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Resumen

El virus Mixoma infecta a diferentes especies de conejos dando lugar a una infeccion conocida como
mixomatosis. Esta afeccién, letal en la mayoria de los casos, plantea un problema tanto a nivel econémico
como medio ambiental. Las vacunas actuales frente a la mixomatosis presentan diversas carencias lo que
implica que sea necesaria una investigacion mas amplia de los mecanismos de actuacion viral y de la
interaccion entre este virus y su hospedador. Actualmente la investigacién se encuentra dirigida al
desarrollo de plataformas heterélogas de vacunacién para las cuales, es necesario un conocimiento mas
exhaustivo del genoma viral. El estudio de las proteinas sintetizadas por el virus Mixoma, sobre todo
aquellas implicadas en la formacion del virion y con cierto grado de homologia con virus méas estudiados
como el virus Vaccinia, puede ser un primer paso para afrontar esta cuestion. Para ello es interesante la
expresion heteréloga de proteinas virales como la codificada por el gen M102-L. Este enfoque permite
ademas la sintesis de la proteina de interés por medio de la union a particulas similares a virus mediante
sistemas baculovirales recombinantes. En el presente trabajo se tratara de aplicar este planteamiento a la
sintesis de la proteina codificada por el gen M102L unida al dominio S de la proteina VVP1 del virus de la
enfermedad hemorragica del conejo. La estrategia a seguir se basara en la construccién de un plasmido
recombinante que permita la transfeccion en células de insecto mediante el sistema de expresion génica de
baculovirus recombinantes. Logrando asi la sintesis de particulas similares a virus unidas a la proteina de
interés en sistemas de expresion heterélogos.

Abstract

The Myxoma virus from the Poxviridae family infects different rabbit species, resulting in an infection
known as myxomatosis. This condition, lethal in most cases, poses both economic and environmental
problems. The current vaccines against myxomatosis have various shortcomings, necessitating more
extensive research into the viral mechanisms and interactions between this virus and its host. Presently,
research is focused on developing heterologous vaccination platforms, which require a more comprehensive
understanding of the viral genome. Studying the proteins synthesized by the myxoma virus, especially those
involved in virion formation and with some degree of homology to better-studied viruses like the vaccinia
virus, can be a first step in addressing this issue. For this purpose, the heterologous expression of viral
proteins such as the one encoded by the M102L gene is of interest. This approach also allows the synthesis
of the protein of interest by means of attaching it to virus-like particles through recombinant baculoviral
systems. In the present work, this approach will be applied to the synthesis of the protein encoded by the
M102L gene linked to the S domain of the VVP1 protein from the rabbit hemorrhagic disease virus. The
strategy to be followed will be based on the construction of a recombinant plasmid that enables transfection
into insect cells through the recombinant baculovirus gene expression system, thus achieving the synthesis
of virus-like particles attached to the protein of interest in heterologous expression systems.
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1. INTRODUCCION

El Virus Mixoma

El virus del mixoma (MYXV) es un miembro del género Leporipoxvirus, subfamilia
Chordopoxvirinae y familia Poxviridae. Como todos los miembros de esta familia, posee un
genoma de ADN lineal de doble cadena con repeticiones invertidas terminales (TIRs) y bucles de
horquilla cerrados covalentemente en cada extremo (Figura A). Su genoma se encuentra
contenido dentro de un virion en forma de ladrillo, y la replicacion viral ocurre inicamente en el

citoplasma de las células infectadas (Figura A), [2].
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Figura A. Mapa genomico lineal del virus mixoma. Los rectangulos indican pautas abiertas de lectura (ORFs) y su
color su posible funcion. ORFs de funcién desconocida en negro, ORFs con potencial immunoregulador o funciones
de rango de hospedador, ORFs involucrados en funciones constitutivas en rojo y aquellos ORFs estructurales o
involucrados en la morfogénesis o modificacion de proteinas en amarillo. Los genes transcritos hacia la izquierda se
muestran debajo de la linea, y los transcritos hacia la derecha, encima de la linea. Las secuencias de repeticion
invertida terminal (TIR) estan delimitadas por flechas en cada extremo del genoma [2].



Figura B. Micrografias electrénicas del virus mixoma. Ay B muestran los dos tipos de particulas observadas. (A)
Particula de virus en la que la tincion no ha penetrado, (B) particula en las que la tincion ha penetrado [3].
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Figura C. Esquema de la estructura del virion del MYXV [4].

El virus mixoma infecta a diversas especies de conejos, lo que resulta en una sintomatologia
variada. Por ejemplo, causa una infeccién leve y benigna en su huésped natural, el conejo
norteamericano (Sylvilagus californicus), pero desencadena una rapida enfermedad sistémica e
infeccion letal conocida como mixomatosis en conejos europeos (Oryctolagus cuniculus), con

tasas de mortalidad que pueden alcanzar practicamente el 100%. [5]

La mixomatosis fue observada por primera vez en conejos de laboratorio en 1896 por Giuseppe
Sanarelli en Montevideo, Uruguay [5]. Histéricamente, el virus mixoma, destaca por su papel en
la plaga de conejos en el continente Australiano. Entre 1859 y 1930, la poblacion de conejos
europeos en esta zona aumentd de manera exponencial. Esta expansion se origind a partir de un
pequefio nimero de parejas reproductoras iniciales que habian sido introducidas tras la
colonizacion. Como resultado, los conejos se extendieron por todo el continente, alcanzando una
poblacion estimada de aproximadamente tres mil millones [6]. En 1936 dado que el MY XV tenia
una tasa de mortalidad del 99.5% en el conejo europeo, se sugirié como un posible medio para
controlar esta poblacion de conejos. Se estima que unos 400 millones de conejos fallecieron en
tan solo un afio, y en menos de una década, la poblacion de conejos silvestres se redujo en un 95%



[5]. Sin embargo la cepa original, que presentaba una tasa de letalidad muy alta, fue rapidamente
reemplazada por cepas con tasas de letalidad del 70 al 95% alcanzando incluso valores menores
del 50% estableciéndose una convivencia entre ambas especies [7], [8], [9], [10].

La enfermedad producida por este virus, la mixomatosis, se caracteriza por causar una
conjuntivitis progresiva y secreciones en las mucosas. La infeccion suele durar entre 10 y 14 dias
hasta que el sistema inmune colapsa. El virus mixoma se propaga a través de vectores artrépodos,
siendo los mosquitos los principales transmisores [5]. El virus infecta solo a conejos y liebres
europeas marrones y no es patogénico en ningun otro huésped probado aparte de los lagomorfos.
Sin embargo, el MY XV puede replicarse en células en cultivo de muchas especies, incluidas la

mayoria de las células cancerosas humanas, que son particularmente permisivas para el MYXV

[5], [11].

Por un lado, el MY XV esta ganando mas interés desde el punto de vista terapéutico, ahora que se
ha demostrado que tiene un gran potencial para el tratamiento de ciertas enfermedades de base
inflamatoria y cancer en humanos. Esto se debe entre otras cosas, a que cuenta con una amplia
cantidad de genes que codifican proteinas immunoreguladoras, algunas de estas proteinas son
especificas de conejo, mientras que otras son capaces de reconocer dianas de otros hospedadores,
como raton o humano. Estas secuencias se encuentran preferentemente localizadas cerca o en los
TIRs. Ademas el MY XV presenta gran potencial como candidato a virus oncolitico tanto contra
canceres murinos en hospedadores de ratones inmunocompetentes, como contra canceres

humanos xenotransplantados en ratones inmunodeficientes [12].

Por otro lado, el MY XV es un excelente agente de control de plagas en sitios