilamida en
presencia de agentes desnaturalizantes como el SDS y el DTT. EI SDS es
un detergente capaz de desnaturalizar proteinas rompiendo enlaces no
covalentes. Por otro lado, el SDS proporciona una carga negativa
uniforme a las proteinas, de forma que éstas acaban separandose
unicamente en funcién de su tamafio. El DTT, por su parte, es un agente

reductor capaz de romper los puentes disulfuro. Finalmente, los geles de
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poliacrilamida actGan a modo de tamiz molecular ralentizando el
movimiento de moléculas grandes y favoreciendo la migraciéon de
moléculas pequefias. De esta forma se logra la separacion de las proteinas
de acuerdo a su tamafio cuando éstas son sometidas a un campo eléctrico.

En este trabajo se cargaron entre 15 ugy 80 ug de proteina.

Tampon de carga 6x
Componente Cantidad
Tris base 300 mM
SDS 12%
DTT 600 mM
Azul de bromofenol 0.6%
Glicerol 60%
Tampon electroforesis
Componente Cantidad
Tris base 3¢
SDS lg
Glicina 144 ¢
Agua 1L

3.4.3.2. Transferencia a membrana

Una vez realizada la electroforesis se transfirieron las proteinas a una
membrana, a fin de poder realizar la inmunodeteccion. Para ello se coloco
una membrada de nitrocelulosa (Amersham™  Protran® 0.45 NC

nitrocellulose Western blotting membranes; GE Healthcare - ref. 10600051) entre
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el gel y el polo positivo, de manera que las proteinas migraron del gel a la

membrana al someterse a un campo eléctrico (400 mA - 1h).

Tampon transferencia

Componente Cantidad
Tris base 3g
Metanol 200 mL
Glicina 144 ¢
Agua 800 mL
3.4.3.3. Inmunodeteccion
La deteccion de proteinas especificas se realiz6 mediante el

reconocimiento de epitopos concretos con anticuerpos. A fin de evitar
uniones inespecificas, se incubaron las membranas con las proteinas
transferidas en una solucién de bloqueo (10% de leche desnatada en polvo
en TBST) durante 1h a temperatura ambiente (TA). A continuacion, las
membranas se incubaron con los anticuerpos de interés 1h a TA o bien
toda la noche (ON) a 4°C. Tras eliminar el exceso de anticuerpo mediante
lavados con TBST, las membranas se incubaron con los correspondientes
anticuerpos secundarios (anticuerpos conjugados con peroxidasa de

rabano) 1 h a TA.

TBST
Componente Cantidad
Tris HCI 10 mM
NaCl 100 mM
Tween®20 0.1%
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Finalmente, el revelado de la reaccién de inmunodeteccién se realizd
mediante el kit Awmersham™ ECL. Western Blotting Detection Reagent (GE
Healthcare — ref. RPN2209). En la reaccién de revelado, la peroxidasa
conjugada con el anticuerpo secundario promueve la oxidacién del
luminol al degradar peréxido de oxigeno, y esto produce una reaccion de
quimioluminiscencia. La quimioluminiscencia se detecté con el lector

1.AS5-4000 (Fujifilm).

La intensidad de las bandas detectadas por inmunodeteccion se cuantificd
por densitometria con el programa ImageJ. En todos los casos el valor de
intensidad de la banda de interés se relativizé al valor de intensidad de la

banda de GAPDH de la correspondiente muestra.

3.4.4. Ensayo enzimatico de actividad hialuronidasa

Los ensayos enzimaticos de actividad hialuronidasa llevados a cabo en este
trabajo se hicieron por medicién turbidimétrica de acuerdo con el
protocolo elaborado por VCN Biosciences. La turbidimetria es una
técnica analitica basada en la medicién de la transmitancia luminica, que
varfa en funcién de la turbidez de la muestra. La transmitancia (T) se

relaciona con la absorbancia (A) mediante la siguiente férmula:
A= —log.,T

El acido hialurénico proporciona turbidez a la muestra, y esta turbidez
disminuye a medida que el acido hialurénico es degradado por la actividad
hialuronidasa. La actividad enzimatica puede, por tanto, relacionarse con
el aumento de la transmitancia y la disminucién de la absorbancia de la

muestra.
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Para llevar a cabo el ensayo, se recogieron los sobrenadantes de células
infectadas con adenovirus armados con genes hialuronidasa y se
centrifugaron (5 minutos a 1200 rpm) para eliminar los restos celulares.
Tras la centrifugacion, las muestras se diluyeron en DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) o se concentraron mediante concentradores Awzicon
Ultra-15 10k centrifugal filters (Merck Millipore - ref. UFC901024), en
funciéon de los requerimientos del experimento realizado en cada
momento. A continuacién, las muestras se incubaron con 0.3 mg/ml de
acido hialurénico en tampoén fosfato. Esta incubacion se realizé también
de manera paralela con estandares de concentracién conocida de
hialuronidasa. La incubacién se realizé a 37°C durante 14h. Transcurrido
ese tiempo, la reaccion se pard mediante una solucién de albumina acida a
pH 3,75, y se determiné la absorbancia a 600nm de las muestras y los
estandares. Los estandares fueron utilizados para generar una recta patron
con la que se extrapolaron los valores de absorbancia obtenidos para las
muestras. En todos los casos se utiliz6 como control negativo una
muestra de células infectadas con el HAd-5 salvaje sin armar. Solo se
consideraron positivas para actividad hialuronidasa aquellas muestras con

un %T superior al. 130% respecto al control.

3.5. Cultivo celular eucariota

3.5.1. Lineas celulares utilizadas

A549. Linea tumoral derivada de wun carcinoma de pulmoén.

Adguirida a través de la ATCC.
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PANC-1. Linea tumoral derivada de un carcinoma ductal de pancreas.

Adguirida a través de la ATCC.

MIAPaCa-2. Linea tumoral derivada de un carcinoma de pancreas.

Adguirida a través de la ATCC.

CP15-Luc. Linea tumoral con expresion de luciferasa generada en el
laboratorio a partir de la linea parenteral CP15 (derivada de un fragmento

de adenocarcinoma ductal de pancreas perpetuado en raton [181]).

NP18. Linea tumoral derivada de una metdastasis hepatica de un
adenocarcinoma ductal de pancreas. Cedidas amablemente por el Dr. Gabriel

Capella (1CO-IDIBELL, I'Hospitalet de I.lobregat).

HEK293. Linea celular derivada de tejido epitelial de rifién embrionario.
Se caracteriza por contener un fragmento correspondiente al extremo 5’

del genoma del adenovirus 5. Cedidas amablemente por el Dr. Ramon Alemany

(ICO-IDIBELL, I'Hospitalet de 1.lobregat).

HEK293T. Linea idéntica a la anterior excepto que contiene también el

antigeno T del virus simio 40. Adguirida a través de la ATCC.

Todas las lineas utilizadas en el presente trabajo son de origen humano y
fueron cultivadas en cultivos adherentes a 37°C y 5% de CO,. Las células
se cultivaron en DMEM (Gibeo™ Dulbecco's Modified Eagle Mediunr, Thermo
Fisher Scientific - ref. 41966052) suplementado con un 10% de suero fetal
bovino (Gzbeco™ Fetal Bovine Serums; Thermo  Fisher Scientific — ref.
10270106), 2mM de glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 mg/ml de

estreptomicina.
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3.5.2. Transfecciones transitorias

La introducciéon de ADN exdgeno para su expresion transitoria en células
se llevd a cabo a través dos procedimientos distintos: transfeccion

mediante fosfato calcico y transfecciéon mediante dendrimeros activados.

3.5.2.1. Transfeccion mediante fosfato calcico

Esta técnica se fundamenta en la generacion de precipitados de fosfato
calcico-ADN a partir de la incubacién del ADN con una solucién de
cloruro de calcio en un tampén de sales. Dichos precipitados se afiaden al

cultivo y son interiorizados por las células mediante endocitosis.

Las transfeccidnes mediante fosfato calcico se realizaron siguiendo el
protocolo asociado al kit CalPhos™ Mammalian Transfection Kit (Clontech®

Laboratories - ref. 631312).

3.5.2.2. Transfeccion mediante dendrimeros activados

El reactivo comercial SuperFect® es un dendrimero activado con una
arquitectura esférica y con ramificaciones que nacen de un nucleo central
y que terminan con grupos amino cargados positivamente. Este agente es
capaz de unirse al ADN generando estructuras compactas con una carga
neta positiva que permite la unién a receptores de la superficie celular
cargados negativamente. Esto conduce a la internalizacién de los

complejos por endocitosis no especifica.
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La transfecciones mediante dendrimero activados se realizaron siguiendo
el protocolo asociado al producto comercial SuperFect” Transfection Reagent

(Qiagen - ref. 301305).

3.5.3.  Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad celular 7z vitro de este trabajo se determindé mediante el
ensayo de reduccion de MTT. Se trata de un ensayo colorimétrico basado
en la reduccién metabdlica en la cadena respiratoria mitocondrial del
bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Esta
reaccién da lugar a la formacién de cristales insolubles de formazan en
cantidades proporcionales a la actividad metabdlica y al nimero de células

vivas del cultivo.

Este ensayo fue utilizado para determinar la citotoxicidad zz vitro de los

distintos adenovirus empleados en este trabajo y para evaluar el sistema

suicida LmPDT/F-dAdo

De forma general las células objeto de estudio se incubaron con la
solucién de MTT (0.7 mg/mL) durante 30 minutos. Pasado ese tiempo, se
aspird la solucién de incubacion y se anadié el dimetilsulféxido (IDMSO) a
fin de disolver los cristales de formazan. La lectura de la absorbancia se

realiz6 a 550 nm mediante el espectofémetro Synergy H1' (BioTek).

Los valores de viabilidad se representaron relativizados al valor de las
células control (100% de viabilidad). En los casos correspondientes, se
determiné la dosis de virus necesaria para eliminar el 50% de las células

(IC50) por regresion no lineal a partir de las curvas de viabilidad.
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3.5.4. Analisis de cultivos celulares mediante el

sistema de analisis de células vivas Incucyte®

El sistema Incucyte” (Essen Bioscience) es un sistema de imagen y anlisis
que permite la cuantificacion de forma automatizada del comportamiento
celular mediante la adquisicion y el analisis de imagenes. Se permite asf,

conseguir informacién de procesos biolégicos activos a tiempo real.

Este sistema fue empleado para evaluar la proliferacion celular en estudios
de citotoxidad mediada por adenovirus armados con transgenes GIEP.
Asimismo, el sistema se utilizé para analizar la evolucion de la expresion
de los transgenes GIP durante diversos ciclos de replicacion viral. La
monitorizacién de los cultivos se efectué tomando imagenes cada 4h

durante un periodo de 100h tras la infeccion.

3.5.5.  Analisis de fluorescencia por citometria de

flujo

La citometria de flujo es una técnica que permite el estudio de poblaciones
celulares a partir del estudio individualizado de un gran nimero de células
representativo del total de la poblacion. Las células, que deben estar
disgregadas y en suspension, van pasando una a una y en un flujo
constante a través de un pequefio orificio. Sobre este flujo celular
constante se pueden hacer incidir distintos laseres, cuya dispersion y
reflexién seran reflejo de las caracteristicas de las células sobre las que

incidan.
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En este trabajo la citometria de flujo fue empleada para la evaluacion de
los niveles de fluorescencia emitida por la proteina verde fluorescente
(GFP) en células transfectadas con plasmidos GFP o infectadas con
adenovirus armados con genes GFP. Para ello, las células fueron
tripsinizadas, resuspendidas en medio de cultivo y fijadas con solucién de
PFA al 4% hasta el momento de su analisis citométrico. Los datos crudos
obtenidos fueron guardados y procesados mediante el programa FlowJo, y
posteriormente analizados estadisticamente mediante modelos de

regresion mixtos resistentes a valores extremos con el programa R.

Los analisis citométricos del presente trabajo se realizaron con el

citometro Attume™ Acoustic Focusing Cytometer (Applied Biosystems).

3.6. Manipulacion de adenovirus

3.6.1.  Generacion de genomas adenovirales

Todos los genomas adenovirales del presente trabajo se generaron
mediante el sistema AdZ (véase el apartado 3.1.2.2. Sistema AdZ). Las
construcciones early y late fueron testadas mediante los conjuntos de
cebadores Step 3/4 Fw/Step 3/4 Ry 'y RpsL.N 3’ Fibra testar Fw/RpsI.N 3’
Fibra testar Ro, respectivamente (véase en el anexo la Tabla 3. Cebadores para

la modificacion de plismidos segin el sistema pAdZ).

A continuacién, se detallan las particularidades de la generacién de cada
constructo. El resumen de todas las construcciones puede verse en la

Tabla 6. Resumen de las construcciones AdZ del anexo.
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AdZ Adwt E4 GFP opt ITR

Para la construccion de este genoma se amplificd y purifico el fragmento
correspondiente al promotor CMV y al gen GFP_gpt del plasmido
miRVec_GFP_opt con los cebadores E4 miARN cua Fw/ E4 miARN cua
Ry (véase en el anexo la Tabla 3. Cebadores para la modificacion de plasmidos
segiin el sistema pAdZ). Estos cebadores contienen colas homologas a la
region del genoma adenoviral comprendida entre la unidad transcripcional
E4 y la ITR derecha. El fragmento amplificado se recombiné en el BAC
AdZ_EA4_rpsL-neo-ITR (previamente generado en el laboratorio por la
Dra. Maria Rovira) para generar el BAC AdZ_Adwt_E4_GFP_opt_ITR.
Este constructo se utiliz6 para la  producciéon del virus

Adwt_GFP_opt_early.

AdZ Adwt F4 GFP DEopt ITR

Este genoma se generd de la misma forma que el anteriormente descrito
AdZ_Adwt_E4 GFP_opt_ITR, con la diferencia que se utilizé el
plasmido miRVec_GFP_DEopt para amplificar el fragmento de interés.
Este constructo se utiliz6 para la  producciéon del wvirus

Adwt_GFP_DEopt_eatly

AdZ Adwt F_GFP_DEopt E4

Para la construccion de este genoma, se amplifico y purifico el fragmento
correspondiente al gen GFP_DEFEgpt del plasmido miRVec_GFP_DEopt
con los cebadotres Fw_Ad_late_pMONO-neo-GFP/ Rv_Ad_late_pMONO-
neo-GFP (véase en el anexo la Tabla 3. Cebadores para la modificacion de
Ppldsmidos  segiin el sistema  pAdZ). Estos cebadores contienen colas
homologas a la regién del genoma adenoviral comprendida entre las

unidades transcripcionales L5 y E4. El fragmento amplificado se
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recombin6 en el BAC AdZ_Adwt F_rpsl.-neo_E4 (previamente
generado en el laboratorio por la Dra. Maria Rovira) para generar el BAC
AdZ_Adwt_F_GFP_DEopt_E4. Este constructo se utilizé6 para la
produccion del virus Adwt_GFP_DEopt_late

AdZ Adwt F GFP Adapt E4

Para la construcciéon de este genoma se amplifico y se purificé el
fragmento  correspondiente al gen GFP_Adapt1 del plasmido
miRVec_GFP_Adaptl con los cebadores Fiber-GFP  Fw/
Ro_Ad_late_ pMONO-neo-GFP (véase en el anexo la Tabla 3. Cebadores para
la modificacion de plasmidos segrin el sistema pAdZ). Estos cebadores contienen
colas homologas a la region del genoma adenoviral comprendida entre las
unidades transcripcionales L5 y E4. El fragmento amplificado se
recombiné en el BAC AdZ_F_rpsl.-neo-E4 (previamente generado en el
laboratorio por la Dra. Maria Rovira) para generar el BAC
AdZ_Adwt_F_GFP_Adapt_E4. Este constructo se utiliz6 para la
produccion del virus Adwt_GFP_Adapt_late.

AdZ ICO15K F APIS BH E4

Para la construccién de este genoma se recombiné el gBlock®
Apis_mellifera  (contiene el gen apis_ BH flanqueado por secuencias
homologas a la regién del genoma adenoviral comprendida entre las
unidades transcripcionales L5 y E4) en el BAC AdZ_ICO15K_F_rpsL-
neo-E4 (cedido amablemente por el Dr. Ramon Alemany) para generar el
BAC AdZ_ICO15K_F_APIS_BH_E4. Este constructo se utilizé para la
produccién del virus APIS-BH. Véase en el anexo la Tabla 4. gBlocks™ Gene

Fragments.
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AdZ 1ICO15K F ADAPT BH FE4

Para la construccion de este genoma se procedié igual que en el caso del
BAC AdZ_ICO15K_F_APIS_BH_E4, con la diferencia que se utiliz6 el
gBlock® Apis_melliferea_adapt. Este constructo se utiliz6 para la generacién

del virus ADAPT-BH.

AdZ AdNuPARmEI1A F PDT E4

Para la construccion de este genoma se amplifico y sepurific el
fragmento correspondiente al gen PDT del plasmido pcDNA 3.17/N-
HA-PDT con los cebadores PDT Cola Iate Fw/ PDT _Cola_Iate Rv
(véase en el anexo la Tabla 3. Cebadores para la modificacion de plasmidos segin el
sistema pAdZ). Estos cebadores contienen colas homologas a la region del
genoma adenoviral comprendida entre las unidades transcripcionales L5 y
E4. El fragmento amplificado se recombiné en el BAC
AdZ_AdNuPARmE1A_F_rpsl-neco-E4 (previamente generado en el
laboratorio  por  Agostina  Bianchi) para generar el BAC
AdZ_AdNuPARmE1A_F_PDT_E4. Este constructo se utiliz6 para la
produccién del virus PDT.

AdZ AdNuPARmEI1A F PDT Adapt E4

Para la construccién de este genoma se recombiné el gBlock® PDT_Adapt
(contiene el gen PDT_ADAPT flanqueado por secuencias homologas a la
region del genoma adenoviral comprendida entre las unidades
transcripcionales L5 y E4) en el BAC AdZ_AdNuPARmE1A_F_rpsL-
neo-E4 (previamente generado en el laboratorio por Agostina Bianchi)
para generar el BAC AdZ_AdNuPARmEIA_F_PDT_Adapt_E4. Este
constructo se utilizé para la produccion del virus PDT-ADAPT; véase en

el anexo la Tabla 4. gBlocks” Gene Fragments.
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3.6.2. Produccion de adenovirus replicativos

modificados genéticamente.

La produccién de los adenovirus utilizados en este trabajo se llevé a cabo

en tres fases:

1. Transfeccion de células HEK293 con el genoma adenoviral
contenido en el BAC de la cepa SW102 de interés
2. Amplificacion de las particulas virales en células A549

3. Purificacién de las particulas virales

3.6.2.1.  Transfeccion de células HEK293 con el genoma
adenoviral contenido en el BAC de la cepa SW102 de

interés

El genoma adenoviral contenido en el BAC de la cepa bacteriana SW102
se modificé en cada caso mediante el sistema AdZ (véase el apartado
3.1.2.2. Sistema AdZ). Una vez modificado el BAC se amplificé a gran
escala (véase el apartado 3.2.7.1. Aislamiento de ADN plasmidico de células
procariotas) y se transfect en células HEK293 mediante Superfect” (véase
el apartado 3.5.2.2. Transfeccion mediante dendrimeros activados) Tanto las
células como el medio de cultivo (conjunto denominado homogenado)
fueron recogidos cuando se observo efecto citopatico completo (entre 5y

15 dias pos-transfeccion).

El homogenado recogido se sometié a 3 ciclos de congelacion (a -80°C) y
descongelaciéon (a 37°C) a fin de lisar todas las células, y liberar las
particulas virales contenidas. Después de los ciclos de congelacion y
descongelacion, el homogenado se centrifugd (10 minutos a 600 g) para
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eliminar los restos celulares y obtener asi el denominado sobrenadante del

homogenado P1.

3.6.2.2.  Amplificacion de las particulas virales en células A549

La amplificacion de las particulas virales generadas en el paso anterior se
realiz6 infectando con la mitad del volumen del sobrenadante (entre 1y 2
ml) células A549 sembradas en una placa p100. Una vez observado
efecto citopatico completo (entre 36h y 96h pos-infeccion) se procedié
igual que en el caso anterior para obtener el sobrenadante del
homogenado P2. A continuacién, se infectaron 2 placas p150 de A549
con 300-1000 pL/placa de sobrenadante del homogenado P2 y, mediante
el mismo procedimiento, se generd el sobrenadante del homogenado P3.
Este sobrenadante del homogenado P3 se utiliz6 para infectar con 25-750
pL/placa la produccién final (entre 13 y 20 placas p150 de A549). Tras la
observacion de efecto citopatico se recogié el homogenado, se centrifugd
(10 minutos a 600g) y se aspir6 el sobrenadante. El precipitado celular se
someti6 a tres ciclos de congelacion y descongelacion, se resuspendendid
en 5 ml de PBS++ y se centrifugd para eliminar los restos celulares. Asi se
consiguié un numero elevado de particulas virales en un volumen

suficientemente pequefio para poder ser purificado.

PBS++
Componente Cantidad
PBS 10x 25 ml
Mg(l, 2.5 ml
CaCl, 2.5 ml
Agua csp 250 ml
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3.6.2.3.  Purificacion de las particulas virales

La suspension de particulas virales obtenidas en el paso anterior se
sometié a una doble ultracentrifugaciéon a fin de descartar los restos
celulares remanentes y las capsides inmaduras. La primera
ultracentrifugacion se realizé con un gradiente de cloruro de cesio (1.5,
1.35, 1.25 mg/ml) durante 2h horas y la segunda con un gradiente
continuo de 1.25 mg/ml durante 24h. Ambas ultracentrifugaciones se
realizaron a 15°C y 35.000 rpm. A continuacion, la suspension viral fue
desalada mediante las columnas de exclusion molecular PD-70 Desalting
columns (GE Healthcare — ref. 17085101). La fracciones virales eluidas se
mezclaron con un 10% de glicerol para su conservacion y se almacenaron

a -80°C.

3.6.3. Titulacion de adenovirus

La titulacion de los adenovirus producidos y purificados se determiné por

cuantificacién de particulas fisicas y cuantificacion de particulas infectivas.

3.6.3.1.  Titulacién de adenovirus por particulas fisicas

La titulacién de adenovirus por particulas fisicas se llevé a cabo por
espectrofotometria. Para ello, se preparé para cada virus una baterfa de
diluciones del stock viral en tampén de lisis. A continuacion, las muestras
se incubaron durante 10 minutos a 56°C, para después y leer su densidad
optica (DO) a 260 nm en el espectofotémetro NanoDrgp™  (Thermo

Scientific). El titulo viral se calcul6 después de la siguiente manera:

79



particulas virales (vp)/ml = D0,, - Factor de dilucién - 1.1 - 1012

Tampon de lisis
Componente Cantidad
Tris HCI pH 4.8 10 mM
EDTA 1 mM
SDS 0.1%
3.6.3.2.  Titulacion de adenovirus por particulas infectivas

(PI/mL)

Con el objetivo de determinar la fraccion infectiva del total de particulas
fisicas, se analizaron los genomas virales intracelulares 4 horas pos-
infeccién (hpi). De forma mas concreta se sembraron 50.000 células A549
por pocillo en placas de 24 pocillos. Transcurridas 18h, se infectaron las
células con una dilucion conocida de los sfocks virales a titulat. Tras 4h, las
células se lavaron 3 veces con PBS para eliminar las particulas virales no
internalizadas y se aisl6 el ADN intracelular (véase el apartado 3.2.7.3.
Alislamiento de ADN  adenoviral procedente de  células infectadas y/o de su
sobrenadante). 1.os genomas celulares y virales por qPCR con los cebadores
S-albumin-gPCR/ aS-albumin-gPCR y AdHEXO1/AJHEXO2,
respectivamente (véase el apartado 3.2.5.2. Reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa y la Tabla 1. Cebadores usados en gPCR del anexo). Mediante
curvas patrén se extrapold el numero de particulas virales/célula.
Corrigiendo el valor de particulas virales/célula por el numero de células

contadas a las 4hpi, y el factor de diluciéon correspondiente, se obtuvieron
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los titulos en particulas infectivas (PI)/ml. Los experimentos de titulacién

se repitieron de forma independiente un minimo de 5 veces.

3.6.4. Estudios de produccion viral

Para realizar los estudios de produccion viral se prepararon las soluciones
virales a la concentracion deseada segun las titulaciones por particulas
infectivas. A continuacion, se infectaron las células afiadiendo la solucién
viral sobre las mismas. A las 4 hpi, las células se lavaron 3 veces con PBS
para eliminar las particulas virales no internalizadas. Transcurrido el
tiempo oportuno en cada caso, se aislé en ADN viral del sobrenadante
(véase el apartado 3.2.1.3. Aislamiento de ADN adenoviral procedente de células
infectadas y/o de su sobrenadante) y se analizé6 por qPCR con los cebadores
AdHEXO1/AIJHEXO?2 (véase el apartado 3.2.5.2. Reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa y 1a Tabla 1. Cebadores usados en gPCR del anexo).
Mediante curvas patrén se extrapolé la cantidad de particulas virales

producidas.

3.7. Manipulacién animal

Todos los protocolos y procedimientos de manipulaciéon animal se
desarrollaron siguiendo las directrices de la Unién Europea para el
correcto cuidado y manipulacién de animales de laboratorio
86/609/ECC. Asimismo, todos ellos fueron aprobados, previamente a su
implementacién, por el Comité Etico de Experimentacién Animal
(CEEA) de la Universitat de Barcelona y el Departament de Territori i

Sostenibilitat de la Generalitat de Catalunya.
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Los animales utilizados en el presente trabajo fueron ratones
inmunodeprimidos de la cepa Athymic Nude Foxn1™™ de 6 semanas
adquiridos a través de Envigo y estabulados en condiciones SPF (Specfic
Pathogen Free) en el estabulario de la Facultad de Medicina de la Universitat
de Barcelona. Esta cepa se caracteriza por la falta de respuesta inmunitaria
adquirida, lo cual permite la inoculacién de células de otras especies ya que

no generan rechazo.

3.71.  Generaciéon y seguimiento de tumores
subcutaneos
3.7.1.1. Generacion de tumores subcutaneos a partir de células
tumorales

La generacién de tumores subcutaneos a partir de lineas celulares
tumorales se realiz6 mediante inyecciéon subcutanea en sendos cuartos
traseros de 2 millones de células homogeneizadas en DMEM sin
suplementar y en una dilucion 1:1 con Matrige/® Basement Membrane Matrix
(Corning” - ref. 354234). La inyeccién se realiz6 con agujas de 29G con el

animal anestesiado.

3.7.1.2. Seguimiento de la progresiéon tumoral

El crecimiento tumoral se monitorizé tomando medidas de forma directa
mediante un pie de rey y calculando el volumen tumoral con la siguiente

férmula:

Volumen tumoral = (D xdxm) / 6
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Los animales fueron sacrificados al final del experimento o bien cuando

los criterios éticos de bienestar animal asi lo requirieron.

3.7.2. Administracion sistémica de virus

La administracion sistémica de los virus se realizé por via endovenosa
mediante inyeccion en una de las venas laterales de la cola con agujas de
29G. La administracion se llevé a cabo inmovilizando el animal y

vasodilatando la vena mediante la aplicacion de calor.

La dosis de virus administrada fue de 4 x 10" vp/animal en solucién

salina en un volumen total de 100 pl/animal.

3.8. Técnicas histolégicas

3.8.1.  Extraccion y preparacion de las muestras

Los tumores subcutaneos fueron obtenidos por resecciéon quirdrgica tras
sacrificar el animal por dislocacion cervical. Inmediatamente después de la
extraccion, los tumores fueron fijados en una solucién de
paraformaldehido al 4% a TA durante 24 h, y posteriormente conservados
en tampoén fosfato salino a 4°C hasta su inclusion en parafina. A partir de
los bloques de parafina se realizaron cortes de secciones de 5 um de

grosor que fueron colocadas en porta-objetos para su posterior tincion.
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3.8.2.  Tinciones histologicas

3.8.2.1.  Tinciones generales

Las tinciones generales se basan en la utilizacién de colorantes para tefiir
las distintas estructuras tisulares. A nivel molecular, los colorantes
presentan un componente responsable de la aportacion de color
(cromoégeno), y otro que permite la unidn a las diferentes estructuras

tisulares en funcidn de su naturaleza quimica (auxocromo).

a) Hematoxilina - Eosina
Esta tincion se basa en el uso de un colorante basico (hematoxilina) y un
colorante acido (eosina). La hematoxilina tiene afinidad por las estructuras
acidas celulares, de forma que se une fuertemente a las moléculas de ADN
haciendo asi que los nucleos celulares se tifian de color morado. Por su
parte, la eosina tiene afinidad por estructuras basicas como el citoplasma

celular, que adquiere un color rosado cuando se realiza esta tincion.

Todas las tinciones de hematoxilina-eosina de este trabajo fueron llevadas
a cabo por el Servicio del Biobanco del Hospital Clinic de Barcelona —

IDIBAPS.

a) Tincién tricromica de Masson
La tincién tricrémica de Masson se emplea para la deteccion de tejido
conectivo, especialmente fibras de colageno. Esta tincion se caracteriza
por emplear tres colorantes que generalmente son la hematoxilina, la
Ponceau-fucsina y el verde luz. De esta forma se logra teflir los nucleos de
color morado-negro, el citoplasma, el musculo y los glébulos rojos de

color rosa-rojo, y el colageno de una tonalidad verde-azul.
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Todas las tinciones tricromicas de Masson de este trabajo fueron llevadas
a cabo por el Servicio del Biobanco del Hospital Clinic de Barcelona —

IDIBAPS.

3.8.2.2.  Tinciones especificas

Las tinciones especificas permiten la deteccion de componentes concretos
de la seccién histologica mediante el uso de anticuerpos o proteinas de

union especificas.

a) Tincién de acido hialurénico
La deteccion de acido hialurénico en las muestras de tejido tumoral se
realizé siguiendo un procedimiento basado en el protocolo estindar de

histoquimica.

Desparafinado e hidratacién

Las secciones se desparafinaron e hidrataron por inmersioén durante 10’ en

la siguiente baterfa de soluciones:

- Xilol T

- Xilol IT

- Xilol IIT

- Etanol 100° I
- Etanol 100° II
- Etanol 96°

- Etanol 70°

- Etanol 50°

- Agua
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Blogqueo

A fin de evitar el marcaje inespecifico y obtener una tincién mas limpia,
las secciones se incubaron con una soluciéon de bloqueo rica en albimina

que permite saturar los posibles sitios de unién inespecifica.

Solucion de blogueo
Componente Cantidad
Triton 0.3%
BSA 1%
FBS 10%
PBS csp 100 ul/seccion

Marcaje

El marcaje de acido hialurénico se realizé6 mediante una proteina de unioén
a acido hialurénico (HABP; Merck-Millipore — ref. 385911). Se trata de
una proteina biotinilada capaz de reconocer con alta afinidad y
especificidad las moléculas de acido hialurénico. La deteccion se llevo a

cabo incubando las secciones con la HABP a una concentracién de 5

ug/ml en una solucién de PBS — 01% BSA durante toda la noche a 4°C.

Bloqueo de las peroxidasas endégenas y revelado

Previamente al revelado de la reaccién, se bloquearon las peroxidasas
endogenas de la muestra para evitar el marcaje inespecifico. El bloqueo se
realizé incubando las secciones durante 10” con un reactivo de bloqueo
comercial (Dwual Endogenons Engyme-Blocking Reagent, Agilent — ref.
S200380). A continuacion, se revelé de la reacciéon mediante los kits
Vectastain® ABC kit (Vector Laboratories - ref. PK-4000) y ector® DAB
Substrate kit (Vector Laboratories - ref. SK-4100) siguiendo las
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indicaciones del fabricante. Tras el revelado, las muestras se contra-

tifieron con hematoxilina.

Deshidratacién v montaje

El deshidratado de las secciones se realizé por inmersion durante 5’ en la

siguiente baterfa de soluciones:

- Etanol 100° I

- Etanol 100° II
- Etanol 100° III
- Xilol1

- Xilol IT

- Xilol IIT

Finalmente se realizé el montaje de las muestras con DPX mounting medinm

(Fluka — ref. 44581).

b) Inmunodeteccion de citoqueratina 19
Las citoqueratinas son proteinas fibrosas que componen los filamentos
intermedios del citogesqueleto. La citoqueratina 19 (CK19) se expresa en
un gran numero de epitelios y es utilizada como biomarcador tumoral en

distintos tipos de cancer.

La inmunodeteccion de este marcador en las muestras de tejido tumoral se
realizé siguiendo un procedimiento basado en el protocolo estindar de

histoquimica.

Desparafinado e hidratacién

Véase apartado 3.8.2.2. a) Tincion de dcido hialurdnico.
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Recuperacién antigénica

La fijacién del tejido con paraformaldehido asi como su inclusién en
parafina puede alterar la estructura proteica y conllevar que determinados
antigenos pierdan su reactividad inmunolégica. A fin de restaurar la
conformaciéon de los epitopos se realiz6 un proceso de recuperacion
antigénica. Para ello se hirvieron las secciones histoldgicas en una olla a
presion con soluciéon tampoén citrato durante 5. Transcurrido ese tiempo

las muestras se dejaron atemperar.

Tampon citrato

Componente Cantidad
Citrate buffer pH 6, 10x antigen retrieval (Sigma) 200 ml
Agua destilada 1800 mL

Bloqueo

Véase apartado 3.8.2.2. a) Tincion de dcido hialurinico.

Marcaje
El marcaje de CK19 se realizé6 mediante el anticuerpo Recombinant Anti-

Cytokeratin 19 antibody [EP1580Y] - Chytoskeleton Marker (Abcam). La

inmunodeteccion se llevd a cabo incubando las secciones con una dilucién
1:500 del anticuerpo en una soluciéon de PBS — 0.1% BSA durante toda la
noche a 4°C.

Bloqueo de las peroxidasas endégenas y revelado

El bloqueo de las peroxidasas endogenas se realizé siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 3.8.2.2. a) Tincion de deido hialurinico.

A continuacién, el revelado se llevd a cabo con el kit Dako Enl/ision® +
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Dual Link System-HRP (DAB+) (Dako) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Tras el revelado las muestras se contra-tiieron con

hematoxilina.

Deshidratacién v montaje

Véase apartado 3.8.2.2. a) Tincion de dcido hialurinico.

3.8.3.  Analisis y cuantificacion de histologias

El analisis de los cortes histolégicos tefiidos se realizd por microscopia
con el microscopio Nicon e600. Para la cuantificacién de los marcajes, se
obtuvieron imagenes de cinco campos por muestra en un minimo de tres
muestras por condicion. Para cada marcaje todas las imagenes fueron
adquiridas en las mismas condiciones. La cuantificacién de las imagenes se

realiz6 mediante el programa Image].
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3.9. Analisis bioinformatico

3.9.1. Caracterizacion bioinformatica de genes

virales y transgenes

3.9.1.1. Analisis del uso de codones mediante Analisis de

Componentes Principales

El Analisis de Componentes Principales (PCA) es un método que permite
el analisis exploratorio de datos y facilita la visualizaciéon de la variacion
presente en el conjunto de una forma simplificada pero que a su vez
conserva toda la informacién. El empleo de este método es especialmente
util para el analisis de conjuntos de datos con un elevado numero de

variables.

En el presente trabajo se empled el PCA para el estudio del uso de
codones de distintos conjuntos de genes. Para ello se utilizaron los valores
de frecuencia relativa por aminoacido de cada codén para cada gen como
variables. El analisis y su representacion se llevaron a cabo utilizando el
paquete “pcaMethods” del programa R v3.2.3 mediante serip#s modificados a

partir de los originalmente generados por el Dr. Encko Villanueva.

3.9.1.2.  Anailisis del indice de adaptacion del uso de codones

El indice de adaptaciéon del uso de codones (CAI) es una medida
ampliamente utilizada para determinar la desviaciéon de un gen en su uso

de codones respecto a un conjunto de genes de referencia. Su valor oscila
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entre 0 y 1, entendiéndose que cuanto mas proximo es el valor de CAl a1
para una secuencia dada, mas semejante es ésta al conjunto de genes de

referencia.

En el presente trabajo se ha utilizado el valor de CAI, como parametro
complementario al contenido en GC3, para determinar el grado de
optimizacién de los genes estudiados. El analisis de CAI se realizo a través
de la plataforma web http://genomes.urv.es/CAlcal [182]. Como
referencia se utiliz6 el conjunto de genes representativo de la especie
humana de la base de datos Codon Usage Database.[183] La representacion
grafica se realiz6 con el programa R v3.2.3 mediante serzp#s modificados a

partir de los originalmente generados por el Dr. Eneko Villanueva.

3.9.1.3.  Anailisis del indice de adaptacion del uso de ARNt

El indice de adaptaciéon de ARNt (tAl) es un parametro que describe la
eficiencia traduccional de un gen dado teniendo en cuenta el grado de
adaptacion de sus codones al poo/ de ARNts de la célula. En este trabajo el
tAl se analizé en base al estudio publicado por Dos Rei ¢f a/. en el que se
otorga a cada codén un valor de tAl [167]. La representacion grafica se

realiz6 con el programa R v3.2.3 mediante el paquete “plotrix”.

3.9.1.4.  Analisis de la distribucién de codones a lo largo de la

secuencia

El analisis de la distribucién de los codones para alanina y prolina de los
genes hialuronidasa se llevé a cabo utillizando los paquetes “seginir”,

“string?” y ““Biostrings” del programa R v3.2.3.
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3.9.2.  Representacion grafica y analisis estadistico

de los datos experimentales

3.9.2.1.  Representacion grafica y analisis de comparacion de

medias

Los datos experimentales del presente trabajo se muestran en su mayoria
como diagramas de dispersién o diagramas de barras que representan la
media £ su error estandar medio (SEM). En lo que al estudio de la
significancia estadistica se refiere, debido al relativo bajo ndmero de
réplicas experimentales, no puede asumirse distribucion normal de la
muestra. En consecuencia se han aplicado tests estadisticos no
paramétricos: test de Mann-Whitney, test de Wilcoxon y test de Tukey
Kramer. Tanto para la representacion como para el analisis estadistico se

ha utilizado el programa GraphPad Prism.

En el presente trabajo se han considerado diferencias estadisticamente

significativas aquellas con un p valor inferior a 0.05.

3.9.2.2.  Anilisis de los datos derivados de estudios por

citometria de flujo

Los datos obtenidos mediante citometria de flujo se analizaron siguiendo
un modelo lineal mixto. El estudio de significancia estadistica de las
diferencias entre las medias se realizo mediante el test Tukey-kramer.
Todo el andlisis se llevé a cabo utilizando los paquetes “unlme” y
“multicomp” del programa R v3.2.3 mediante serzpts modificados a partir de

los originalmente generados por el Dr. Eneko Villanueva.
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3.9.2.3.  Analisis de la progresion tumoral

Los datos de progresiéon tumoral obtenidos se analizaron siguiendo un
modelo lineal mixto que permite el estudio de la progresion del
crecimiento tumoral, al tiempo que se corrige respecto a la correlacion
debida a las medidas repetidas de cada tumor durante el periodo
experimental. El estudio de significancia estadistica de las diferencias entre
los distintos tratamientos se realizé mediante el test Tukey-kramer. Todo
el analisis se llevd a cabo utilizando los paquetes “arm” 'y “multicomp” del
programa R v3.2.3 mediante sozpts modificados a partir de los

originalmente generados por el Dr. Eneko Villanueva.
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4. Resultados

4.1. Evaluacidon de la repercusion del uso
de codones de transgenes armados en

adenovirus oncoliticos

La viroterapia oncolitica, como cualquier aproximacién terapéutica, se
basa en dos pilares fundamentales: la seguridad y la eficacia. Si bien para
esta estrategia han sido numerosos los avances durante las ultimas décadas
en términos de seguridad, la eficacia parece seguir siendo su talén de

Aquiles.

En este sentido, armar el genoma adenoviral con transgenes terapéuticos
que ofrezcan una funcion adicional en el nicho tumoral constituye una de
las estrategias mas atractivas y prometedoras. Sin embargo, este abordaje,
aunque aparentemente sencillo en concepto, puede resultar un reto a la
hora de ponerlo en practica. Entre las limitaciones mas estudiadas se
encuentra la capacidad de encapsidacion del adenovirus, que no permite
un aumento del genoma viral de mas del 105% [128]. Por otro lado,

recientemente se ha demostrado que el adenovirus utiliza la desviaciéon en
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el uso de codones como mecanismo para optimizar el reparto de los
recursos traduccionales de la célula [147]. En este contexto, se ha
postulado que la incorporacién de transgenes terapéuticos podria influir
en el equilibrio de la oferta y la demanda de dichos recursos. Asi, en el
presente trabajo nos hemos planteado dar respuesta a esta hipotesis a fin
de contribuir a desvelar los aspectos que resultan criticos en el disefio de

adenovirus oncoliticos armados.

4.1.1. Los niveles maximos de expresion de un
transgén se obtienen optimizando su uso de

codones y expresandolo bajo el control del

MLP

Con el fin de estudiar el impacto del uso de codones de un transgén
armado en el genoma del HAdV-5, seleccionamos dos genes GFP con
distinto uso de codones pero codificantes para la misma proteina verde
fluorescente (GFP) (Fig. 4.1 A, Anexos 8.2.1 y 8.2.2.). Asi, seleccionamos
un gen GFP con un uso de codones optimizado —rico en codones GC3- y
equivalente al comunmente utilizado gen EGFP; a este gen lo
denominamos GFP_gpt. Por otro lado, seleccionamos un gen mas
desoptimizado —pobre en codones GC3- al que denominamos
GFP_DEogpt. Ademas de con el contenido en GC3, el distinto grado de
optimizaciéon de ambos genes se evidencié a través del analisis CAI a lo
largo de la secuencia. Este analisis mostrd valores de CAI inferiores a lo
largo de toda la secuencia para el gen GFP_DEogpt respecto al gen
GIP_opt (Fig. 4.1 B).
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Figura 4.1| Los genes GFP_opty GFP_DEopt codifican la misma proteina pero
presentan distinto grado de optimizacion. A) Esquema representativo del disefio
experimental. B) Comparacién de CAI a lo largo de la secuencia de los genes GFP_gpt y
GI'P_DEupt. Los valores de CAI de cada codén se muestran suavizados para facilitar su
interpretacion. Los valores numéricos corresponden al valor global de CAI para cada uno

de los genes.

A continuacién, analizamos las caracteristicas de los genes GFP_DEopty
GFP_opt en relacion a los genes adenovirales. En primer lugar, analizamos
el CAI global de ambos genes en relacion al CAI de los genes del HAdV-
5. Este estudié mostré un valor de CAI para el gen GFP_DEogpt similar al
de aquellos genes adenovirales con valores mas altos de CAI El gen
GFP_opt, por su parte, mostré un valor de CAI muy superior al de los

genes adenovirales y acorde a su elevado contenido en GC3 (Fig. 4.2 A).

Tras el analisis de CAI, estudiamos el uso de codones y el grado de
optimizaciéon mediante PCA. Para ello, primero determinamos la
frecuencia relativa por aminoacido de cada codén para cada uno de los
genes. A continuacién, los datos de frecuencia los utilizamos como
descriptores de los genes en el PCA. El anilisis puso de manifiesto un uso
de codones para el gen GFP_DEgpt similar al del conjunto de genes

tempranos reguladores del HAdV-5, con un uso preferente de codones
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AT3. Por otra parte, el analisis revel6 un uso de codones para el gen
GFP_opt similar al de los genes estructurales del adenovirus, pero con un

uso ain mas acusado de codones GC3 (Fig. 4.2 B).
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Figura 4.2|Los genes GFP opt y GFP_DEopt presentan patrones de uso de
codones similares a los genes tardios y tempranos adenovirales, respectivamente.
A) Estudio global del CAI de los genes GFP_gpt y GFP_DEgpt en relacion a los genes
adenovirales. B) Estudio del uso de codones mediante PCA de los genes GFP_OPT'y
GFP_Deopt en relacion a los genes adenovirales. En el panel de la izquierda se muestran
los codones, cuyas frecuencias relativas por aminoacido se han utlizado como
descriptores. En el panel de la derecha se muestran los genes analizados. El PC1 separa

los genes en funcion del uso de codones GC3 y AT3.
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Tras la caracterizaciéon bioinformatica inicial de ambos genes, estudiamos
el impacto del uso de codones sobre la expresion de GFP en un contexto
no viral. Para ello, generamos dos plasmidos de expresion con sendas
secuencias génicas controladas bajo el promotor constitutivo CMV
(citomegalovirus) (Fig. 4.3 A). Transfectamos ambos plasmidos de
expresion en la linea celular HEK293T y 48h pos-transfeccion evaluamos
los niveles de fluorescencia por citometria de flujo. Los niveles de
expresion de GFP resultaron superiores en las células transfectadas con el

gen GFP_opt (Fig. 4.3 B), de acuerdo a su elevado grado de optimizacion.

miRVec_GFP_opt

Cuantificacion de Fluorescencia

10 15 20

00 05

miRVec_GFP_opt miRVec_GFP_DEopt

-1.0

Intensidad Fluorescente Relativa (log10)

Figura 4.3| El gen GFP_opt presenta mayor capacidad de expresion respecto al
gen GFP _DEopt en un contexto no viral. A) Representacién esquematica de los

plasmidos de expresion miRVec_GIFP_opt y miRVec_GFP_DFEopt. B) Niveles de GFP
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48h pos-transfeccion analizados por citometria de flujo en células 293T transfectadas con
los plasmidos de expresion miRVec_GFP_opt y miRVec_GFP_DEopt.

Los datos corresponden a los valores individuales por célula de 4 experimentos independientes.

A continuacion, evaluamos el impacto del distinto uso de codones en un
contexto viral. En consonancia al distinto uso de codones de los genes
tempranos y tardios del adenovirus [147], estudiamos si el uso de codones
del transgén tenfa un impacto distinto en funcién del momento de
expresion de éste. Para ello, generamos con cada uno de los transgenes,
GFP_opty GFP_DEopt, un virus que expresara el transgén en la fase tardia
0 late (con el transgén bajo el control del MLP) y un virus que expresara el
transgén en la fase temprana o ear/y (con el transgén bajo el control del
promotor constitutivo CMV) (Fig. 4.4). En todos los casos se utiliz6 el
virus HAdV-5 (denominado Adwt en los resultados que constan a

continuacién) para generear los virus armados.
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Figura 4.4| Representacion esquematica de los virus armados con transgenes
GFP. Los esquemas muestran el lugar de incorporacién de los transgenes GFP en cada
una de las construcciones virales. Las construcciones ear/y presentan el transgén
controlado bajo el promotor CMV mientras que las construcciones /afe incorporan el

transgén como una forma mas de splicing bajo el control del MLP.
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En primer lugar, utilizamos la pareja de virus Adwt_GFP_opt_early y
Adwt_GFP_opt_late para infectar células A549 con 10 PI/célula. A
continuacién, comparamos por citometria de flujo la expresion de GFP
(Fig. 4.5 A). En términos cinéticos, la fluorescencia se detectd antes (a las
8 hpi) en las células infectadas con el virus Adwt_GFP_opt_early, de
acuerdo con la naturaleza constitutiva del promotor CMV. Sin embargo, a
tiempos tardios, 24 hpi y 36 hpi, los niveles de expresion fueron
significativamente superiores en las células infectadas con el virus
Adwt_GFP_opt_late. (Fig. 4.5 A). Resultados similares se obtuvieron con
la pareja de virus Adwt_GFP_DEopt_ecarly y Adwt_ GFP_DEopt_late,
pese a que las diferencias a tiempos tardios no fueron significativas (Fig.
4.5 B). La evolucion de los niveles fluorescencia concordé con los niveles
de ARNm en los distintos puntos del ciclo de replicacién, tanto para el
transgén GFP_gpt (Fig. 4.5 C) como para el transgén GFP_DEopt (Fig. 4.5
D).

Tras comparar individualmente cada transgén, realizamos un analisis de la
expresion de GFP a tiempo real con los 4 virus en paralelo. Para ello
infectamos células A549 con 5 PI/célula y monitotizamos la evolucién de
la expresion de GFP tomando iméagenes cada 4h por un periodo total de
100h con el sistema Incucyte™. Este estudio mostrd que, tras repetidos
ciclos de replicaciéon viral, los niveles de expresion del transgén son
superiores cuando éste se expresa en /afe. Asimismo, el estudio puso de
manifiesto que en un contexto viral las diferencias de expresion asociadas
al uso de codones se acentian, obteniendo niveles de fluorescencia hasta 2
6rdenes de magnitud superiores con los virus GFP_opt en relacién a los

virus GFP_DEopt (Fig 4.6).
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Figura 4.5| Los niveles de expresion de GFP son superiotes con el transgén
controlado bajo el MLP en comparacion a cuando se controla bajo el promotor
CMYV. A-B) Comparacién de los niveles de GFP por citometria de flujo a diferentes
puntos del ciclo de replicacién adenoviral en células A549 infectadas con los virus
Adwt_GFP_opt_ecarly y  Adwt_GFP_opt_late A) y con los virus
Adwt_GFP_DEopt_catly (B). C-D) Comparacién de los niveles de ARNm qPCR a
diferentes puntos del ciclo de replicacion adenoviral en células A549 infectadas con los
virus  Adwt_GFP_opt_carly y Adwt GFP_opt_late (C) y con los virus
Adwt_GFP_DEopt_ecarly y Adwt_GFP_DEopt_late (D).

Las células se infectaron a nna dosis de 10 PI/ célnla.

Los datos se muestran como la media XSEN de 4 experimentos independientes.

*¥P<0.05; ***P<0.001
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Figura 4.6| Los niveles de expresion alcanzados por el transgén GFP_opt son
superiores a los alcanzados por el transgén GFP_DEopt, independientemente de
su lugar de insercion en el genomal adenoviral. Analisis de los niveles de GFP a
tiempo real mediante el sistema Incucyte™ en células A549 infectadas con 5 P1/célula de
Adwt_GFP_opt_eatly, Adwt_GFP_opt_late, Adwt_GFP_DEopt_eatly,
Adwt_GFP_DEopt_late y Adwt.

Los datos se muestras como la media TSEM de cuatro experimentos independientes.

En conjunto, estos resultados corroboraron que en un sistema viral la
optimizaciéon de codones de los transgenes se correlaciona con su
capacidad de expresion. Por otro lado, mostraron el gran potencial de

expresion que supone expresar transgenes bajo el control del MLP.
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4.1.2. La incorporacion de un transgén altamente
optimizado bajo el control del MLP interfiere
con la expresion de proteinas estructurales y

la capacidad replicativa del adenovirus

A continuacién, evaluamos los efectos del uso de codones y del momento

de expresion de los transgenes sobre la biologia del virus.

Primeramente, estudiamos si la inclusion de los transgenes bajo el
promotor CMV o bajo el MLP tenfa implicaciones en la replicacion del
genoma adenoviral. Para ello, infectamos células A549 con 10 PI/célula
con los wvirus Adwt GFP_opt_early y Adwt_GFP_opt_late, vy
determinamos mediante qPCR el contenido de ADN viral intracelular a
distintos puntos del ciclo de replicaciéon. No se observaron diferencias en
el proceso de replicacion del genoma adenoviral entre ambos virus (Fig.
47 A). El mismo experimento se realizd6 con la pareja de virus
Adwt_GFP_DEopt_early y Adwt_GFP_DEopt_late sin encontrarse
tampoco diferencias (Fig. 4.7 B). De este modo, los resultados sugirieron
que ni el uso de codones ni la fase de expresion del transgén condicionan

la replicacién del ADN viral.

A continuacion, evaluamos el nimero de genomas adenovirales liberados
al medio extracelular 36 hpi. Este estudi6 revel6 una caida de cerca de 10
veces en la capacidad de producir nuevas particulas virales en el virus
Adwt_GFP_opt_late respecto al virus Adwt_GFP_opt_early (Fig 4.7 C).
Sin embargo, cuando evaluamos esta capacidad en los virus
Adwt_GFP_DEopt_early y Adwt_GFP_DEopt_late no se encontraron

diferencias significativas entre ambos (Fig 4.7 D).
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Figura 4.7| El transgén GFP_opt en late provoca una reduccién de la capacidad
replicativa del virus. A-B) Comparacion de los genomas adenovirales intracelulares por
qPCR a distintos puntos del ciclo de replicacién en células infectadas con
Adwt_GFP_opt_carly y Adwt_GFP_opt_late (A) y con Adwt_GFP_DEopt_carly y
Adwt_GFP_DEopt_late (B). C-D) Comparacion por qPCR de los genomas
adenovirales extracelulares 36hpi en los sobrenadantes de células infectaadas con
Adwt_GFP_opt_ecatly y Adwt:_GFP_opt_late (C) y con Adwt_GFP_DEopt_ecarly y
Adwt_GFP_DEopt_late (D).

En todos los casos se infectaron células A549 con 10 P1/ célula.

Los datos se muestras como la media TSEM de 4 experimentos independientes.

*$<0.05

Dado que como habfamos demostrado anteriormente las diferencias de
produccién  de nuevas  particulas  virales entre los  virus
Adwt_GFP_opt_late y Adwt_GFP_opt_early no podian venir dadas por

diferencias en la replicaciéon del genoma, evaluamos si podian estar
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relacionadas con diferencias en la produccién del ARNm y/o de las

proteinas virales.

Para ello, analizamos, en primer lugar, el contenido de ARNm de dos de
las principales proteinas de la capside viral, el hexén y la fibra, 36 hpi. El
analisis puso en relieve una disminucién de un 50% en los niveles de
ARNm del hexén en el virus Adwt GFP_opt_late respecto a su
homologo early. Por su parte el contenido de ARNm del gen de la fibra no
mostr6 diferencias significativas (Fig. 4.8 A). En cuanto a los virus
GFP_DEopt, no se observaron diferencias en los niveles de ARNm ni
para el hexén ni para la fibra, acorde con la ausencia de diferencias en su

capacidad de produccién de nuevas particulas virales (Fig. 4.8 B).

Tras esta observacién, analizamos los niveles de proteina de los
principales componentes de la capside por Western Blot. En la
comparacion de los virus GFP_opt las diferencias en los niveles de
ARNm del hexén no se tradujeron en diferencias a nivel proteico, tal vez
porque de forma natural el virus produce mas moléculas de ARNm de las
que son necesatias para saturar la maquinaria de traduccién y/o por una
cuestion de sensibilidad de la técnica. Sin embargo, si se observaron caidas
en el caso de proteinas con un uso de codones mas sesgado hacia codones
GC3 como es el caso del pentén y las proteinas pllla y V. Para la fibra,
pobre en codones GC3, no se encontraron diferencias (Fig. 4.8 C). En
cuanto a los virus GFP_DEopt, de acuerdo a los resultados anteriores, no
se encontraron diferencias en ninguna de las proteinas analizadas (Fig. 4.8

D).
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Figura 4.8| La reduccién de la capacidad replicativa del virus Adwt_GFPopt
deriva de una menor produccién de proteinas virales. A-B) Andlisis mediante RT-
qPCR de los niveles de ARNm de hexén y fibra de células infectadas con
Adwt_GFP_opt_early y Adwt_GFP_opt_late (A) y con Adwt_GFP_DEopt_ecatly y
Adwt_GFP_DEopt_late (B). C-D) Analisis mediante WB de las principales proteinas de
la capside adenoviral en células infectadas con con Adwt_GFP_opt_ecarly y
Adwt_GFP_opt_late (C) y con Adwt_GFP_DEopt_ecarly y Adwt_GFP_DEopt_late
D).

En todos los casos se infectaron células A549 con 10 P/ célula.

Los datos se muestras como la media TSEM de un minimo de 6 experimentos independientes.

*P<0.05

A continuacién, nos propusimos estudiar el efecto de los 4 virus sobre la

evolucién de la confluencia celular en un ensayo de monitorizaciéon a
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tiempo real con el sistema Incucyte™. Para ello, se infectaron células
A549 con 5 PI/célula de los distintos virus GFP. El seguimiento se realiz
tomando imagenes cada 4h durante un periodo total de 100 h. El estudio
demostré una incapacidad evidente del virus Adwt_GFP_opt_late para
controlar la proliferaciéon de las células tumorales. Contrariamente, los
virus Adtwt_GFP_opt_eatly, Adwt_GFP_DEopt_early y
Adwt_GFP_DEopt_late mostraron una capacidad litica equivalente a la
del virus no armado (Adwt), sugiriendo una ausencia de efecto por parte

del transgén sobre la capacidad replicativa del virus (Fig. 4.9).
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Figura 4.9| El virus armado en Jate con el transgén GFP optimizado
(Adwt_GFP_opt_late) no es capaz de controlar la proliferaciéon de las células
tumorales. Andlisis de los niveles de confluencia celular a tiempo real mediante el
sistema Incucyte™ en células A549 infectadas con 5 PI/célula de Adwt_GFP_opt_eatrly,
Adwt_GFP_opt_late, Adwt_GFP_DEopt_early, Adwt_GFP_DEopt_late y Adwt.

Los datos se muestras como la media TSEM de cuatro experimentos independientes.
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Estos resultados sugirieron asi que el uso de codones de los transgenes
expresados en /afe puede resultar critico para el fitness viral mientras que

carecerfa de efecto cuando el transgén se expresa en early.

4.1.3.  Un uso de codones adaptado al virus permite
un compromiso entre la expresion de GFP en

Iate y 1a produccion de particulas virales.

Los resultados obtenidos hasta el momento mostraban que el uso de
codones de transgenes armados bajo MLP estarfa influenciando la
capacidad de produccién de nuevas particulas virales del adenovirus.
Considerando este escenario, nos propusimos estudiar si era posible llegar
a un compromiso para expresar eficientemente un transgén en /ate sin

perjudicar el fitness viral.

Para ello disenamos 3 nuevos genes GIFP a partir de los genes GFP_gpt 'y
GIFP_DEupt. Los nuevos genes se disefiaron sustituyendo un tercio de la
secuencia GFP_DEopt por la equivalente del gen GFP_gpt. Asi, diseflamos
un gen con el primer tercio de secuencia optimizado (AdaptT), otro con el
tercio central optimizado (Adapt2) y otro con el ultimo tercio optimizado
(Adapt3) (Fig. 4.10 A-B). Los analisis de CAI evidenciaron la optimizacion
de las nuevas secuencias respecto a GFP_DFEopt (Fig. 4.10 C-D). El PCA
visualizé también esa modificacion del grado de optimizacién, mostrando
un uso intermedio de codones GC3 para los nuevos genes en relacion a

los genes de orig en (Fig. 4.10 E).
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Figura 4.10| Los genes Adaptl, Adapt2 y Adapt3 presentan un grado de
optimizaciéon intermedio respecto a los genes GFP opt y GFP_DEopt. A)
Esquema representativo de las nuevas secuencias generadas a partir de los genes GFP_gpt
y GFP_DEopt. B) Esquema representativo del diseflo experimental. C) Comparacién de
CAI a lo largo de la secuencia de los genes GFP_opt, GFP_DEopt, Adaptl, Adapt2 y
Adapt3. Los valores de CAI de cada codén se muestran suavizados para facilitar su
interpretacion. Los valores numéricos corresponden al valor global de CAI para cada uno
de los genes. D) Estudio global del CAI de los genes GFP en relacién a los genes

adenovirales. E) Estudio del uso de codones mediante PCA de los distintos genes GFP
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en relacion a los genes adenovirales. Los genes Adaptl, Adapt2 y Adapt3 se representan

como Al, A2y A3, respectivamente.

Tras los analisis 7 silico, generamos tres nuevos plasmidos de expresion:
miRVec_GFP_Adaptl, miRVec_GFP_Adapt2 y miRVec_GFP_Adapt3
(Fig. 4.11 A).

En primer lugar, evaluamos el potencial de expresion de cada gen GFP en
un contexto no viral. Para ello, tal y como ya habfamos hecho
anteriormente, transfectamos células HEK293T con los distintos
plasmidos de expresion y analizamos los niveles de fluorescencia por
citometria de flujo 48h pos-transfeccion. Este estudio mostrd que los 3
nuevos genes disefiados presentaban un potencial de expresion intermedio
entre los genes GFP_opt y GFP_DEgpt (Fig. 4.11 B). Dados estos
resultados y teniendo en cuenta la cercanfa de los tres genes Adapt en el
PCA, seleccionamos el gen con mejor capacidad de expresion (AdaptT)
para armarlo en el genoma adenoviral bajo el control del MLP y generar el

virus Adwt_GFP_adapt_late.

112



Cuantificacion de fluorescencia

S=] - e——

miRVec_GFP_opt ~ miRVec_GFP_Adapt! miRVec_GFP_Adapt? miRVec_GFP_Adapt3 miRVec_GFP_DEopt

-10 05 00 05 10 15 20

Intensidad Fluorescente Relativa (log 10)

Plasmido miRVec

Figura 4.11| Los genes Adaptl, Adapt2 y Adapt3 presentan unos niveles de
expresion intermedios respecto a los genes GFP opt y GFP_DEopt en un
contexto no viral. A) Representacion esquematica de los nuevos plasmidos de expresion
generados: miRVec_GFP_Adapl, miRVec_GFP_Adapt2 y miRVec_GFP_Adap3. B)
Niveles de GFP 48h pos-transfeccién analizados por citometria de flujo en células
HEK293T transfectadas con los plasmidos de expresion ~ miRVec_GFP_opt,
miRVec_GFP_Adapl, miRVec_GFP_Adapt2, miRVec_GFP_Adap3, y
miRVec_GFP_Deopt.

Los datos corresponden a los valores individuales por célula de 4 experimentos independientes.
Utilizamos el virus Adwt_GFP_adapt_late junto con los virus

Adwt_GFP_opt_late y Adwt GFP_DEopt_late para infectar células
A549 con 0.5 PI/célula (Fig. 4.12).
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Figura 4.12| Representaciéon esquematica de los virus armados con transgenes
GFP en late. Los esquemas muestran los distintos transgenes GFP incorporados bajo el

control del MLP como una forma mas de splicing después del gen de la fibra.

A las 48 hpi, analizamos la expresion de GFP por citometria de flujo y la
liberaciéon de particulas virales al medio extracelular por qPCR. La
expresion de GFP en las células infectadas con el virus
Adwt_GFP_adapt_late fue superior a la de las células infectadas con el
virus Adwt_GFP_DEopt_late (Fig 4.13 A), de acuerdo a mayor grado de
optimizacioén del transgén GFP_Adapr.1 Sin embargo, esta mejora en la
expresion del transgén no impacté negativamente en la capaciad
replicativa del virus, obteniendo un nimero de particulas similar con los

virus Adwt_GFP_adapt_late y Adwt_GFP_DEopt_late (Fig 4.13 B).
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Figura 4.13 | El virus Adwt_GFP_adapt_late presenta mayor expresion de GFP
que el virus Adwt_GFP_DEopt manteniendo el mismo fitness viral. A) Estudio de
la expresion de GFP por citometria de flujo de células infectadas con los virus
Adwt_GFP_opt_late, Adwt_GFP_DFEopt_late y Adwt_GFP_adapt_late. B) Andlisis por
qPCR los genomas adenovirales presentes en el sobrenadante de las células infectadas.
Los datos corresponden a 4 réplicas experimentales independientes de células A549 4 hpi con 0.5
PI/ céluia de Adwt_GFP_opt_late, Adwt_GFP_DEopt_late y Adwt_GFP_Adapt_late.

Estos resultados sugirieron la posibilidad de codificar los transgenes con
un uso de codones capaz de permitir la expresion eficiente de genes

virales as{ como del propio transgén.
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4.2. Aplicacion de la estrategia de
adaptacion de codones a transgenes
terapéuticos armados en adenovirus

oncoliticos

A fin de profundizar en el papel del uso de codones de los transgenes
armados en /afe en adenovirus oncoliticos, se evalué su impacto en el
contexto de virus terapéutico. Asi, se estudiaron dos adenovirus
terapéuticos armados en /afe: el virus ICO75K armado con el gen de la
enzima hialuronidasa y el virus AdNuPARmE1.A armado con el gen de la

enzima convertidora de prodroga 2’desoxirribosilnucledsido transferasa

(L#PDT).

4.2.1. Evaluacion del impacto del uso de codones
en el virus ICO15K armado con transgenes

hialuronidasa

El virus VCN-01, desarrollado por VCN Biosciences y actualmente en
fase de ensayos clinicos, es un adenovirus oncolitico con replicacion
selectiva en células tumorales (virus ICO15K) armado con el gen humano
PHZ20 bajo el MLP [184]. La oncoselectividad del virus ICO15K viene
dada por modificaciones en el promotor de E1A (modificado con 8

secuencias de respuesta al factor E2F y 1 secuencia de unién Sp-1), por
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una delecién de 24 pares de bases en el gen E1A y por la sustitucion del
dominio KKTK de la fibra por el dominio RGDK [185] El gen PHZ20,
también conocido como SPAMT (sperm adhesion molecule T), codifica para
una enzima hialuronidasa. A nivel fisiol6gico, esta hialuronidasa se expresa
en el acrosoma del espermatozoide, y tiene como funcién hidrolizar el
acido hialurénico de la corona radiada que rodea el oocito para permitir
asf la fecundacion [186], [187]. Dado que el acido hialurénico es también
un componente abundante en el estroma tumoral, esta enzima tiene
interés a nivel terapéutico para degradar dicho estroma vy, facilitar asi, la

biodistribucion de los agentes terapéuticos [188], [189].

A la vista de los buenos resultados obtenidos para el virus VCN-01, des
del grupo del Dr. Ramon Alemany (ICO-IDIBELL, I'Hospitalet de 1.lobregar)
se interesaron en generar un virus armado con el gen de la hialuronidasa
de abeja. Esta hialuronidasa, presente en el veneno de la abeja, manifiesta
mayor actividad enzimatica respecto a la hialuronidasa humana, sugiriendo
esto un mayor potencial terapéutico (Anexo 8.2.3). Para asegurar la
correcta expresion del gen de abeja en la célula humana, la secuencia de la
hialuronidasa fue humanizada mediante la optimizacién de su uso de
codones. A continuacién, armaron la secuencia humanizada (bu»_BH) en
el genoma del virus ICO15K en sustitucién del gen PH20, para generar asi
el virus HUM-BH. Este nuevo virus HUM-BH mostré una capacidad

replicativa muy disminuida respecto al original VCN-01.
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4.2.1.1. El estudio de uso de codones de los transgenes
hialuronidasa mediante PCA permite predecir la
compatibilidad entre la expresion de transgenes y el

fitness viral

A fin de estudiar si las diferencias en la capacidad oncolitica entre los virus
VCN-01 y HUM-BH podian explicarse por el uso de codones de sus
correspondientes transgenes, realizamos estudios de CAI y un analisis de
uso de codones mediante PCA. Los analisis mostraron un alto grado de
optimizacion para el gen hum_BH a lo largo de toda la secuencia (Fig 4.14
A-B) y un importante sesgo hacia codones GC3, similar a lo observado
previamente para el gen GFP_gpt (Fig 4.14 C). Por su parte, el gen PH20
presentd un uso de codones mucho menos optimizado (Fig 4.14 A-B), y
sesgado hacia codones AT3, de forma similar al gen GFP_DFEopt (Fig 4.14
O).

Los resultados del analisis bioinformatico fueron coherentes con las
observaciones realizadas iz vitro por el grupo del Dr. Alemany asi como
con nuestras observaciones previas con los virus GFP, sugiriendo el
potencial predictivo del PCA como herramienta de evaluacién de la

compatibilidad del transgén y el fitness viral.
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Figura 4.14 | El uso de codones de los transgenes hum_BH 'y PHZ20 explica las
diferencias en la capacidad replicativa de los vius armados con los mismos. A)
Comparacién de CAI a lo largo de la secuencia de los genes hum_BH y PHZ20. Los
valores de CAI de cada codén se muestran suavizados para facilitar su interpretacion.
Los valores numéricos corresponden al valor global de CAI para cada uno de los genes.
B) Estudio global del CAI de los genes PH20 y hum_BH en relacién a los genes
adenovirales. C) Estudio del uso de codones de los transgenes Jwm_BH y PH20 en
relacion a los genes adenovirales y a los transgenes GFP_opf y GFP_DEopt. Los
transgenes Aum_BH y PH20 tienen un uso de codones similar al de los transgenes
GFP_opt y GFP_DEopt, respectivamente. Esta semejanza se observa reflejada en su

colocalizacion en el PC1.
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4.2.1.2. La modulaciéon del grado de optimizaciéon del
transgén codificante para la hialuronidasa de abeja

permite la recuperacion del fitness viral

A fin de estudiar con mayor detalle la posible relacion entre la replicacion
impedida del virus HUM-BH y su transgén, estudiamos el impacto de

distintas modificaciones del uso de codones de este dltimo.

El primer abordaje que realizamos fue analizar el CAI de la secuencia
salvaje del gen de la hialuronidasa de abeja (apis_BH) (Anexos 8.2.4 y
8.2.6). Este analisis mostré un valor de CAI suficientemente elevado para
sugerir una buena expresion del gen apis_BH en la célula humana (Fig 4.15
A-B). A continuacion, para estudiar el uso de codones en relaciéon a los
genes virales, realizamos un estudio mediante PCA. Este estudio mostrd
un uso de codones para el gen apis_BH similar al de los genes /afe y al del

gen GFP_Adapt1 (Fig 4.15 C).
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4.15 | El gen de la hialuronidasa de abeja salvaje, apis BH, presenta un

uso de codones moderadamente optimizado, compatible con el virus y con la

expresion en células humanas. A) Comparaciéon de CAI de la secuencia salvaje

(apis_BH) de la hialuronidasa de abeja en relacion a la secuencia humanizada (bum_BH) y

al gen PH20. Los valores de CAI de cada codén se muestran suavizados para facilitar su

interpretaciéon. B) Estudio global del CAI del gen apis_BH en relacién a los genes

hum_BH, PH20 y a los genes adenovirales. C) Estudio del uso de codones del gen

apis_BH en relacién a los genes adenovirales, y los transgenes GFP_ogpt, GFP_DFEopt,
GFP_Adapt1, PH20 y hum_BH.

A continuacién, a fin de profundizar en el uso de codones del gen

apis_BH y corroborar su compatibilidad 7z silico con el virus, realizamos un
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estudio del uso de codones en términos absolutos. El analisis por PCA
nos permite estudiar el uso de codones relativo por aminoacido, pero no
nos aporta informacién acerca del uso de codones absoluto (UCA) en una
secuencia dada. A fin de estudiar el UCA, empleamos un modelo
simplificado basado en el calculo del nimero total de cada codén
corregido por su valor de tAl; véase el apartado 3.9.7.3. Andlisis del indice de
adaptacion del uso de ARN?. De esta manera, para un gen dado (i) y siendo
NNN el codén de interés:

_ N°total NNN(i)
UCAwNg = tAl NNN

Esta férmula se empled para calcular el UCA de cada codén en los genes
adenovirales /ate, asi como en el gen apis_BH. Este estudio revel6 un uso
abundante por parte del gen apis_ BH de 3 codones (GCG-,,, CTA-_, v
CCG-p,,) ampliamente usados también por los genes /afe adenovirales (Fig
4.16 A). Ante la posibilidad de que un uso excesivo de estos codones por
parte del transgén pudiera interferir con el virus, comparamos el UCA del
gen apis_BH con el de los genes PH20 y GFP_Adapt1. El analisis mostrd
un uso similiar del codén CTA-_, para los genes PH20 y apis_BH (Fig
4.16 B). En cambio, el gen apis_ BH mostré un uso considerablemente
mayor de los codones GCG-,,, y CCG-,,, respecto al de los genes PH20'y
GFP_Adapt (Fig 4.16 B).

Tras este analisis, y a fin de determinar la permisividad del virus con estos
dos codones, disefiamos a partir del gen apis-BH una nueva secuencia con
el uso de codones modificado para los aminoacidos alanina y prolina. La
sustitucion de codones se realizé6 emulando la distribuciéon de codones
para ambos aminoacidos de la secuencia PH20 (Fig 4.17 A-B). La nueva
secuencia fue denominada adapt BH (Fig 4.18, Anexos 8.2.5y 8.2.0).
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Figura 4.16 | El gen apis BH presenta un uso destacado de los codones GCG y

CCQG, cuya utilizacion es extensiva por parte de los genes Jate del adenovirus pero

minima por parte de los transgenes PH20'y GFP_Adaptl. A) Anilisis del UCA del

gen apis_BH en relaciéon a los genes adenovirales tardios. B) Analisis del UCA del gen

apis_BH en relacion a los transgenes PH20 y GFP_Adapt1.
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Figura 4.17 | Redisefio del uso de codones para los aminoacidos alanina y prolina
del gen apis BH. A) El panel superior muestra la distribucién de codones a lo largo de
la secuencia del gen PHZ20 para el aminoacido alanina. El segundo panel muestra la
distribuciéon para el gen apis BH. El tercer panel muestra la nueva distribucion de
codones para alanina del gen apis_ BH mimetizando el gen PH20. B) El panel superior

muestra la distribuciéon de codones a lo largo de la secuencia del gen PH20 para el
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aminoacido prolina. El segundo panel muestra la distribucion de codones prolina para el
gen apis_BH. El tercer panel muestra la nueva distribuciéon de codones prolina del gen

apis_BH mimetizando el gen PHZ20.
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Figura 4.18 | El gen adapt BH presenta un uso disminuido de los codones GCG
y CCG respecto a la version salvaje del gen. Analisis del UCA del gen adapt BH en

relacion a los genes adenovirales tardios y el gen apis_BH.

A continuacion, se generaron 2 adenovirus oncoliticos armados bajo el
contro del MLP con los transgenes apis_BH (virus APIS-BH) y adapt BH
(vitus ADAPT-BH) en el mismo vector viral ICO15K de los virus VCN-
01 y HUM-BH (Fig. 4.19). Por su parte, los virus VCN-01 y HUM-BH
fueron amplificados y purificados a partir de stocks cedidos por el Dr.

Ramon Alemany.
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Figura 4.19| Representaciéon esquematica de los virus armados con transgenes

hialuronidasa. Los transgenes estan armados bajo el control del MLP en el esqueleto

adenoviral ICO15K.
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A fin de analizar el impacto de los distintos patrones de uso de codones,
en primer lugar realizamos ensayos de citotoxidad por MTT en las lineas
A549, PANC-1, MIA PaCa-2 y NP18. En las lineas PANC-1, MIA PaCa-
2 y NP18 se observé un incremento significativo de la toxicidad para los
virus APIS-BH y ADAPT-BH, respecto al virus HUM-BH. Asimismo, en
estas lineas ni APIS-BH ni ADAPT-BH mostraron diferencias
significativas en el valor de IC50 respecto a VCN-01. En la linea A549, el
virus ADAPT-BH, contrariamente al virus APIS-BH, presenté mayor
citotoxicidad que el virus HUM-BH, demostrandose en este caso el
beneficio reportado por las modificaciones en el uso de codones del

transgén adapt BH (Fig. 4.20 A-D).
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Figura 4.20| Los virus APIS-BH y ADAPT-BH presentan una capacidad
citotéxica incrementada respecto al virus HUM-BH y similar a VCN-01. A-D)
Ensayo de citotoxicidad de los virus VCN-01, HUM-BH, APIS-BH y ADAPT-BH
realizado en las lineas tumorales A549 (A), PANC-1 (B), MIA PaCa-2 (C) y NP18 (D).
Los paneles de la izquierda muestran las curvas de viabilidad y los de la derecha la dosis

IC50. En todos los casos el ensayo de citotoxicidad se realizé siete dias pos-infeccion.

Los resultados se muestran un minino de 4 experimentos independientes. *<0.05
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A continuacion, realizamos estudios de producciéon viral en las lineas
PANC-1 y MIA PaCa-2. Para ello, infectamos las células con 10 PI/célula
y 3 dias pos-infeccion analizamos los genomas virales del medio
extracelular mediante qPCR. Los resultados mostraron para los virus
APIS-BH y ADAPT-BH una mejor capacidad de produccién de particulas
virales en relacion al virus HUM-BH. Asimismo, APIS-BH y ADAPT-BH
no mostraron diferencias significativas respecto al virus VCN-01 (Fig 4.21

A-B).
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Figura 4.21| Los virus APIS-BH y ADAPT-BH presentan una capacidad de
produccion de nuevas particulas virales incrementada respecto al virus HUM-BH
y parecida a la de VCN-01. A-B) Anilisis mediante qPCR de los genomas VCN-01,
HUM-BH, APIS-BH y ADAPT-BH liberados al medio extracelular 72h pos-infeccién en
células PANC-1 (A), MIA PaCa-2 (B).

En todos los casos las células se infectaron con 10 IP/ célula.

Los datos se muestran relativizados a los valores de ADAPT-BH y representan un minimo de 5
experimentos independientes

*»<0.05

129



Tras esta observacion, y a fin de realizar un estudio a mas largo plazo
emulando de forma simplificada un escenario tumoral, diseflamos un
experimento basado en la acumulaciéon de pases de infecciéon. Para ello,
infectamos células PANC-1 con los distintos virus a una dosis de 0.5
PI/célula. Tras obsetvar efecto citopatico completo con al menos uno de
los virus, utilizamos el 1% de los sobrenadantes para infectar nuevas
células. Esta operacion la realizamos un total de 5 veces (Fig 4.22 A). En
este estudio las diferencias en la liberacion de nuevas particulas se vieron
fuertemente acentuadas. Tras 5 pases de infeccion, el virus HUM-BH
mostr6 una caida de cinco érdenes de magnitud respecto al virus VCN-01
en la capacidad de produccion de nuevas particulas virales. En cambio, las
diferencias de los virus APIS-BH y ADAPT-BH respecto a VCN-01,
fueron inferiores a un orden de magnitud (Fig 4.22 B). En cuanto a los
virus  ADAPT-BH y APIS-BH el estudio no mostré diferencias
significativas entre ambos, sin embargo a punto final se observé un fitness
ligeramente mejor para el virus ADAPT-BH (con una disminucién en su
capacidad de produccién viral de 5 veces en relacion al virus VCN-01) en
comparacién con el virus APIS-BH (con una disminucién en su capacidad

de produccién viral de 9 veces en relacion al virus VCN-01).

Estos resultados se vieron reflejados en el analisis de la principal proteina
de la capside (el hex6n) mediante Western Blot (Fig 4.22.C). Asi, no fue
posible detectar el hexén en las muestras infectadas con el virus HUM-
BH a p5. Por otro lado, la cantidad de proteina hexén de las muestras
infectadas con los virus APIS-BH y ADAPT-BH a p5 cay6 solamente en
un 50% respecto al virus VCN-01.

A continuacion, utilizamos este mismo modelo experimental para estudiar

la actividad enzimatica de los transgenes hialuronidasa. El ensayo mostré
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en el pase p0 unos niveles de actividad hialuronidasa notablemente
superiores en células infectadas con el virus HUM-BH. Sin embargo, a
pase p5 la actividad hialuronidasa asociada al virus HUM-BH result6
indetectable como consecuencia de la extinciéon del virus a lo largo de los
pases. Por su parte, la actividad hialuronidasa detectada en el sobrenadante
de células infectadas con el virus ADAPT-BH fue, a pase p0, inferior a la
de las células infectadas con el virus APIS-BH (Fig 4.22 D). No obstante,
a pase p5 no se detectaron diferencias de actividad, en correlacion
probablemente con la ligera mejor capacidad de produccion viral

mostrada por el virus ADAPT-BH (Fig 4.22 B).

Las condiciones experimentales no permitieron la deteccién de actividad
hialuronidasa en los sobrenadantes de células infectadas con el virus
VCN-01. A fin de poder establecer las diferencias de actividad de la
hialuronidasa PH20 y la de abeja en un sistema viral, se realizé un estudio
comparativo de la actividad hialuronidasa a pase p0 entre células
infectadas con el virus VCN-01 y células infectadas con el virus HUM-
BH. Los sobrenadantes de VCN-01 fueron concentrados a fin de poder
determinar la actividad hialuronidasa con la misma recta patrén utilizada
para extrapolar la actividad hialuronidasa de los sobrenadantes de HUM-
BH. Asi, la actividad hialuronidasa del virus HUM-BH resulté ser 6000
veces superior a la del virus VCN-01(Fig 4.22 E).

El conjunto de los resultados obtenidos demostraron una recuperacion
del fitness del virus HUM-BH derivada de la modulacién del grado de
optimizacién de su transgén (usando apis_ BH y adapt BH). La adaptacion
del uso de codones para prolina y alanina de adapt-bh mostré indicios de

mejoria en la capacidad replicativa del virus ADAPT-BH respecto a APIS-
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BH, pero en ningin caso significativos; siendo ambos virus buenos

candidatos para su traslacién pre-clinica.

A

. * Observacion 1% 1% 1% 1% 1%
o2 ®  cpiteo CY N N7 N7 Y
SOomd> SO => SO SO SO SO SO O

Siembra células Infeccién 0,5

PANC-1 PI/célula po pl p2 p3 p4 p5

o
(@)

o &
& \»‘@ & vq\%g’ & o
Liberacion de particulas virales — —— |

H
. en pases acumulados exon
3 GAPDH | —— — - ..,-|
© 100
= VCN-01 T
Cuantificacion Western Blot
g HUM-BH
3 LIPS S s A TR }Ti ‘¥ APISBH e
s o 0 T vy ADAPT-BH =
@ WT S39
S o 1.04
; HEVIC
= 0001 ® S 2
< = ?
e o001 2805 H !
'S 0.00001 &
I
' 0.000001 : : : : T 0ol — Y :
= 0 1 2 3 4 5 N & & & o
& ¥ ¢ ¢
Pase de sobrenadante ¥ ©
Actividad hialuronidasa Comparacion actividad hialuronidasa
© 104 — 5004 *
= * =
£ o E —
2 g =2 400
[43]
g 7 2
8 o S 3009
S 54 * o 1
S <]
T 4 5 o+
= 3] ns ©
R = ——
i e
= ol B LT 5
g lndl —Lnd nd_nd L nd % 000
& @* L& & @\ L& ¢ < 7 T T ;
&S &S
© ® N 9‘2‘ @
& S
pase 0 pase 5 D

Figura 4.22| La expresion de la hialuronidasa de abeja se pierde tras varios ciclos
de replicacién debido a la extinciéon del virus HUM-BH mientras se mantiene
con los virus APIS-BH y ADAPTt-BH. A) Esquema representativo del disefio
experimental. B) Cuantificacion por qPCR de la produccién de nuevas particulas virales
en sobrenadantes acumulados. C) Western blot representativo de la expresion de la

proteina del hexén en el pase 5 (p5). D) Cuantificacion de la actividad hialuronidasa a
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pase p0 y pase p5 mediante ensayo turbidimétrico. E) Comparacién de la actividad
hialuronidasa a pase p0 derivada de los virus VCN-01 y HUM-BH.

Los resultados de los paneles B- E se muestran como la media TSEM de 4 experimentos
independientes.

*$<0.05

4.2.1.3. La modulaciéon del grado de optimizaciéon del
transgén codificante para la hialuronidasa de abeja

permite recuperar la actividad anti-tumoral in vivo

A fin de trasladar los resultados obtenidos en los ensayos zz vitro a un
escenario preclinico, evaluamos el potencial terapéutico antitumoral de los
virus hialuronidasa en modelos subcutineos de PANC-1 y MIA PaCa-2.
Para ello se inyectaron 2 millones de células en cada uno de los cuartos
traseros de animales inmunodeprimidos. Cuando el volumen tumoral
alcanzé una media de 100 mm’ se administraron los virus VCN-01,
HUM-BH, APIS-BH, ADAPT-BH o bien solucién salina mediante
administracién intravenosa por la vena de la cola (Fig. 4.23 A; Fig. 4.24

A).

Se observé un control de la progresion tumoral por parte de todos los
virus oncoliticos ensayados, si bien se detectaron diferencias significativas
en el grado de efecto antitumoral ejercido por los distintos virus. En
consonancia con los resultados obtenidos 7 vitro, los virus APIS-BH y
ADAPT-BH dieron lugar a un control muy significativo de la progresion
tumoral en comparacién al virus HUM-BH, tanto en el modelo PANC-1
como MIA PaCa-2 (Fig. 4.23 B-C; Fig. 4.24 B-C). Ademas en el modelo
PANC-1 los virus APIS-BH y ADAPT-BH mostraron mejor tendencia en
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Figura 4.23| Los virus APIS-BH y ADAPT-BH presentan una potente capacidad
oncolitica vivo en el modelo tumora PANC-1. A) Esquema representativo del disefio
experimental. B) Seguimiento de la progresion tumoral en tumores subcutineos PANC-
1. C) Imagnes representativas de los tumores ex-vivo 45 dias pos-tratamiento. D)
Cuantificacién ex-vivo del volumen tumoral 45 dias pos-tratamiento. E) Cuantificacién
ex-vivo del peso tumoral 45 dfas pos-tratamiento.

Scale bar 1 cm

En elos paneles D y E los asteristicos respresentan diferencias estaditicamente significativas respecto al
grupo salino.*p<0.05,**p<0,01, ***p<0,001.

Las almoadillas representan diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo de tratamiento

HUM-BH.#p<0,05, ##P<0,01.
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el control de la progresion tumoral, asi como en las dimensiones
tumorales a punto final, respecto a VCN-01. En MIA PaCa-2, el estudio
de los tumores a punto final no mostr6 diferencias entre los grupos de
tratamiento VCN-01, APIS-BH y ADAPT-BH; unicamente el grupo
ADAPT-BH mostré diferencias significativas respecto el grupo salino
tanto en peso como en tamafio tumoral punto final (Fig. 4.23 B-E; Fig.

424 B-E).
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Figura 4.24| Los virus APIS-BH y ADAPT-BH presentan una potente capacidad
oncolitica vivo en el modelo tumora MIA PaCa-2. A) Esquema representativo del
disefio experimental. B) Seguimiento de la progresién tumoral en tumores subcutaneos
MIA PaCa-2. C) Imdgnes representativas de los tumores ex-vivo 48 dfas pos-tratamiento.
D) Cuantificacién ex-vivo del volumen tumoral 48 dias pos-tratamiento. E)
Cuantificacién ex-vivo del peso tumoral 45 dias pos-tratamiento.

Scale bar 1 cm

En los paneles D y E los asteristicos respresentan diferencias estaditicamente significativas respecto al

grupo salino.*p<0,05, **p<0,01.
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A continuacion, los tumores extraidos fueron analizados histolégicamente.
En primer lugar, se estudiaron diferencias en los distintos grupos de
tratamiento en relacién al contenido de acido hialurénico. Tanto los
tumores PANC-1 como los tumores MIA PaCa-2 tratados con virus
armados con hialuronidasa de abeja (HUM-BH, APIS-BH y ADAPT-BH)
mostraron un menor contenido de acido hialurénico que aquellos tumores
tratados con VCN-01, corroborando asi el mayor potencial enzimatico de

la hialuronidasa de abeja frente a la humana (Fig. 4.25 A; Fig. 4.26 A),

Es interesante destacar el bajo nivel de acido hialurénico detectado en
tumores tratados con el virus HUM-BH. Teniendo en cuenta la escasa
capacidad de control de la progresiéon tumoral mostrada por el virus
HUM-BH, el bajo contenido de acido hialurénico detectado en los
tumores tratados con este virus sugiere una vida media de la enzima

hialuronidasa prolongada.

Por otro lado, mediante la tincién de Masson se analizé el nivel de
celularidad de los tumores. Los tumores PANC-1 tratados con APIS-BH
y ADAPT-BH mostraron una enorme reestructuracion de la masa
tumoral, con un grado de celularidad minimo y gran contenido en
colageno (Fig. 4.25 B), sugiriendo asi una accion sinérgica entre el virus y
el transgén. Los tumores MIA PaCa-2 no mostraron diferencias en el
grado de celularidad entre los distintos grupos de tratamiento (Fig. 4.26

B).
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Figura 4.25| Los tumores PANC-1 tratados con los virus APIS-BH y ADAPT-BH
presentan muy bajos niveles de acido hialurénico y de celularidad. A) El panel de
la izquierda muestra imagenes representativas del contenido de 4cido hialurénico de
tumores PANC-1 tras 45 dias pos-tratmiento. El grafico de la derecha muestra la
cuantificacion del area marcada con la proteina de unién a acido hialurénico (HABP). B)
El panel de la iquierda muestra imagenes representatitvas de la caracterizacioén histolégica
de tumores PANC-1 tras 45 dfas de tratamiento. El grafico de la derecha representa la
cuantificacion del grado de celularidad de los tumores en base a la tincién de Masson.
Scale bar 100um

Los  asteristicos  respresentan  diferencia  estaditicamente  significativas  respecto  al  grupo
salino.*p<0,05,**p<0,01.

Las almoadillas representan diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo de tratamiento
VCN-0T . #p<0,05, ##P<0,01.

E/ simbolo del ddlar representa diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo de tratamiento

HUM-BH. §p<0,05, $§P<0,01.
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Figura 4.26 | Los tumores MIA PaCa-2 tratados con los virus APIS-BH y ADAPT-
BH presentan niveles muy bajos de acido hialurénico. A) El panel de la izquierda
muestra imagenes representativas del contenido de 4cido hialurénico de tumores MIA
PaCa-2 tras 48 dfas pos-tratamiento. El grafico de la derecha muestra la cuantificacion
del area marcada con la proteina de union a acido hialurénico (HABP). B) El panel de la
izquierda muestra imagenes representativas de la caracterizacion histolégica de tumores
MIA PaCa-2 tras 48 dias de tratamiento. El grafico de la derecha representa la
cuantificacién del grado de celulariodad de los tumores en base a la tincién de Masson.
Scale bar 100um

Los asteristicos representan diferencia estadisticamente significativas respecto al grupo salino.*p<0,05.
Las almobadillas representan diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo de tratamiento

VCN-01 #p<0,05.

En conjunto, los resultados muestran como la modulaciéon de la

optimizacién del uso de codones de los transgenes armados en /afe en
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adenovirus oncoliticos puede favorecer una reparticion equilibrada de los
recursos traduccionales entre virus y transgén. Y de esta forma,
balanceando adecuadamente la capacidad replicativa viral y la expresion

del transgén, es posible alcanzar un mayor beneficio terapéutico global.

4.2.2.  Evaluaciéon del impacto del uso de codones
en el virus ADNuPARmEIA armado con

transgenes codificantes parala LmPDT

Durante las dltimas décadas se ha estudiado la aplicaciéon de la terapia
suicida basada en sistemas prodroga-enzima bioactivadora de prodroga
como estrategia antitumoral [190]. Esta estrategia se basa en el uso de
transgenes codificantes de enzimas capaces de convertir una prodroga en
un metabolito citotoxico [191], [192]. El sistema contempla la expresion
selectiva del transgén en las células tumorales, y por tanto la conversién
controlada de la prodroga, asi como la expansion del efecto citotoxico a

las células vecinas (efecto bystander) (Fig. 4.27) [193], [194].
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Figura 4.27| Representacion esquematica de la terapia suicida basada en

sistemas prodroga-enzima.

En este marco, y en colaboracion con el Dr. Jesus Fernandez (Universidad
Europea, Madrid), nos propusimos estudiar la recientemente descrita
enzima LzPDT [195] para desarrollar un nuevo sistema suicida, similar al
sistema PNP  (Purine Nucleoside Phosphorilase), ya patentado [196]. La
L#»PDT es una 2’-desoxiribosiltransferasa que se expresa de manera
natural en la Lesshmania mexicana y que cataliza la transferencia de la
fraccion 2’-desoxiribosil de un 2’-desoxinucleésido de purina donador a
una base purica libre. De esta forma, la enzima es capaz de liberar
analogos de base purica que ejercen un efecto citotoxico sobre las células.

En el presente estudio se ha utilizado el analogo de nucledsido 2-fluoro-
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2’desoxiadenosina (F-dAdo), que tras ser metabolizado por la L#PDT da
lugar a la 2-fluoroadenina (F-Ade). La F-Ade ejerce su actividad citotoxica

bloqueando la sintesis de ADN y ARN/proteina (Fig. 4.28) [197]—[199].

ARN ADN
AN AN
| |
F-ATP F-dATP
AN A
1
1 RR 1
F-ADP ---> F-dADP
AN
|
F-AMP
2-fluoro-2'- /?\
desoxiadenosina , APRT
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(F-dAdo)

NH; NH:
2-fluoroadenina

N ~ N, | (F-Ade)
C L PSP

N

" LmPDT o
o -——-> +
Ho nucledsido de BP
OH
+

base purica (BP)

Figura 4.28| Representacion esquematica de la actividad citotoxica derivada del
sistema suicida F-dAdo-LmPDT. RR: ribonucleotide reductase; APRT: adenine

phosphoribosyltransferase.

La vehiculizaciéon seclectiva de los sistemas suicida prodroga-enzima
bioactivadora permite alcanzar altas concentraciones del principio activo
en las células diana a la vez que se minimizan los efectos adversos del
tratamiento. Cuando los vectores usados son adenovirus oncoliticos se da

la posibilidad de que confluyan sinérgicamente la oncolisis adenoviral con
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el efecto citotoxico del sistema suicida, amplificando asi la potencia
antitumoral del tratamiento[190], [200]. En base a esto, nos propusimos la
generacion y evaluacion del virus AANuPARmETA armado con la enzima
L#»PDT bajo el control del MLP. El virus AANuPARmEIA es un
adenovirus oncolitico cuya oncoselectividad viene dada por el control de
la expresion del gen E7.4 a través secuencias SPS (sequence paired sites) de

respuesta a la via de NOTCH vy a través del promotor uPAR [201].

Considerando los resultados obtenidos hasta el momento en relacion al
impacto del uso de codones de los transgenes armados en /ate, evaluamos,
en primer lugar, el uso de codones del gen PDT (codificante para la
L»PDT) mediante un PCA (Fig. 4.29 A). Este analisis mostr6 para el gen
PDT un uso de codones similar al de los genes tardios del adenovirus,
aunque con un sesgo ligeramente mas pronunciado hacia codones GC3;
situandose el gen PDT en una posicién intermedia entre los genes
HUM_BH y APIS_BH para el componente principal 1 (PC1). Este
resultado sugiri6 asi que el gen L#PDT podria tener un impacto negativo

sobre la capacidad replicativa del virus.
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Figura 4.29| Estudio del uso de codones mediante PCA del gen PDT. A) Analisis
del uso de codones del gen PDT en relacion a los genes adenovirales y a los transgenes
previamente evaluados GFP_gpt, GFP_DEopt, GFP_Adapt1, hum_BH, apis_BH y PH20.

B) Analisis del uso de codones del gen PDT en relacion a los genes adenovirales y a los
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Dado que segun la bibliografia la L#PDT presenta una excelente

actividada enzimatica [195] y, basandonos en el uso de codones de los




transgenes con funciones similares yCD (yeast cytosine deaminase) y FUR1
(uracil phosphoribosyltransferase) [144], [202] utilizados en otros estudios
bajo el control del MLP (Fig 4.29 B), optamos por recodificar el transgén
mimetizando el uso de codones de la fibra, a fin de impactar en la menor
medida posible sobre el fitness viral. La recodificacion del gen PDT se
realiz6 mediante la herramienta on/ine COOL [203]. Para ello se introdujo
la secuencia del gen de la fibra adenoviral como referencia y se estipularon
los siguientes parametros a mimetizar: GC3%, uso de codones individual
y uso de codones contextualizado en la secuencia. La secuencia resultante
fue denominada PDT"_Adapt (Anexos 8.2.7 y 8.2.8). El analisis de CAI de
la nueva secuencia generada indicé una reduccion del grado de
optimizacién respecto a la secuencia original (Fig. 4.30 A). Asimismo, el
valor gobal de CAI del gen PDT_Adapt se situé por debajo de la media
del conjunto de genes virales tardios (Fig. 4.30 B). El nuevo analisis de
PCA mostr6 la colocalizacion de los genes de la fibra y de PDT_Adapt, de
acuerdo al redisefo de uso de codones llevado a cabo (Fig. 4.30C).
Finalmente, el analisis del UCA, en relacién a los genes adenovirales
tardios y los transgenes PH20 y GFP_Adapt1 como referencia no mostrd
ningun codoén particular susceptible de impactar en el fitness viral (Fig.

30D).
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Figura 4.30| El gen redisefiado PDT Adapt presenta un grado de optimizacion

mas moderado respecto al gen PDT, con un valor inferior de CAI y un contenido
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GC3 reducido. A) Comparaciéon de CAI a lo largo de la secuencia de los genes PDT,
PDT_Adapt y fibra adenoviral. Los valores de CAI de cada codén se muestran
suavizados para facilitar su interpretacion. Los valores numéricos corresponden al valor
global de CAI para cada uno de los genes. B) Estudio global del CAI de los genes PDT'y
fibra en relacién a los genes adenovirales. C) Estudio del uso de codones mediante PCA
de los genes PDTy PDT_ADAPT en relacién a los genes adenovirales y, particularmente
en relacion a la fibra. D) Analisis del UCA de los genes PDT'y PDT_Adapt en relaciéon a

los genes tardios adenovirales y a los transgenes PH20 y GFP_Adapt1.

Tras la caracterizaciéon bioinformatica del gen PDT_Adapt, generamos el
plasmido de expresion pcDNA3.1+_PDT_Adapt (Fig. 4.31 A) a fin de
comprobar que la recodificacién no habia afectado a la funcionalidad
enzimatica. A continuacién, transfectamos el plasmido en la linea celular
HEK?293T, 12h pos-transfeccion afiadimos la prodroga F-Ado, y 48h pos-
transfeccion analizamos la viabilidad celular mediante un ensayo MTT.
Como control utilizamos el mismo plasmido de expresion pero con la
secuencia original del gen (pcDNA3.1+_PDT) (Fig. 4.31 A). Los
resultados mostraron unos niveles de citotoxidad dosis-dependientes
similares para ambos plasmidos, con una ligera mayor citotoxicidad para el
plasmido pcDNA3.1+_PDT, de acuerdo al mayor grado de optimizacion
del gen PDT respecto al gen PDT__Adapt (Fig. 4.31 B).
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Figura 4.31| El gen recodificado PDT Adapt mantiene la funcionalidad
enzimatica A) Representacién esquemdtica de los plasmidos de expresion
pcDNA3.1+_PDT y pcDNA3.1+_PDT_Adapt. B) Citotoxicidad derivada del sistema
suicida con los genes PDT y PDT_Adapt analizados por ensayo MTT 36h pos-
tratamiento con F-dAdo (48h pos-transfeccién). El control se corresponde con células
control no transfectadas y tratadas con F-dAdo a 10 pM.

Los datos muestran 5 experimentos independientes.

Tras comprobar que la recodificacion no habia afectado a la funcionalidad
enzimatica, armamos el virus AANuPARmETA con sendas secuencias

para generar los virus PDT y PDT-ADAPT (Fig. 4.32).
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Figura 4.32| Representaciéon esquematica de los virus armados con transgenes

PDT. Los transgenes estan armados bajo el control del MLP en el esqueleto adenoviral

AdNuPARmE1TA.

A continuacion, a fin de analizar el impacto del uso de codones de los
transgenes sobre el fitness viral, infectamos células A549, PANC-1 y MIA
PaCa-2 con 10 PI/célula y, 72 hpi, determinamos las particulas virales
liberadas. En las tres lineas celulares, el virus PDT-ADAPT mostré una
significativa mayor capacidad replicativa, siendo este hecho de especial
relevancia en la linea A549, con 50 veces mas de particulas virales

liberadas por el virus PDT-ADAPT respecto al virus PDT (Fig. 4.33).
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Figura 4.33| El virus PDT_Adapt presenta mayor capacidad de produccion de
particulas virales respecto al virus PDT. Analisis mediante qPCR de los genomas
virales liberados al medio extracelular 72h pos-infeccién en células A549, PANC-1, MIA
PaCa-2.

En todos los casos las célnlas se infectaron con 10 1P/ célula.

Los datos muestran 5 experimentos independientes relativizados a los valores de PDT. **p<0.01

Asimismo, observamos una mayor capacidad citotoxica para en virus
PDT-ADAPT en las lineas A549 y MIA PaCa-2 (Fig. 4. 34 A,C). En
células PANC-1 (Fig. 4.34 B) no se observaron diferencias de
citotoxicidad entre los virus, probablemente porque estas células son muy
permisivas a la oncolisis viral, con valores de IC50 en torno a 0.015 PI.
Luego, probablemente sélo es posible detectar diferencias significativas en
la citotoxicidad cuando la comparaciéon se realiza con virus con un fitness
altamente impedido como el anteriormente observado con el virus HUM-

BH (Fig. 4.20 A).
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Figura 4.34 | El virus PDT_Adat presenta mayor capacidad citotéxica. Ensayo de
citotoxicidad de los virus PDT y PDT-ADAPT realizado en las lineas tumorales A549
(A), PANC-1 (B) y MIA PaCa-2 (C). Los paneles de la izquierda muestran las curvas de

viabilidad, y los de la derecha la dosis IC50. En todos los casos el ensayo de citotoxicidad

se realizo siete dias pos-infeccion.

Los resultados muestran la media de un minimo de 4 experimentos independientes. *p<0.05;

#49<(0,01

A continuacién, nos centramos en estudiar el beneficio terapéutico de la

combinacién de la actividad oncolitica con el sistema suicida. Para ello, en

primer término evaluamos la sensibilidad de la linea celular MIA PaCa-2 a
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la prodroga F-dAdo y al metabolito citotéxico F-Ade creciendo las células
en presencia de ambos compuestos a distintas concentraciones durante
48h. A continuacién, la sensibilidad se determiné mediante un ensayo
MTT. El analisis evidenci6 el perfil seguro la prodroga F-dAdo, con datos
de viabilidad superiores al 80% a dosis de hasta 10 pM. Por su parte, el
metabolito F-Ade mostré un gran efecto citotéxico, con datos de
viabilidad inferiores al 20% a dosis superiores a 2.5 uM (Fig. 4.35). En
base a estos resultados se seleccionaron las dosis de 2.5 uM y 5 uM  para

estudiar el sistema suicida en los virus PDT y PDT-ADAPT.
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Figura 4.35| Estudio de la sensibilidad de la linea celular MIA PaCa-2 a la
prodroga F-dAdo y al citotéstatico F-Ade. La viabilidad celular se determiné

mediante ensayo MTT tras 48h de incubacién con una baterfa de dosis de F-dAdo y F-
Ade.

Los resultados se muestran como la media TSEM de 5 experimentos independientes.

Para evaluar el efecto combinado de la terapia suicida y la actividad

oncolitica viral, disefamos dos pautas de tratamiento. En la primera pauta,
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infectamos células MIA PaCa-2 con 5 PI/célula. A las 4hpi realizamos un
cambio de medio y afladimos F-dAdo a 2.5 pM. Transcurridas 72 hpi,
evaluamos la viabilidad celular mediante un ensayo MTT (Fig. 4.36 A).
Con esta pauta de tratamiento y en ausencia de prodroga, el virus
PDT_Adapt present6 mayor citotoxicidad respecto al virus PDT, de
acuerdo a lo observado previamente. Sin embargo, en presencia de F-
dAdo, el virus PDT presenté mayor toxicidad, evidenciando asi un
notable efecto citotoxico derivado del sistema suicida y sugiriendo un
importante efecto bystander. Para el virus PDT_ADAPT, no se observaron
diferencias en presencia o ausencia de prodroga, sugiriendo un posible
enmascaramiento de la actividad del sistema suicida debido a la gran

capacidad replicativa del virus PDT (Fig. 4.36 B).
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Figura 4.36| Estudio de la citotoxicidad a corto plazo de los virus PDT y PDT-
ADAPT en combinacién con la prodroga F-dAdo. A) Esquema representativo del

disefio experimental. B) Determinacién de la viabilidad celular en células MIA PaCa-2
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infectadas 5 PI/célula de los virus PDT y PDT-ADAPT en presencia y ausencia de F-
dAdo.

Los resultados muestran 6 experimentos independientes. *p<0.05; **p<0.01

En la segunda pauta de tratamiento, infectamos células MIA PaCa-2 con
0.3 PI/célula. A continuacién, dejamos transcurtir 6 dias antes de afiadir la
prodroga a fin de amplificar ambos virus. Tras los 6 dfas pos-infeccion, se
afladi6 la prodroga F-dAdo a dosis de 2.5 uM y 5 uM y se dejé incubar
durante 72h. Transcurrido ese tiempo, la viabilidad celular se determiné

mediante un ensayo MTT (Fig. 4.37 A).

Esta pauta exacerbo las diferencias de citotoxicidad de ambos virus en
ausencia de prodroga subsecuente a la acumulacién de ciclos de
replicacion viral. Asi, el virus PDT mostré menor capacidad citotdxica

respecto al virus PDT_ADAPT atn en presencia de F-dAdo.

Por otro lado, con esta pauta disminuyeron las diferencias para virus PDT
en presencia y ausencia de F-dAdo. No obstante, la adicién de la prodroga
siguié mostrando en un efecto dosis-dependiente de incremento de la
citotoxicidad Por su parte, pese a que el resultado no mostrd significancia
estadistica, las células infectadas con el virus PDT-ADAPT y tratadas con
5 uM de prodroga, mostraron una ligera mayor citotoxidad que en la

condicién sin prodroga (Fig. 4.37 B).
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Figura 4.37| Estudio de la citotoxicidad a largo plazo de los virus PDT y PDT-
ADAPT en combinacién con la prodroga F-dAdo. A) Esquema representativo del
disefio experimental. B) Determinacién de la viabilidad celular en células MIA PaCa-2
infectadas 0.3 PI/célula de los vitus PDT y PDT-ADAPT en presencia y ausencia de F-
dAdo.

Los resultados muestran 6 experimentos independientes. *p<0.05; **p<0.01

En su conjunto, estos resultados evidencian la complejidad de los sistemas
suicidas vectorizados por adenovirus oncoliticos. A nivel terapéutico, los
resultados realizados hasta la fecha con los virus PDT y PDT-ADAPT no
son concluyentes, y derivan en la necesidad de estudiar en mayor
profundidad este sistema terapéutico, a fin de elucidar qué pauta de

tratamiento constituye la opcién mas efectiva.
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No obstante, se desmuestra una vez mas el efecto negativo sobre el virus
que tiene armar transgenes en /aze con un uso de codones excesivamente
optimizado. Asimismo, con este ultimo ejemplo de virus armado, se
sugiere que el efecto del uso de codones de transgenes controlados bajo el
MLP es independientemente del esqueleto viral utilizado y de la naturaleza
del transgén armado. Se evidencia as{ una vez mas, la necesidad de
modular el uso de codones de los trasgenes expresados en /afe a fin de
conseguir el equilibrio mas éptimo entre fitness viral y expresion de

transgén.
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5. Discusion

La creciente incidencia del cancer, junto con la eficacia limitada de los
abordajes antineoplasicos clasicos (quimioterapia, radioterapia y cirugia),
han conducido a aunar esfuerzos para desarrollar nuevas estrategias
terapéuticas que permitan mejorar el curso de la enfermedad. El desarrollo
de nuevas estrategias resulta especialmente necesario en casos como el
ADP, cuyas tasas de supervivencia son extremadamente bajas y han
experimentado escasas mejoras en las ultimas décadas [5]. Los farmacos
aprobados para el tratamiento del ADP como la gemcitabina, el nab-
paclitaxel o la terapia combinada FOLFIRINOX, se han asociado a
modestas mejoras en la supervivencia y a importantes efectos adversos
[21]-[23]. El microambiente tumoral del ADP, rico en factores
inmunosupresores como los linfocitos T reguladores, los macréfagos M2
o el TGFB, junto con el denso contenido estromal fibrético, limitan
enormemente la eficacia terapéutica de los tratamientos de quimioterapia e

inmunoterapia [31], [32], [36], [40], [41].

En este sentido, la viroterapia oncolitica ha despertado un interés

creciente en los dltimos afios, en gran medida, gracias a los avances en el
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entendimiento de la biologfa del cancer y de los virus, y al desarrollo de las
técnicas de edicion genética, que han permitido la manipulacién viral con
fines terapéuticos. La propiedad de auto-amplificaciéon de los virus
oncoliticos junto con su capacidad de expresar moléculas terapéuticas y su
potencial de estimulacién de la respuesta inmune antitumoral componen

los grandes atractivos de la viroterapia oncolitica [48], [49].

Los ensayos clinicos basados en el uso de virus oncoliticos han mostrado
resultados muy positivos en términos de seguridad [50], [51]—[53]. Sin
embargo, los resultados en términos de eficacia no han sido
suficientemente satisfactorios. Se requieren, pues, mejoras en la potencia
de los virus oncoliticos, a fin de que éstos puedan constituir una
alternativa terapéutica en la practica clinica habitual. Entre las distintas
estrategias para dotar a los virus de mayor eficacia, una de las mas
alentadoras consiste en armar los genomas virales con transgenes
terapéuticos que aporten beneficios adicionales en el microambiente
turmoral. Armando los virus oncoliticos, es posible abordar la accién
antitumoral del tratamiento desde dos frentes: mediante la actividad
oncolitica propia del virus, y mediante la accién terapéutica de los

transgenes [54]—[57], [60]—[63], [65], [66], [69], [74].

Sin embargo, armar el genoma viral con transgenes terapuéuticos puede
suponer diversos retos. En el caso de los adenovirus, ampliamente
utilizados en viroterapia oncolitica [50],[82],[83], debe considerarse la
capacidad limitada de empaquetamiento del genoma, lo cual obliga a
minimizar el espacio utilizado por los transgenes. Por otro lado, se ha
reportado que en ocasiones la incorporaciéon de transgenes puede entrar
en conflicto con la expresion de las proteinas virales y en consecuencia

disminuir la capacidad oncolitica de los virus [54], [141]-[140].
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A lo largo de esta tesis hemos querido contribuir a la optimizacion de la
estrategia de armar los adenovirus oncoliticos. Para ello, hemos estudiado
el impacto que tiene el uso de codones de los transgenes terapéuticos
sobre el fitness del virus y hemos disefiado una estrategia que permite
compatibilizar una buena actividad oncolitica con la expresiéon de los

transgenes armados.

5.1. El uso de codones de los transgenes
repercute de manera distinta en
funciéon de si estos se expresan en la
fase early o Iate del ciclo de

replicacion adenoviral.

Los adenovirus presentan un patrén de uso de codones particular. Los
genes reguladores tempranos (o earl)) tienen, en general, un perfil menos
optimizado, sesgado hacia codones AT3. Por su parte, los genes tardios (o
late) tienen, mayoritariamente, un patréon mas optimizado, sesgado hacia
codones GC3. El virus estarfa utilizando esta desviaciéon en su uso de
codones como mecanismo para optimizar el reparto de los recursos
traduccionales de la célula, y la modificacion de este patréon seria

susceptible de afectar negativamente al fizness viral [147].

Atendiendo a este hecho, y dada la dicotomia en el uso de codones de los
genes tempranos y tardios, en esta tesis hemos evaluado como impacta el

uso de codones de los transgenes armados en el genoma adenoviral en
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funcion de si éstos se expresan en la fase early o late del ciclo de replicacion

viral.

Asi, armamos dos transgenes con distinto grado de optimizacion, GFP_gpt
(CAI 0.962; GC3% 96.7) y GFP_DEgpr (CAI 0.809; GC3% 44.8) bajo el
control del promotor constitutivo CMV, a fin de expresarlos en la fase
temprana pos-infeccion o fase early. Por otro lado, armamos los mismos
transgenes bajo el control del MLP, como una forma mas de splicing
después del gen de la fibra, a fin de expresarlos en la fase tardia pos-

infeccion o fase /late.

La incorporaciéon de los transgenes en early no tuvo consecuencias sobre el
ciclo replicativo viral, independientemente del uso de codones del
transgén. Asi, se observo que la replicacion del genoma, la producciéon de
proteinas virales y la liberacion de nuevos viriones fue similar entre los
virus Adwt_GFP_opt_early y Adwt_GFP_DEopt_early. Asimismo, el

efecto citotéxico de ambos virus fue equivalente al del virus sin armar.

Estos resultados irfan en consonancia con el hecho de que en la fase
temprana del ciclo adenoviral se expresan fundamentalmente proteinas
con una funcién reguladora, y lo hacen de forma moderada [204],
compartiendo la maquinaria traduccional con los ARNm celulares
endogenos. Este escenario dejarfa margen a nivel de la economia celular
(entendiéndose como la distribucién de los recursos celulares -que son
finitos- entre los distintos genes) para co-expresar simultaneamente y sin
problemas un gen adicional que requiera de los mismos ARNts que los
genes virales, como es el caso del gen GFP_DEgpt. Por su parte, la
expresion, aunque mucho mas elevada, de genes como GFP_gpt tampoco

entrarfa en conflicto con la expresion de genes virales. Esto serfa asi ya
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que, tal y como se muestra en el PCA, el uso de codones del gen GFP_gpt
se diferencia claramente del uso de codones de los genes adenovirales
tempranos, luego se reduciria la posibilidad de competir por los mismos

ARNts.

En conclusion, en este escenario de expresion temprana, dado que el
grado de optimizacién de los transgenes se correlacionarfa con su grado
de expresion, y que el fitness viral no se verfa afectado en ningin caso, la
optimizacioén de los transges se presenta como una buena opcién a fin de
obtener la maxima expresion de transgén, y, en definitiva, el maximo

beneficio terapéutico.

Contrariamente al escenario ear/y, la incorporaciéon de transgenes en /late
supuso la afectacion del fimess viral de forma dependiente al uso de
codones. Asi, el adenovirus armado en /afe con el transgén GFP_DEopt
mostré un comportamiento equivalente al de los virus eary y al del
adenovirus sin armar; demostrandose que transgenes expresados en /ate
con un uso de codones sesgado hacia AT3, no impactarian sobre la
capacidad replicativa del virus. No obstante, igual que en el escenario ear/y,
la expresion del transgén desoptimizado resulté deficiente. Por su parte, el
adenovirus armado en /afe con el trasgén GEFP_gpt, mostré excelentes
niveles de expresion de GFP pero una capacidad replicativa reducida

derivada de una disminucién en la produccién de proteinas tardias.

A diferencia de lo que ocurre en la fase temprana pos-infeccion, en la fase
tardia el virus tiene bajo su control a la célula, ha replicado el ADN vy
explota la maquinaria traduccional de forma exclusiva. Esto le permite
producir a altos niveles las proteinas estructurales, necesarias para la

formacion de la nueva progenie viral [97], [117], [205]. La necesidad de
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producir el mayor nimero de proteinas posible en esta fase esta,
probablemente, relacionada con el hecho que, en su mayoria, las proteinas
tardias, a diferencia de las tempranas, presenten un uso de codones
optimizado, sesgado hacia codones GC3. Luego, la incorporacién de un
transgén ain mas optimizado (como GEFP_gp?), que haga un uso atn mas
intensivo de codones GC3, serfa susceptible de desencadenar un
fenémeno de competicion integénica por los recursos traduccionales. El
transgén altamente optimizado, con una alta capacidad de expresion, seria
susceptible de “secuestrar” recursos traduccionales como los ARNts, de
manera que privarfa de su uso a aquellos genes virales que también los
utilicen. Asi, observamos que la expresion del gen GFP_opt en late afecto
negativamente a la co-produccion de proteinas virales ricas en GC3 como

la pllla,la 17 o el penton, pero no ala fibra (pobre en GC3).

El fenémeno de competicién no se produciria en el caso de introducir un
transgén sesgado hacia codones AT3 (como GFP_DEup?), debido que su
uso de codones lo eximirfa de entrar en conflicto competitivo con los de
genes virales tardios. Esto serfa debido a que su expresién es menor, de
acuerdo a su mayor desoptimizacién, y/o a que utilizaria un conjunto de

ARNts distinto al de los genes virales expresados en esta fase.

No obstante, un escenario intermedio entre las dos situaciones /ate
mencionadas seria posible, tal y como se demuestra con el virus
Adwt_GFP_adapt_late. Este punto es importante en tanto que la
expresion de transgenes bajo el control del MLP reviste importantes
ventajas frente a la expresion en early. Entre las distintas ventajas destacan
la minimizacién del uso de espacio en el genoma sin necesidad de
reemplazar genes endogenos, la posibilidad se expresar agentes citotoxicos

o una mayor oncoselectividad en la expresion del transgén [133].
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Transgenes como GFP_Adapt1, con un uso de codones similar al de los
genes adenovirales tardios, no serfan capaces de sesgar el uso de recursos
a su favor — y en detrimento de los genes virales-, al tiempo que
presentarfan mejores niveles de expresion que aquellos transgenes mas
desoptimizados. Con otras palabras, un uso de codones similar entre el
transgén y los genes adenovirales supondria la misma capacidad
competitiva de todos los genes por los recursos traduccionales, luego

éstos serfan distribuidos en proporciones similares entre todos los genes.

Asi, el conjunto los resultados de los experimentos llevados a cabo con los

virus GFP sugerirfa tres escenarios para adenovirus armados en Jaze:

1- Transgenes con uso muy optimizado de codones
penalizarfan enormemente la capacidad replicativa del
virus, al tiempo que permitirfan una excelente expresion
del transgén.

2- Transgenes excesivamente desoptimizados no afectarfan
el fitness viral, pero su expresion podria resultar deficiente.

3- Transgenes con un uso de codones similar al de los genes
tardios adenovirales permitirfan obtener buenos niveles de

expresion, sin impactar excesivamente en el fizness viral.

Los escenarios observados con los virus GFP armados en /late serfan
compatibles con diversos estudios que evidencian que es necesario un uso
balanceado de codones para maximizar la eficiencia de produccion
proteica, y que el uso de codones de genes altamente expresados afecta la
eficiencia traduccional de todo el proteoma [147], [178], [206]-[210]. El
estudio llevado a cabo por I. Frumkin e a/. [178] evidencia que el uso de

codones de un gen no solo tiene efectos sobre el propio gen en cuestion,
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sino que también actda en #rans, es decir, que el uso de codones de un gen
afecta a la traducciéon de otros debido a la economia compartida. Los
autores muestran cémo la variacién en la frecuencia de un solo codén en
un pequeno conjunto de genes altamente expresados, es capaz de influir
en la sintesis de otras proteinas del sistema, especialmente de aquellas
codificadas con codones similares. Asi, el uso de codones no sélo modela
la expresion a nivel individual de los genes, sino la eficiencia de traduccion
proteica global de la célula. Asimismo, otros estudios evidencian que, en
tanto que los recursos disponibles son limitados, éstos tienen que
redistribuirse cada vez que nuevos genes son introducidos en la célula.
Dada la redistribucion de los recursos comunes, la sobreexpresion de un
gen puede disminuir la expresion de otros genes [207] y afectar la tasa de
crecimiento celular [208]. En esta misma linea, la sobre-expresion de
proteinas heterélogas puede conllevar el secuestro de factores de

traduccion como los ribosomas y los ARNt [209], [210],[178].

Dadas estas evidencias bibliograficas, es coherente pensar que la
competicion intergénica por los recursos traduccionales sea un fenémeno
extrapolable a la fase tardfa de una infeccién viral. Incluso, es razonable
pensar que esta situaciéon se dé de forma aun mas exacerbada en el
escenario viral, pues en la fase tardia pos-infeccién la produccion proteica
y la explotacién de recursos traduccionales alcanzan niveles maximos,

dificilmente reproducibles en ninguna otra situacién biolégica.
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5.2. Adaptar el grado de optimizacion de
los transgenes en adenovirus armados
en Jate se traduce en una mejor
respuesta terapéutica: el efjemplo de Ia

hialuronidasa

La hialuronidasa es una enzima cuya funcion es hidrolizar las moléculas de
acido hialurénico. Dado el alto contenido de acido hialurénico presente
en el estroma tumoral, la hialuronidasa reviste interés terapéutico a fin de
poder remodelar dicho estroma y hacer a las células tumorales mas
accesibles para los tratamientos [69], [189]. En este sentido, VCN
Biosciences ha desarrollado el virus VCN-01, un adenovirus oncolitico
que expresa bajo el control del MLP el transgén PHZ20 (codificante para
una hialuronidasa humana). Tomando este virus como referencia, y en
colaboracién con el Dr. Ramon Alemany, en esta tesis hemos estudiado el
uso de codones del transgén codificante para la hialuronidasa de abeja
(mas potente que la hialuronidasa humana) a fin de obtener un nuevo

virus terapéutico con eficacia antitumoral mejorada.

La interferencia de los transgenes altamente optimizados con el fitness
viral, cuando estos se expresan en la fase tardia del ciclo de replicacion del
virus, se observé también con el transgen hum_BH (CAI 0.958; GC3%
84.9). No obstante, fue posible rescatar al capacidad replicativa del virus
recodificando el transgén hum-BH hacia secuencias menos optimizadas:

apis_bb (CAT 0.732; GC%70.8) v adapt_bh (CAI 0.763; GC3% 65).
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En cuanto a la capacidad de expresion del transgén, observamos que, a
tiempos cortos pos-infeccion, las células infectadas con los virus HUM-
BH, APIS-BH y ADAPT-BH presentaron niveles de expresion de
hialuronidasa correlativos al grado de optimizacion de los transgenes. Asi,
las células infectadas con el virus HUM-BH expresaron mas hialuronidasa,
seguidas de las células infectadas con el virus APIS-BH y luego de las

células infectadas con el virus ADAPT-BH.

Sin embargo, tras varios ciclos de replicacion, y debido a las diferencias en
el fitness viral, la capacidad de expresion de hialuronidasa varié. Por una
parte, observamos que la expresion del transgén hum-bh se perdia, de
acuerdo con la capacidad replicativa deficiente del virus HUM-BH. Por
otra parte, observamos que las diferencias de expresiéon de hialuronidasa
mostradas a tiempos cortos entre los virus ADAPT-BH y APIS-BH se
dilufan tras varios ciclos de replicacion, reflejo de que el virus ADAPT-
BH mostré un ligero mejor fitness viral. Teniendo en cuenta que las
secuencias apis_BH y adapt BH solo difieren en un 2%, los resultados
reflejarfan la gran trascendencia del uso de codones de los transgenes
sobre el fitness viral; sugiriendo que pequefios cambios en el uso de
codones de los transgenes podrian suponer grandes repercusiones sobre el

fitness viral.

La importancia de mantener a lo largo del tiempo un balance adecuado de
produccion viral y de transgén a fin de optimizar el resultado terapéutico
se mostrd en los estudios zz vive. Tanto el virus APIS-BH como el virus
ADAPT-BH, mostraron, en contraposiciéon al virus HUM-BH, un buen
control de la progresion tumoral; demostrandose que el beneficio
terapéutico no estarfa supeditado a obtener la mayor expresion posible de

transgén, sino a balancear ésta con a una buena actividad oncolitica. Sélo

166



asi, resultarfa posible mantener los beneficios terapéuticos derivados tanto
de la oncolisis del virus como de la actividad del transgén a lo largo de los

ciclos de replicacion viral, y maximizar el beneficio terapéutico.

La mayor disminucién del contenido en acido hialurénico tumoral
mediada por los virus APIS-BH y ADAPT-BH, asi como la disminucién
del grado de celularidad de los tumores, se presentan como dos ventajas
terapéuticas de estos virus respecto al virus VCN-01. Dada la potente
actividad hidrolitica observada para los virus APIS-BH y ADAPT-BH, es
posible postular que podrian tener un mayor beneficio terapéutico
respecto al virus VCN-01 en un tratamiento concomitante con
quimioterapia, pues facilitarfan en mayor medida el acceso del tratamiento

a las células tumorales.

5.3. La relacion entre el uso de codones de
transgenes expresados en Jate y el
fitness adenoviral se postula como un

concepto universal

Los adenovirus oncoliticos ofrecen la posibilidad de expresar sistemas
suicidas de manera oncoselectiva, minimizando la afectacion de tejido
sano. La combinacién de oncolisis y citoxicidad mediada por sistemas de
prodroga-enzimas bioconvertidoras de prodroga suponen una atractiva
estrategia para abordar el tratamiento de tumores resistentes a los
tratmientos convencionales. En este sentido, y en colaboracién con el Dr.

Jests Fernandez, en esta tesis hemos estudiado el uso de codones del
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transgén codificante para la 2’desoxirribosilnucleésido transferasa de
Lezshmania mexicana (LwPDT) a fin de desarrollar un nuevo virus

terapéutico.

Los virus armados en /afe con los transgenes PDT y PDT _Adapt
mostraron una relaciéon inversa entre el grado de optimizaciéon del
transgén y la capacidad replicativa del virus, de forma similar a lo que
habfamos observado anteriormente con los transgenes para GFP y
hialuronidasa. Asi, el virus PDT, armado con el transgén PDT (CAI 0.790;
GC3% 76.3) presenté menor capacidad replicativa que el virus PDT-
ADAPT, armado con el transgén PDT__Adapt (CAL 0.727;, GC3% 37.2).

Dada la complejidad del sistema terapéutico abordado y aun habiendo
obtenido unos primeros resultados alentadores, no ha sido posible,
establecer qué uso de codones del transgén reporta mayor beneficio
terapéutico global. De hecho, a la luz de los resultados obtenidos, es
probable que un uso de codones intermedio entre los dos patrones
estudiados (PDT y PD1_Adap?) suponga la opcién mas plausible para
desarrollar un virus con un balance adecuado entre finess viral y expresion
de transgén. Asi, los resultados animan a profundizar en el estudio de este
virus terapéutico empleando como estrategia la adaptaciéon del uso de

codones del transgén codificante para la L#PDT.

En cualquier caso el ejemplo de los virus PDT nos ilustré de nuevo, con
un transgén y un esqueleto adenoviral completamente distintos, la relacion
existente entre el contenido GC3 del transgén y su impacto en el fitness
viral. Todos los estudios en los que comparamos virus armados con el
mismo transgén pero con distinto grado de optimizacién, mostraron que

cuanto mayor es el contenido en GC3 del transgén, mayor es su capacidad
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de expresion inicial y mayor es su impacto sobre el fitness viral. Cabe
mencionar que la correlacion inversa entre el CAI de los transgenes y el
fitness viral se mostré6 menos robusta, sugiriendo que el mejor parametro
de medida de la optimizaciéon para estudiar la compatibilidad de los

transgenes es su contenido en GC3 (Tabla 5.1).

El hecho que se observaran efectos similares con virus generados a partir
de distinto esqueletos virales (Adwt, ICO15K y AANuPARmE1A) y con
transgenes con diferencias de tamafio y funcién (GFP, hialuronidasa,
LmPDT) sugiere que el fenémeno de competicién intergénica por los
recursos traduccionales se darfa de forma universal en todos los

adenovirus armados en Jate.

Tamano 0

GFP_opt 0,962 96,7
GFP_DEopt "7 0,809 44,8
GFP_Adapt1 720 0,860 62,1

PH20 1476 0,716 35,8

hum_BH 1149 0,958 84,9

apis_BH 1149 0,732 70,8

adapt_BH 1149 0,763 65

PDT 468 0.790 76.3
PDT_Adapt 468 0,727 37,2

Tabla 5.1 Resumen del tamafio, el valor de CAI y el porcentaje GC3 de los

transgenes utilizados.
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La universalidad del concepto de la competicién intergénica en los
adenovirus armados en /afe la avalarfan también los adenovirus armados
en late que encontramos en la bibliografia; en tanto que el grado de
optimizacion de los transgenes se correlaciona con los datos de fizness viral
de la misma manera que muestran nuestros resultados. Asi, transgenes
como la firefly luciferasa [142], [143], la yCD [144], [145], l]a FURT [145], la
NTR [211] o p14FEAST [212], cuyos virus no presentan diferencias en el
fitness y/o la citotoxicidad repecto al virus parenteral, muestran en el PCA
un uso de codones similar al de los genes adenovirales tempranos. Por
otro lado, el PCA de transgenes como el ¢B/TE [64] o la TATS-TK [77],
que impactan moderadamente sobre el fizness viral cuando se expresan bajo
el MLP, revela que estos transgenes presentan un uso de codones mas
optimizado que los anteriores y similar al de los genes adenovirales
tardios. Finalmente los transgenes armados en /aze en el adenovirus NG-
641 en fase de ensayos clinico (INF, CXCL10, CXCL9) presentan un uso
de codones que abarca todo el espectro de los genes adenovirales

tempranos (Fig. 5.3).

La ausencia en la bibliograffa de resultados con virus armados con
transgenes altamente optimizados corroborarfa también, de forma
indirecta, nuestros resultados, dado que en muchos casos las publicaciones

cientificas presentan un sesgo que omite resultados negativos.
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adenovirus reportados en la literatura.
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En resumen, el conjunto de los resultados nos demuestra que existiria un
margen de patrones de uso de codones mas o menos amplio para el
disefio de adenovirus oncoliticos armados en /lafe. Este margen
comprenderfa un uso de codones con GC3% igual o inferior al de la
media de genes adenovirales tardios, que excluirfa patrones de uso de
codones mas optimizados que los genes adenovirales. Transgenes
armados en el genoma adenoviral y expresados en fase /ate, con GC3%
similares al de los genes virales tempranos no afectarfan, o lo harfan

minimamente, al fizness viral.

Por otro lado, los transgenes armados en el genoma adenoviral y
expresados en fase /ate que presenten un uso de codones similar al de los
genes adenovirales tardios afectarfan el fitness viral en una proporcion
inversa a su GC3%. No obstante, esta afectacion podria ser compensada
port el beneficio terapéutico que pueda reportar una mayor expresion del

transgén asociada a su mayor optimizacion (Fig. 5.2).

Asi dentro de este margen de contenido GC3, el grado de optimizacién en
cada caso debera ser matizado ad-hoc en funcién de la naturaleza del
transgén y de los intereses pro-virus o pro-transgén que prevalezcan para
obtener el mayor beneficio terapéutico. De este modo, transgenes cuyo
beneficio se obtuviera a dosis bajas, deberfan disefiarse con un uso de
codones sesgado hacia AT3 (similar al de los genes adenovirales
tempranos) a fin de minimizar al maximo el impacto sobre el fifness viral.
Por el contrario, transgenes cuyo aporte terapéutico dependiera de
grandes niveles de expresion deberfan disefiarse con un uso de codones

similar al del conjunto de genes adenovirales tardios.
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Figura 5.2 | Resumen grafico del impacto del uso de codones de transgenes

armados en el genoma adenoviral bajo el control del MLP.

Cabe considerar también que el aumento de la expresion de los transgenes
mediado por mecanismos independientes al uso de codones podtia tener
también un impacto negativo sobre el fitness viral. Asi, por ejemplo el uso
de aceptores de splicing mas potentes al utilizado en este trabajo, podrian
suponer un efecto similar al de la optimizacién, pues un aumento de las
moléculas de ARNm de transgén resultarfa en un aumento de la presion

competitiva del éste sobre los genes virales.

Por otro lado, es coherente pensar que transgenes con un uso de codones
muy sesgado hacia codones particulares podrian inducir un efecto
negativo sobre el virus (y sobre los propios tansgenes) sin necesidad de
que globalmente tuvieran un contenido muy elevado en GC3; pues, tal y
como apuntan algunos estudios un solo codén excesivamente utilizado

puede ser responsable del desequilibrio en el uso de los recursos
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traduccionales [178]. Asi, ademas de analisis del uso de codones relativo
por aminoacido (como los PCA ilustrados) deberfa también contemplarse
el UCA como parametro en el disefio de adenovirus oncoliticos armados.
En este sentido, estudios mas profundos sobre en dinaminsmo del poo/ de
ARNts en la condicién de infeccidon adenoviral podrian también ayudar a

matizar el impacto real del uso de cada codén particular.

En su conjunto, este trabajo alude a la necesidad de profundizar en el
estudio de modelos de expresion génica que contemplen la traduccion
simultainea de moléculas de ARNm, en lugar de focalizarse en la
traducciéon de un solo transcrito aislado [209], [210], [213]—[215]. Los
modelos de traducciéon simultaneos son especialmente necesarios en el
caso de genes altamente expresados — como serfan los genes virales-, en
tanto que el consumo de recursos es mayor [216]. Comprender la
expresion de los genes virales y los transgenes como un solo conjunto
pueden aportarnos valiosa informacién que nos permita en un futuro

maximizar la eficacia de la viroterapia oncolitica.
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6. Conclusiones

El uso de codones de los transgenes armados en adenovirus
tiene repercusiones distintas sobre el fizness viral en funcién de
si éstos se expresan en la fase temprana o en la fase tardia pos-
infeccién. Mientras que el uso de codones de los transgenes
expresados en la fase temprana pos-infeccion no afecta al
fitness viral, se observa una interferencia sobre la actividad del

virus cuando éstos se expresan en la fase tardfa.

El contenido GC3 de los transgenes expresados en la fase
tardia pos-infeccion se correlaciona directamente con el

impacto negativo que éstos refieren sobre el virus.

Transgenes controlados bajo el MLP con un contenido en
GC3 superior al del conjunto de los genes tardios adenovirales
(como GFP_gp/) impactan de manera negativa sobre la
expresion de proteinas estructurales y sobre la capacidad

replicativa del virus.
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Transgenes altamente optimizados expresados en la fase tardia
pos-infecciéon (como hum_BH), no son compatibles con una

buena tasa de oncolisis y una buena eficacia antitumoral.

La modulacién del contenido de GC3 de transgenes /ate
mimetizando a la media de genes adenovirales (como en el
caso de GFP_Adapt1 o adapt_BH), se postula como una buena
estrategia para obtener un balance 6ptimo entre oncolisis y
expresion de transgén; no obstante, cada caso debera
estudiarse de forma particular atendiendo a las caracteristicas

propias del transgén.

El conjunto de los resultados insta a incorporar el uso de
codones de los transgenes terapéuticos (en términos de uso
relativo y uso absoluto) como parametro a considerar en el

disefio de adenovirus oncoliticos armados.
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8. Anexo






8.1. Tablas

Tabla 1. Cebadores usados en qPCR

Set

Nombre del cebador

CMV_seq_Fw
CMV_seq_Rv
Fw_qPCR_EGFP
Rv_gqPCR_EGFP
Fw_qPCR_MONO
Rv_qPCR_MONO
AdHEXO1

AdHEXO2

S-albumin-qPCR

aS-albumin-qPCR

qPCR-hexon-Fw
qPCR-hexon-Rv
qPCR-fiber-Fw

qPCR-fiber-Rv

Secuencia (5> — 3%)

AGTACATCAATGGGCGTGGA
GCTTATATAGACCTCCCACC
AAGATCCGCCACAACATCGA
AACTCCAGCAGGACCATGTG
AGACACAACATTGAGGATGGAT
AACTCCAGGAGGACCATGTG
GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC

CAGCACGCCGCGGATGTCAAAG

GCTGTCATCTCTTGTGGGCTGT

GGCTATCCAAACTCATGGGAG

GTCTACTTCGTCTTCGTTGTC
TGGCTTCCACGTACTTTG
CTCCAACTGTGCCTTTTC

GGCTCACAGTGGTTACATT
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Tabla 2. Cebadores para la modificacién del plasmidos miRVec y pcDNA 3.1+ /N-HA

Set Nombre del cebador
Fw_BamHI _EGFP
Rv_EcoRI_EGFP
Fw_BamHI_pMONO-neo-GFP
Rv_EcoRI_pMONO-neo-GFP
Fw_BamHI_PDTadapt
Fw_ EcoRI _PDTadapt

*En negrita se muestran las colas con dianas de restriccion

Secuencia (5> — 3’)
TATGCGGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC
TATGCGAATTCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGC
TATGCGGATCCATGAGCAAGGGAGAAGAACTC
TATGCGAATTCTTACTTGTACAGCTCATCCATTCC
TATGCGGATCCATGCCTGCTCCAAAAACTATTTAC

TATGCGAATTCTTATGGAGTAAGATGATGTTCTAC
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Tabla 3. Cebadores para la modificacion de plasmidos segtin el sistema pAdZ

Set

Nombre del cebador
Fw_Ad_late_pMONO-neo-GFP

Rv_Ad_late_pMONO-neo-GFP
Fiber-GFP Fw

PDT Cola_late Fw

PDT Cola_lLate_Rv

E4 miARN cua Fw

E4 miARN cua Rv
RpsLN 3’ Fibra testar Fw
RpsLN 3’ Fibra testar Rv
Step 3/4 Fw

Step 3/4 Rv

Secuencia (5> — 3%)

CGTGTITATTTTTCAATIGGTACTAAGCGGTGATGTITCTGATCAGCCACCATGAGCAAGG
GAGAAGAACTC

GCAATCAAAAATGACTTIGAAATTTICIGCAATTGAAAAATAAAGTTTATIATTACTTGTAC
AGCTCATCCATTCC

CAATTGGTACTAAGCGGTGATGTTTCTGATCAGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGG

CGTGTITATTTITCAATTIGGTACTAAGCCGTGATGTTICIGATCAGCCACCATGCCCGCTCC
AAAGACC

GCAATCGAAAAATGACTTIGAAATTTICIGCAATTGAAAAATAAAGTTTATIATTACGGGGT
AAGGTGGTGC

GAAAACTACAATICCCAACACATACAAGTTACTCCGCCCTAACTTTTATTTTATCGAATCT
GC

CGTGGCGCGGGGCGTGGCGAACGCGGCCGGCGTCGACGTAGGTTACATTGATTATTGACTAG
ACTGCCAAAAGTAACATTGTCAGTCAAG

GATGAGCGTTTGGCTCGACAGG

CCAGAAACGAAAGCCAAAAA

TAATGAGGGGGTGGAGTTTG

*En cursiva se muestran las regiones correspondientes a las colas de honmologia
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Tabla 4. gBlocks® Gene Fragments

Nombre del gBlock®

Secuencia (5> — 3%)

GFP_Adaptl

TATGCGGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCG
ACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTT
CATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCA
GCAGGTACCCTGACCACATGAAGCAGCATGACTTCTTTAAATCTGCAATGCCAGAAGGTTATGTTCAGGAGAGGACA
ATCTTCTTTAAGGATGATGGAAATTATAAGACAAGGGCAGAAGTGAAGTTTGAAGGTGATACACTGGTTAACAGAA
TTGAGCTGAAAGGCATTGATTTTAAGGAAGATGGAAACATTCTGGGTCACAAGCTGGAGTACAACTATAATTCTCAC
AATGTTTACATTATGGCAGATAAGCAGAAGAATGGAATTAAGGTTAATTTCAAGATTAGACACAACATTGAGGATGG
ATCTGTCCAACTGGCAGACCATTACCAGCAGAACACCCCTATTGGTGATGGCCCAGTTCTCCTCCCAGATAATCACTA
TCTCCGCACTCAATCTGCTCTGTCCAAAGACCCTAATGAGAAAAGAGACCACATGGTCCTCCTGGAGTTTGTGACAGC
AGCAGGAATTACTCTGGGAATGGATGAGCTGTACAAGTAAGAATTCGCATA

GFP_Adapt2

TATGCGGATCCATGAGCAAGGGAGAAGAACTCTTTACTGGTGTTGTCCCAATTCTGGTTGAGCTGGATGGTGATGT
GAATGGCCACAAATTCTCTGTGTCTGGTGAAGGTGAAGGAGATGCAACTTATGGAAAGCTGACTCTGAAGTTCATTT
GTACAACAGGAAAGCTGCCAGTGCCTTGGCCAACTCTGGTGACCACCCTGACTTATGGTGTTCAATGTTTCAGCAGG
TACCCTGACCACATGAAGCAGCATGACTTCTTTAAATCTGCAATGCCAGAAGGTTATGTTCAGGAGAGGACAATCTTC
TTTAAGGATGATGGAAATTATAAGACAAGGGCAGAAGTGAAGTTTGAAGGTGATACACTGGTTAACAGAATTGAGC
TGAAAGGCATTGATTTTAAGGAAGATGGAAACATTCTGGGTCACAAGCTGGAGTACAACTATAATTCTCACAATGTT
TACATTATGGCAGATAAGCAGAAGAATGGAATTAAGGTTAATTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGT
GCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGA
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GCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCC
GGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAGAATTCGCATA

GFP_Adapt3

TATGCGGATCCATGAGCAAGGGAGAAGAACTCTTTACTGGTGTTGTCCCAATTCTGGTTGAGCTGGATGGTGATGT
GAATGGCCACAAATTCTCTGTGTCTGGTGAAGGTGAAGGAGATGCAACTTATGGAAAGCTGACTCTGAAGTTCATTT
GTACAACAGGAAAGCTGCCAGTGCCTTGGCCAACTCTGGTGACCACCCTGACTTATGGTGTTCAATGTTTCAGCAGG
TACCCTGACCACATGAAGCAGCATGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTC
TTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGC
TGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGT
CTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAATGGAATTAAGGTTAATTTCAAGATTAGACACAACATTGAGGATGGATCTG
TCCAACTGGCAGACCATTACCAGCAGAACACCCCTATTGGTGATGGCCCAGTTCTCCTCCCAGATAATCACTATCTCC
GCACTCAATCTGCTCTGTCCAAAGACCCTAATGAGAAAAGAGACCACATGGTCCTCCTGGAGTTTGTGACAGCAGCA
GGAATTACTCTGGGAATGGATGAGCTGTACAAGTAAGAATTCGCATA

Apis_mellifera

TTTCAATTGGTACIAAGCGCGTGATGTTTCTGATCAGCCACCATGTCTCGGCCTCTCGTGATCACGGAAGGGATGATGA
TTGGAGTGTTGCTAATGCTAGCCCCGATAAACGCGTTATTACTCGGCTTCGTACAGAGCACCCCCGACAACAACAAAA
CCGTACGGGAGTTCAACGTTTACTGGAACGTGCCCACCTTTATGTGCCATAAATACGGGCTACGGTTCGAAGAAGTA
TCGGAGAAATATGGTATTCTACAGAACTGGATGGATAAGTTTCGGGGCGAGGAGATCGCGATCCTTTACGACCCTG
GAATGTTCCCGGCGTTGCTGAAAGACCCGAATGGGAACGTGGTGGCGAGGAACGGCGGTGTCCCGCAACTGGGCA
ATCTCACCAAGCATCTGCAAGTATTTCGGGACCACTTGATCAATCAGATCCCGGACAAGTCGTTTCCCGGCGTGGGG
GTGATCGATTTCGAAAGTTGGAGGCCGATATTCAGACAGAACTGGGCCTCCCTCCAGCCTTACAAGAAACTGTCCGT
AGAGGTGGTTCGCCGTGAGCATCCGTTCTGGGACGATCAGAGGGTGGAGCAGGAGGCGAAACGAAGGTTCGAGA
AATACGGGCAGCTTTTCATGGAGGAGACGTTGAAAGCGGCGAAACGGATGAGGCCGGCCGCCAATTGGGGATACT
ACGCCTACCCTTATTGCTACAATCTGACGCCGAATCAGCCGAGCGCCCAATGCGAAGCGACCACCATGCAGGAGAAC
GATAAAATGTCGTGGCTGTTCGAGTCGGAAGACGTCCTCCTTCCGTCCGTTTACTTGAGATGGAATCTGACGAGCGG
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CGAAAGAGTGGGCCTGGTCGGTGGCCGCGTGAAGGAGGCGTTGAGAATAGCGAGGCAAATGACGACCAGCAGGA
AGAAGGTTCTACCATATTACTGGTACAAATATCAGGATCGAAGGGACACGGATTTGAGCAGGGCTGACCTCGAGGC
AACTTTACGAAAAATCACGGACCTCGGCGCCGACGGGTTCATCATTTGGGGAAGTTCCGACGATATAAACACGAAGG
CGAAGTGCCTACAATTCAGGGAATACCTGAACAACGAGTTGGGCCCTGCCGTTAAACGAATCGCGTTGAACAACAAC
GCGAACGATCGACTGACGGTGGACGTGAGCGTGGACCAAGTGTGATAATAAACTTIATTTTTCAATIGCAGAAAAT
TTCAAGTCATTT

Apis_mellifera_adapt

TTTCAATTGGTACTAAGCGGTGATGTTTCTGATCAGCCACCATGTCTCGGCCTCTCGTGATCACGGAAGGGATGATGA
TTGGAGTGTTGCTAATGCTAGCCCCAATAAACGCGTTATTACTCGGCTTCGTACAGAGCACCCCTGACAACAACAAAA
CCGTACGGGAGTTCAACGTTTACTGGAACGTGCCAACCTTTATGTGCCATAAATACGGGCTACGGTTCGAAGAAGTA
TCGGAGAAATATGGTATTCTACAGAACTGGATGGATAAGTTTCGGGGCGAGGAGATCGCTATCCTTTACGACCCTG
GAATGTTCCCTGCTTTGCTGAAAGACCCGAATGGGAACGTGGTGGCAAGGAACGGCGGTGTCCCCCAACTGGGCAA
TCTCACCAAGCATCTGCAAGTATTTCGGGACCACTTGATCAATCAGATCCCAGACAAGTCGTTTCCCGGCGTGGGGG
TGATCGATTTCGAAAGTTGGAGGCCCATATTCAGACAGAACTGGGCCTCCCTCCAGCCTTACAAGAAACTGTCCGTA
GAGGTGGTTCGCCGTGAGCATCCGTTCTGGGACGATCAGAGGGTGGAGCAGGAGGCAAAACGAAGGTTCGAGAAA
TACGGGCAGCTTTTCATGGAGGAGACGTTGAAAGCAGCAAAACGGATGAGGCCAGCTGCTAATTGGGGATACTACG
CCTACCCGTATTGCTACAATCTGACGCCGAATCAGCCCAGCGCTCAATGCGAAGCTACCACCATGCAGGAGAACGAT
AAAATGTCGTGGCTGTTCGAGTCGGAAGACGTCCTCCTTCCATCCGTTTACTTGAGATGGAATCTGACGAGCGGCGA
AAGAGTGGGCCTGGTCGGTGGCCGCGTGAAGGAGGCCTTGAGAATAGCAAGGCAAATGACGACCAGCAGGAAGA
AGGTTCTACCATATTACTGGTACAAATATCAGGATCGAAGGGACACGGATTTGAGCAGGGCTGACCTCGAGGCAAC
TTTACGAAAAATCACGGACCTCGGCGCTGACGGGTTCATCATTTGGGGAAGTTCCGACGATATAAACACGAAGGCTA
AGTGCCTACAATTCAGGGAATACCTGAACAACGAGTTGGGCCCTGCTGTTAAACGAATCGCTTTGAACAACAACGCT
AACGATCGACTGACGGTGGACGTGAGCGTGGACCAAGTGTGATAATAAACTTITATITITCAATIGCAGAAAATITC
AAGTCATIT
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PDT_Adapt TTTCAATTGGTACTAAGCGGTGATGTTTCTGATCAGCCACCATGCCTGCTCCAAAAACTATTTACATTGCCGGTCCAGC
TGTTTTTCACCCTGACAATGGAGAAGCCTATTACAACAATGTACGCGCATTGATGAAGGGTAAAGATGTTGTGCCTC
TTATACCAACTGACAACATTGCCACAGGAGCTGTTAACATAAGAAATAAAAATATTGACATGATACGCGCATGTGAT
GCTATTATAGCCGACCTATCTCCTTTTAGATCCAAAGAGCCCGATTGTGGCACCGCCTTTGAACTCGGCTATGCTGCC
GCCCTGGGTAAAGTGCTACTAACTTTTTCAACAGACACAAGACCGATGGTCGAAAAGTACGGGAGTGAAATGGCGG
ATGGCCTCTCAGTTGAAAACTTTGGTTTGCCCTTCAACCTAATGCTTCACGACGGAACCGATGTTTTTGATAGCTTTG
AGGCCGCATTTGCCTATTTTGTAGAACATCATCTTACTCCATAATAATAAACTTITATTTTTCAATTIGCAGAAAATITCA
AGTCATTTTTCATTCAGTAGTATAGCCCCACC

*Ein cursiva se muestran las regiones correspondientes a las colas de homologia
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Tabla 5. Anticuerpos utilizados en la técnica Western Blot

Anticuerpos primarios

Nombre del anticuerpo Casa Comercial

Anti- Adenovirus type 5
(dirigido contra la capside Abcam
adenoviral)

Anti-Adenovirus fiber trimer [246]

(dirigido contra la fibra adenovrial) GeneTex
Anti-GAPDH Merck Millipore
Anticuerpos secundarios
Polyclonal goat anti-rabbit DAKO

Tmmunoglobulin HRP-conjugated

Referencia

ADb6982

GTX23232

ABS16

P0260

P0448

Dilucion

1/1.000

1/1.000

1/10.000

1/2000

1/2.000

Condiciones de hibridacion

1Th TA

ON 4°C

1h ' TA/ ON 4°C

1Th TA

1Th TA
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Tabla 6. Resumen de las construcciones AdZ

Origen del fragmento

recombinante BAC original

miRVec_GFP_opt AdZ_Adwt_E4_rpsL-neo_ITR

AdZ_Adwt_E4_rpsL-neo_ITR
miRVec_GFP_DEopt
AdZ_Adwt_F_rpsl-neo_E4

gBlock® GFP_Adaptl AdZ_Adwt_F_rpsL-neo_E4

gBlock® Apis_mellifera AdZ_ICO15K_F_rpsL-neo_E4

gBlock®
Apis_mellifera_adapt AdZ_ICO15K_F_rpsL-neo_E4
DCDNA 3.1+/N-HA_PDT AdZ_AdNuPARmME1A F rpsL-
neo_E4
AdZ_AdNuPARmME1A F rpsL-

®
gBlock™ PDT_Adapt neo_E4

BAC resultante Adenovirus generado

AdZ_Adwt_E4_GFP_opt_ITR Adwt_GFP_opt_eatly

AdZ_Adwt_E4_GFP_DEopt_ITR Adwt_GFP_DEopt_early
AdZ_Adwt_F_GFP_DEopt_E4 Adwt_GFP_DEopt_late

AdZ_Adwt_F_GFP_Adapt_E4 Adwt_GFP_Adapt_late

AdZ_ICO15K_F_APIS_E4 APIS-BH
AdZ_ICO15K_F_APIS_ADAPT_E4 ADAPT-BH
AdZ_AdNUPARME1A_F PDT E4 PDT
AdZ_AdNUPARME1A_F_PDT_Adapt_E4 PDT-ADAPT
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8.2. Alineamientos de secuencias

8.2.1. Alineamiento nucleotidico de los genes GFP opty
GFP_DEopt

GFP opt ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGAC 60
GFP DEopt ---ATGAGCAAGGGAGAAGAACTCTTTACTGGTGTTGTCCCAATTCTGGTTGAGCTGGAT 57

kkkkkkkkkk Kk kk Kk kk Kk kk Kk kk Kk kk kkkkk kkkkkkkok

GFP opt GGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTAC 120
GFP_DEopt GGTGATGTGAATGGCCACAAATTCTCTGTGTCTGGTGAAGGTGAAGGAGATGCAACTTAT 117
Kk kk kK kk kkkkhkk Ak kkk khkkkhkk Kk kk Kkk Kk Kkk Kkhkkkk kK Kk
GFP_opt GGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACC 180
GFP_DEopt GGAAAGCTGACTCTGAAGTTCATTTGTACAACAGGAAAGCTGCCAGTGCCTTGGCCAACT 177

Kk KKKKKKKK KAKKKKKKKKK KKk KKk KKk *k KAKAKAK* *KkAk* H*Kkxk* *%

GFP_opt CTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAG 240
GFP_DEopt CTGGTGACCACCCTGACTTATGGTGTTCAATGTTTCAGCAGGTACCCTGACCACATGAAG 237

Kk KKKKKKKKKKKKAKK KKk KKk KKk KKk Kk KAhkAkk Kk Khkhkk KhAhAhAhAh KK

GFP_opt CAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTC 300
GFP_DEopt CAGCATGACTTCTTTAAATCTGCAATGCCAGAAGGTTATGTTCAGGAGAGGACAATCTTC 297

KhkKkKhK KhkKhkKhKK* KKk Kk KKk KhkAkk Khhkkk Kk Kk Khkkkkk Kk Kk KhAkKK

GFP_opt TTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTG 360
GFP_DEopt TTTAAGGATGATGGAAATTATAAGACAAGGGCAGAAGTGAAGTTTGAAGGTGATACACTG 357

Kk kkkkk kk kk Kk Kk kkkkk * kk kk kkkkkkkk Kkk Kk Kk Kk Kkkk

GFP_opt GTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCAC 420
GFP_DEopt GTTAACAGAATTGAGCTGAAAGGCATTGATTTTAAGGAAGATGGAAACATTCTGGGTCAC 417

Kk kkk Kk kk kkkkkkkk kkkkk Kkk kk Kkkkkk Kkk kk Kkkkkk Kkkkkk Kkkk

GFP_opt AAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAAC 480
GFP DEopt AAGCTGGAGTACAACTATAATTCTCACAATGTTTACATTATGGCAGATAAGCAGAAGAAT 477
- Kk hkkkhkkkkkkkkkkkk kk Kkhkhkkk kk kk kk kkkkk kk kokokokokokokkokkok
GFP_opt GGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCC 540
GFP_ DEopt GGAATTAAGGTTAATTTCAAGATTAGACACAACATTGAGGATGGATCTGTCCAACTGGCA 537
- Kk kk kkkkk kk KkhkkhkKk Ak K Kk kkkkkkkk Kk kkk Kk Kk kK kk kK
GFP_opt GACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCAC 600
GFP_DEopt GACCATTACCAGCAGAACACCCCTATTGGTGATGGCCCAGTTCTCCTCCCAGATAATCAC 597

Khkkkk Khkkhkkhkhhkhhkhhkhkhhhkx KKk **k KKk *hkkhkkk **k KKk K*k KKk K*k Kk K*k*

GFP_opt TACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTC 660
GFP_DEopt TATCTCCGCACTCAATCTGCTCTGTCCAAAGACCCTAATGAGAAAAGAGACCACATGGTC 657

* Kk KKk KkkKk Kk KKk Kk KKk Kk khkkhkKkhk Kk hAkhkk K kk kkkkkkkk Kk

GFP_opt CTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAA 720
GFP_DEopt CTCCTGGAGTTTGTGACAGCAGCAGGAATTACTCTGGGAATGGATGAGCTGTACAAGTAA 717

Kk kkkkkkkk Khkkkk kk kk kk kk kkkkk kk kkkkk kkkkkkkkkkkkkkok
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8.2.2. Alineamiento aminoacidico de los genes GFP opty

GFP_DEopt

EGFEP MVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPT 60
GFP DEOPT -MSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPT 59

R R R e 3

EGFEFP LVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTL 120
GFP DEOPT LVTITLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTL 119

R R R R R R R R R R R I S S S S

EGFEP VNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLA 180
GFP DEOPT VNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLA 179

B R R R R R R R R R I I S S S S

EGFEFP DHYQQONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK* 239
GFP DEOPT DHYQQONTPIGDGPVLLPDNHYLRTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK* 238

R R R R R S R I e R e e I I S I I S I I I e S e S S S e S

8.2.3. Alineamiento aminoacidico de los genes PHZ20 y

hum BH
PH20 MGVLKFKHIFFRSFVKSSGVSQIVFTFLLIPCCLTLNFRAPPVIPNVPFLWAWNAPSEFC 60
hum BH —————mmmmmmmmmmme e MSRPLVITEGMMIG--VLLMLAP--——-——— INALLLGFVQS 32
B * % * * % *
PH20 LGKFDEPLDMSLESFIGSPRINATGQGVTIFYVDRLGYYPYIDSITGVTVNGGIPQKISL 120
hum BH TPDN----- NKTVREFNVYWNVPTFMCHKYGLRFEEVSEKYGILONWMDKFRGEEIAILY 87
* * * *
PH20 QDHLDKAKKDITFYMPVDNLGMAVIDWEEWRPTWARNWKPKDVYKNRSIELVQQONVQLS 180
hum BH DPGMFPALLKDPNGNVVARNGGVPQLG---NLTKHLQVFRDHLI---=——=———=—=————— 128
- * * * *
PH20 LTEATEKAKQEFEKAGKDFLVETIKLGKLLRPNHLWGYYLFPDCYNHHYKKPGYNGSCFEN 240
hum_BH ————-NQIPDKSFPGVGVIDFESWRPIFRONWASLQPYKKLSVEVV-RREHPFWDDQRVEQ 183
* * *
PH20 VEIKRNDDLSWLWNESTALYPSIYLNTQQSPVAATLYVRNRVREAIRVSKIPDAKSPLPV 300
hum BH EAKRRFEKYGQLFMEETLKA------ AKRMRPAANWGYYAYPYCYNLTPN----QPSAQC 233
- * * kK %

PH20 FAYTRIVFTDQVLKFLSQDELVYTFGETVALGASGIVIWGTLSIMRSMKSCLLLDNYMET 360
hum BH EATTMQENDKMSWLFES-EDVLLPSVYLRWNLTSGE-RVGLVGGR---VKEALRIARQMT 288
- * * * % * * *
PH20 ILNPYIINVTLAAKMCSQVLCQEQGVCIRKNWNSSDYLHLNPDNFAIQLEKGGKEFTVRGK 420
hum_BH ————————— TSRKKVLPYYWY-—-——==—————— KYQDRRDTDLSRADLEATLRKITDLGA 327

* * * * kK



PH20 PTLEDLEQFSEKFYCSCYSTLSCKEKADVKDTDAVDVCIADGVCIDAFLKPPMETEEPQI 480

hum BH DGFIIWGSSDD----- INTKAKCLQFREYLNNEL---GPAVKRIALNNNANDRLTVDVSV 379
* * *

PH20 FYNASPSTLSA* 491

hum BH DQV*-------- 382

8.2.4. Alineamiento nucleotidico de los genes hum BH y

apis BH

hum BH ATGAGCAGACCCCTGGTGATCACCGAGGGCATGATGATCGGCGTGCTGCTGATGCTGGCC 60
apis BH ATGTCTCGGCCTCTCGTGATCACGGAAGGGATGATGATTGGAGTGTTGCTAATGCTAGCC 60

* kK Kk Kk Ak AAKAkAKAAAK Ak kk KAhkhkAkAkAkAkKk KAk Kkkk Kkhkkk Kkhkkkk Kk K

hum BH CCTATCAACGCCCTGCTGCTGGGCTTTGTGCAGAGCACTCCCGACAACAACAAGACCGTG 120
apis BH CCGATAAACGCGTTATTACTCGGCTTCGTACAGAGCACCCCCGACAACAACAAAACCGTA 120

kK kK KkkkKkKk * Kk Kk KAk KkAkKk KAk KAAKAAAAAKk KAAAAAAAAAKAAK KK KAk kK

hum BH CGCGAGTTTAACGTGTACTGGAACGTGCCCACCTTCATGTGCCACAAGTACGGCCTGCGC 180
apis BH CGGGAGTTCAACGTTTACTGGAACGTGCCCACCTTTATGTGCCATAAATACGGGCTACGG 180

Kk KKK AKk KAAKAAKN KAAKAKAAAKAAAAKAAAKAAAAK A, ), K hkhkhkhkhkkk, *%k * k) k%% **% *%

hum BH TTTGAGGAGGTGAGCGAGAAGTACGGCATCCTGCAGAACTGGATGGACAAGTTTCGCGGA 240
apis BH TTCGAAGAAGTATCGGAGAAATATGGTATTCTACAGAACTGGATGGATAAGTTTCGGGGC 240

kK kK Kk kK KAk KkKkKk KAk KAk KAk kk KAAkAAAAAAAAAAAK, KAk hkkKkkKk KK

hum BH GAGGAGATTGCCATCCTGTACGACCCTGGCATGTTTCCCGCTCTGCTGAAGGATCCCAAC 300
apis BH GAGGAGATCGCGATCCTTTACGACCCTGGAATGTTCCCGGCGTTGCTGAAAGACCCGAAT 300

KAkKkAKAKAAK Kk KAk k*k K hkhkhkhkhkhkhkhk)k*k K,k k) k)% *% *% KkhkKkKkKkkk kK kK K%k

hum BH GGCAACGTGGTGGCTCGCAACGGAGGCGTGCCTCAGCTGGGCAACCTGACCAAGCACCTG 360
apis BH GGGAACGTGGTGGCGAGGAACGGCGGTGTCCCGCAACTGGGCAATCTCACCAAGCATCTG 360

KkKk KAk KkAkKk KKK KK Kk KKKk KkKk KAk KAk KAk Kk Kkkhkkhkkhkkhkkhkkhkk kK Kkhkkhkkhkkhkkhkk K*kKk

hum BH CAGGTGTTTCGCGACCACCTGATCAACCAGATTCCCGACAAGAGCTTTCCCGGAGTGGGC 420
apis BH CAAGTATTTCGGGACCACTTGATCAATCAGATCCCGGACAAGTCGTTTCCCGGCGTGGGG 420

*k kk kkkkk kkkkkk kkkkkkk kkkkk kk kkkkkk *hkkkkkkk  kkkkk

hum BH GTGATCGACTTTGAGAGCTGGAGACCCATCTTTCGCCAGAACTGGGCTAGCCTGCAGCCC 480
apis BH GTGATCGATTTCGAAAGTTGGAGGCCGATATTCAGACAGAACTGGGCCTCCCTCCAGCCT 480

KAk kKA Ak kk K*k K*k Kkk Kkhkkkk *k Kk K% * KAk kK kK Kk kK kK * kK Kk Kk kK

hum BH TACAAGAAGCTGAGCGTGGAGGTGGTGCGCAGAGAGCACCCTTTCTGGGACGACCAGCGC 540
apis BH TACAAGAAACTGTCCGTAGAGGTGGTTCGCCGTGAGCATCCGTTCTGGGACGATCAGAGG 540

B R o Kk hkk AAk Ak Ak kA hkk Khkk * Khkhkkk K*k kAhkkhkhkkhkkkkkk K*k*x *

hum BH GTGGAGCAGGAGGCCAAGAGACGCTTTGAGAAGTACGGCCAGCTGTTCATGGAGGAGACC 600
apis BH GTGGAGCAGGAGGCGAAACGAAGGTTCGAGAAATACGGGCAGCTTTTCATGGAGGAGACG 600

R R R R I S Kk Kk kK Ak Ak hkhkk Ak hkhkk Ahkhkhkk KAhkhkhk Ak kkkk kKKK

hum BH CTGAAGGCAGCCAAGCGCATGAGACCTGCTGCCAACTGGGGCTACTACGCCTACCCTTAC 660
apis BH TTGAAAGCGGCGAAACGGATGAGGCCGGCCGCCAATTGGGGATACTACGCCTACCCTTAT 660

K*hkkk Ak Ak KAk kk KAhkhkhkk kk kk Ahkhkhkk KAhkhkhkk KAk hkhk kA kA Ak kk kK kKK
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hum BH TGCTACAACCTGACTCCCAACCAGCCCAGCGCCCAGTGCGAGGCCACTACCATGCAGGAG 720
apis BH TGCTACAATCTGACGCCGAATCAGCCGAGCGCCCAATGCGAAGCGACCACCATGCAGGAG 720

kkkhkhkhkk kK Khhkhkkk Kk kK Khhkkhkkk hkhkhkkhkhkkhkkk AkhkAkkk K Kk Kk kA AkkAkAhkkAk*

hum_ BH AACGACAAGATGAGCTGGCTGTTTGAGAGCGAGGACGTGCTGCTGCCCAGCGTGTACCTG 780
apis BH AACGATAAAATGTCGTGGCTGTTCGAGTCGGAAGACGTCCTCCTTCCGTCCGTTTACTTG 780

Kk kk Kk KKk kKK kkkkkkkk  kkk *k kkkkk kk kk kK *hkk  Kkk kK

hum_ BH CGCTGGAACCTGACCAGCGGCGAGCGCGTTGGACTGGTTGGAGGACGCGTGAAGGAGGCC 840
apis BH AGATGGAATCTGACGAGCGGCGAAAGAGTGGGCCTGGTCGGTGGCCGCGTGAAGGAGGCG 840

* kkkkk Khkkkhkk KAk AkhkKkKkk Kk kK Kk Kkkhkkkk Kkk Kk KkhkAkhkAhkk Ak Ak Kk kK

hum BH CTGAGAATTGCCAGACAGATGACCACTAGCCGCAAGAAGGTGCTGCCCTACTACTGGTAC 900
apis BH TTGAGAATAGCGAGGCAAATGACGACCAGCAGGAAGAAGGTTCTACCATATTACTGGTAC 900

K*hkhk Ak Ak k kk kk kk Khkhkhkk kk khkk Kk Kkhkhkkhkhkkk kk kk *k KkhkkkkkkkKk

hum BH AAGTACCAGGACAGACGCGACACCGACCTGAGCAGAGCCGACCTGGAAGCCACTCTGCGC 960
apis BH AAATATCAGGATCGAAGGGACACGGATTTGAGCAGGGCTGACCTCGAGGCAACTTTACGA 960

Kk kK Kk kKK * Kk kK kkkkk kK Kkhkhkhkhkhkk Kk khkkkk *k *k K¥kk K k%

hum BH AAGATCACCGACCTGGGAGCTGACGGCTTCATCATCTGGGGCAGCAGCGACGACATCAAC 1020
apis BH AAAATCACGGACCTCGGCGCCGACGGGTTCATCATTTGGGGAAGTTCCGACGATATAAAC 1020

Kk Ak hkhkk Ak hkhkk kk kk khkhkkk khkkkhkkhkkkk khkkkk K%k *hkkkkk kK KkkKk

hum BH ACCAAGGCCAAGTGCCTGCAGTTTCGCGAGTACCTGAACAACGAGCTTGGACCTGCCGTG 1080
apis BH ACGAAGGCGAAGTGCCTACAATTCAGGGAATACCTGAACAACGAGTTGGGCCCTGCCGTT 1080

Kk Ak kkk KAk khkkkkk ¥k k% * kk Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak hk kK Kk kK Kk kkkkkKk

hum BH AAGCGCATTGCCCTGAACAACAACGCCAACGACAGACTGACCGTGGACGTGAGCGTGGAC 1140
apis BH AAACGAATCGCGTTGAACAACAACGCGAACGATCGACTGACGGTGGACGTGAGCGTGGAC 1140

* Kk kk kk kK *hkkkkkkkkkkkk kkkkk khkkkkhkk  kkkkkkkkkkkkkkkkkk

hum BH CAGGTGTAA 1149
apis BH CAAGTGTGA 1149

* Kk kkkk Kk

8.2.5. Alineamiento nucleotidico de los genes apis BH y

adapt BH

apis BH ATGTCTCGGCCTCTCGTGATCACGGAAGGGATGATGATTGGAGTGTTGCTAATGCTAGCC 60
adapt BH ATGTCTCGGCCTCTCGTGATCACGGAAGGGATGATGATTGGAGTGTTGCTAATGCTAGCC 60

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak kA kA Ak Ak kA Ak Ak Ak k ok ok kK&

apis BH CCGATAAACGCGTTATTACTCGGCTTCGTACAGAGCACCCCCGACAACAACAAAACCGTA 120
adapt BH CCAATAAACGCGTTATTACTCGGCTTCGTACAGAGCACCCCTGACAACAACAAAACCGTA 120

Kk A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A A A A A A A A A Ak A hk Ak kA kA Ak Ak Ak kk ok kK&

apis BH CGGGAGTTCAACGTTTACTGGAACGTGCCCACCTTTATGTGCCATARATACGGGCTACGG 180
adapt BH CGGGAGTTCAACGTTTACTGGAACGTGCCAACCTTTATGTGCCATAAATACGGGCTACGG 180

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A, Ak A A A A A A A A A A kA A Ak Ak Ak Ak kk ok kK&
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apis_BH
adapt BH

apis_ BH
adapt BH

apis_BH
adapt BH

apis_BH
adapt_BH

apis_BH
adapt BH

apis_BH
adapt BH

apis_BH
adapt BH

apis_BH
adapt BH

apis_ BH
adapt BH

apis_ BH
adapt BH

apis_ BH
adapt BH

apis_ BH
adapt BH

apis_BH
adapt BH

apis_BH
adapt BH

apis_BH
adapt BH

TTCGAAGAAGTATCGGAGAAATATGGTATTCTACAGAACTGGATGGATAAGTTTCGGGGC
TTCGAAGAAGTATCGGAGAAATATGGTATTCTACAGAACTGGATGGATAAGTTTCGGGGC

LR R RS SRS S SRS S E RS R R R SRR SRR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RS

GAGGAGATCGCGATCCTTTACGACCCTGGAATGTTCCCGGCGTTGCTGAAAGACCCGAAT
GAGGAGATCGCTATCCTTTACGACCCTGGAATGTTCCCTGCTTTGCTGAAAGACCCGAAT

KA AAAAAAA A A, AAA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A, A, kk Ak kA kA kA kk kK k

GGGAACGTGGTGGCGAGGAACGGCGGTGTCCCGCAACTGGGCAATCTCACCAAGCATCTG
GGGAACGTGGTGGCAAGGAACGGCGGTGTCCCCCAACTGGGCAATCTCACCAAGCATCTG

KAAA A A A A A A KA, A A A A A A A A Ak Ak Ak hk Ak kkkhkkhkhk kA kA kA kA Ak kk ok kK%

CAAGTATTTCGGGACCACTTGATCAATCAGATCCCGGACAAGTCGTTTCCCGGCGTGGGG
CAAGTATTTCGGGACCACTTGATCAATCAGATCCCAGACAAGTCGTTTCCCGGCGTGGGG

KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A, Ak kA Ak Ak Ak kA kA kA k kK k

GTGATCGATTTCGAAAGTTGGAGGCCGATATTCAGACAGAACTGGGCCTCCCTCCAGCCT
GTGATCGATTTCGAAAGTTGGAGGCCCATATTCAGACAGAACTGGGCCTCCCTCCAGCCT

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A h, Ak hkhkhkhkhkhkkhkkkkhkkkkhkhkkkk ok ok ok ok ok ok ok k%%

TACAAGAAACTGTCCGTAGAGGTGGTTCGCCGTGAGCATCCGTTCTGGGACGATCAGAGG
TACAAGAAACTGTCCGTAGAGGTGGTTCGCCGTGAGCATCCGTTCTGGGACGATCAGAGG

KA A A A A A A A A A A A A A A A A kA Ak Ak Ak kA kA kA kA Ak Ak Ak Ak Ak Ak kA Ak Ak k ok kK

GTGGAGCAGGAGGCGAAACGAAGGTTCGAGAAATACGGGCAGCTTTTCATGGAGGAGACG
GTGGAGCAGGAGGCAAAACGAAGGTTCGAGAAATACGGGCAGCTTTTCATGGAGGAGACG

KA A A A A A A A A A A, Ah kA A A kA Ak Ak Ak kA Ak Ak kA kA Ak kA kA Ak kA Ak kA k ok ok k %

TTGAAAGCGGCGAAACGGATGAGGCCGGCCGCCAATTGGGGATACTACGCCTACCCTTAT
TTGAAAGCAGCAAAACGGATGAGGCCAGCTGCTAATTGGGGATACTACGCCTACCCGTAT

KA Ak A A Ak, Ak Ahkhk A A A Ak hk Ak hkhkhk *k *k ,hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkkx *%x%

TGCTACAATCTGACGCCGAATCAGCCGAGCGCCCAATGCGAAGCGACCACCATGCAGGAG
TGCTACAATCTGACGCCGAATCAGCCCAGCGCTCAATGCGAAGCTACCACCATGCAGGAG

khkkhkhkhkhkkhkkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkhkh hhkkhkhkhk hhkkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkk hhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

AACGATAAAATGTCGTGGCTGTTCGAGTCGGAAGACGTCCTCCTTCCGTCCGTTTACTTG
AACGATAAAATGTCGTGGCTGTTCGAGTCGGAAGACGTCCTCCTTCCATCCGTTTACTTG

B R R R R R R R R R I R S S S S

AGATGGAATCTGACGAGCGGCGAAAGAGTGGGCCTGGTCGGTGGCCGCGTGAAGGAGGCG
AGATGGAATCTGACGAGCGGCGAAAGAGTGGGCCTGGTCGGTGGCCGCGTGAAGGAGGCC

R R R R R R R R R R R R R I e S S S

TTGAGAATAGCGAGGCAAATGACGACCAGCAGGAAGAAGGTTCTACCATATTACTGGTAC
TTGAGAATAGCAAGGCAAATGACGACCAGCAGGAAGAAGGTTCTACCATATTACTGGTAC

KAKKAKAKAKAKAKAA AKX A A AR A A A A A A A A A A AR A A A A A AR A AR A A A A AR A A A A A A A A A A A A kK

AAATATCAGGATCGAAGGGACACGGATTTGAGCAGGGCTGACCTCGAGGCAACTTTACGA
AAATATCAGGATCGAAGGGACACGGATTTGAGCAGGGCTGACCTCGAGGCAACTTTACGA

KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A A Ak kA Ak Ak * K,k k

AAAATCACGGACCTCGGCGCCGACGGGTTCATCATTTGGGGAAGTTCCGACGATATAAAC
AAAATCACGGACCTCGGCGCTGACGGGTTCATCATTTGGGGAAGTTCCGACGATATAAAC

B R R R R R R R R R R R 3

ACGAAGGCGAAGTGCCTACAATTCAGGGAATACCTGAACAACGAGTTGGGCCCTGCCGTT
ACGAAGGCTAAGTGCCTACAATTCAGGGAATACCTGAACAACGAGTTGGGCCCTGCTGTT

KAKAKAKAKAK K, A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A Ak kA khh,k* * Kk

240
240

300
300

360
360

420
420

480
480

540
540

600
600

660
660

720
720

780
780

840
840

900
900

960
960

1020
1020

1080
1080
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apis BH AAACGAATCGCGTTGAACAACAACGCGAACGATCGACTGACGGTGGACGTGAGCGTGGAC 1140
adapt BH AAACGAATCGCTTTGAACAACAACGCTAACGATCGACTGACGGTGGACGTGAGCGTGGAC 1140

KA AKAAAAAAA A, AAAAAAA A A A A A, Ak A A A A A A A A A A Ak Ak Ak Ak Ak kA kA k kK k

apis BH CAAGTGTGA 1149
adapt BH CAAGTGTGA 1149

Kk Kk kK kKKK

8.2.6. Alineamiento aminoacidico de los genes codificantes

para la hialuronidasa de abeja

hum BH MSRPLVITEGMMIGVLLMLAPINALLLGFVQSTPDNNKTVREFNVYWNVPTFMCHKYGLR 60
apis BH MSRPLVITEGMMIGVLLMLAPINALLLGFVQSTPDNNKTVREFNVYWNVPTFMCHKYGLR 60
adapt BH MSRPLVITEGMMIGVLLMLAPINALLLGFVQSTPDNNKTVREENVYWNVPTFMCHKYGLR 60

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

hum BH FEEVSEKYGILONWMDKFRGEEIAILYDPGMFPALLKDPNGNVVARNGGVPQLGNLTKHL 120
apis BH FEEVSEKYGILONWMDKFRGEEIAILYDPGMFPALLKDPNGNVVARNGGVPQLGNLTKHL 120
adapt BH FEEVSEKYGILONWMDKFRGEEIAILYDPGMFPALLKDPNGNVVARNGGVPQLGNLTKHL 120

R R R R R R R R R R R I R I S S S S

hum BH QVFRDHLINQIPDKSFPGVGVIDFESWRPIFRONWASLQPYKKLSVEVVRREHPFWDDQR 180
apis_ BH QVFRDHLINQIPDKSFPGVGVIDFESWRPIFRONWASLQPYKKLSVEVVRREHPFWDDQR 180
adapt BH QVFRDHLINQIPDKSFPGVGVIDFESWRPIFRONWASLQPYKKLSVEVVRREHPFWDDQR 180

R R R R R R R R I I S S S S

hum BH VEQEAKRRFEKYGQLFMEETLKAAKRMRPAANWGYYAYPYCYNLTPNQPSAQCEATTMQE 240
apis_ BH VEQEAKRRFEKYGQLFMEETLKAAKRMRPAANWGYYAYPYCYNLTPNQPSAQCEATTMQE 240
adapt BH VEQEAKRRFEKYGQLFMEETLKAAKRMRPAANWGYYAYPYCYNLTPNQPSAQCEATTMQE 240

ok kK ok ok ko ok k ko ok k ok ok ok k ok k ko ok ko ok ok ko ok ok ok ok ok k ok ok ok ko ok k ok ok ok k ok ok ok ok ko k ok ok k kK
hum_BH NDKMSWLFESEDVLLPSVYLRWNLTSGERVGLVGGRVKEALRIARQMTTSRKKVLPYYWY 300

apis BH NDKMSWLFESEDVLLPSVYLRWNLTSGERVGLVGGRVKEALRIARQMTTSRKKVLPYYWY 300
adapt BH NDKMSWLFESEDVLLPSVYLRWNLTSGERVGLVGGRVKEALRIARQMTTSRKKVLPYYWY 300

khkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

8.2.7. Alineamiento nucleotidico de los genes PDT y

PDT _Adapt

PDT ATGCCCGCTCCAAAGACCATCTACATTGCCGGCCCCGCTGTGTTCCACCCCGACAACGGC 60
PDT_Adapt ATGCCTGCTCCAAAAACTATTTACATTGCCGGTCCAGCTGTTTTTCACCCTGACAATGGA 60

Khkkkk khkkkkkhkkk Khk Kk Kkkkkkhkkkkkhkkk Kkk kkhkkkk kk Khkkhkkk Kkkkkk Kkk
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PDT GAGGCGTACTACAACAATGTACGTGCACTGATGAAGGGGAAGGATGTGGTACCACTCATT 120
PDT Adapt GAAGCCTATTACAACAATGTACGCGCATTGATGAAGGGTAAAGATGTTGTGCCTCTTATA 120

kk kk kk kkkkkkkkkkkkkk kkk kkkkkkkkkk Kk kkkkk kk Kk kk Kk

PDT CCAACGGACAACATCGCCACCGGCGCAGTGAACATCCGCAACAAGAACATTGACATGATC 180
PDT Adapt CCAACTGACAACATTGCCACAGGAGCTGTTAACATAAGAAATAAAAATATTGACATGATA 180

kkkkk kkkkkkkk Kkkkkk Kk kk Kk kkkkk * kKk Kk kK Khkkhkkhkkkkkk

PDT CGGGCGTGCGACGCCATCATCGCCGACCTCTCCCCGTTCCGCTCCAAGGAGCCCGACTGC 240

PDT Adapt CGCGCATGTGATGCTATTATAGCCGACCTATCTCCTTTTAGATCCAAAGAGCCCGATTGT 240
B kok kk Kk kk kk Kk kk kkkkkkkk kk kk Kk Kk Kkkkk kkkkkkkk kK

PDT GGAACCGCCTTCGAGCTCGGCTACGCGGCGGCGCTCGGGAAGGTCCTGCTGACTTTTTCC 300

PDT_Adapt GGCACCGCCTTTGAACTCGGCTATGCTGCCGCCCTGGGTAAAGTGCTACTAACTTTTTCA 300
ko kkkkkkkk Kk kkkkkkkk kk Kk Kk KKk Kk Kk KKk Kk Kk KkkkkkKk*

PDT ACTGACACGCGGCCCATGGTGGAAAAATACGGTAGTGAGATGGCAGATGGCCTTTCCGTC 360
PDT_Adapt ACAGACACAAGACCGATGGTCGAAAAGTACGGGAGTGAAATGGCGGATGGCCTCTCAGTT 360

Kk KKKk KK K KKk KKKk KK KKKKK KKKKK KKKKK KKKAKK KAKKKKKK KK K%

PDT GAGAACTTTGGACTGCCGTTCAACCTAATGCTGCACGACGGAACGGACGTGTTCGATTCC 420
PDT Adapt GAAAACTTTGGTTTGCCCTTCAACCTAATGCTTCACGACGGAACCGATGTTTTTGATAGC 420

ko Kok ok ok Kok Kok hkkk Khkkhkkhkhhkkhhkkhhkkhk *hhkkhhkkhhkkhkkx **k K%k **k Kk* *

PDT TTTGAGGCCGCCTTTGCCTATTTCGTTGAGCACCACCTTACCCCGTAA 468
PDT Adapt TTTGAGGCCGCATTTGCCTATTTTGTAGAACATCATCTTACTCCATAA 468

kkkkkkkkkkk hkkkkkkkkkk *k Kk Kkk Kk Kkkkkk Kkk kk*k

8.2.8. Alineamiento aminoacidico de los genes PDT y

PDT _Adapt

PDT MPAPKTIYIAGPAVFHPDNGEAYYNNVRALMKGKDVVPLIPTDNIATGAVNIRNKNIDMI 60
PDT Adapt MPAPKTIYIAGPAVFHPDNGEAYYNNVRALMKGKDVVPLIPTDNIATGAVNIRNKNIDMI 60

khkkhkkhkhkkhhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

PDT RACDAIIADLSPFRSKEPDCGTAFELGYAAALGKVLLTFSTDTRPMVEKYGSEMADGLSV 120
PDT Adapt RACDAIIADLSPFRSKEPDCGTAFELGYAAALGKVLLTFSTDTRPMVEKYGSEMADGLSV 120

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A kA A A Ak Ak Ak kA kA Ak Ak Ak Ak kA kk ok kK&

PDT ENFGLPFNLMLHDGTDVEFDSFEAAFAYFVEHHLTP* 155
PDT Adapt ENFGLPFNLMLHDGTDVFDSFEAAFAYFVEHHLTP* 155

R R R R R e R R R R R R R R R R
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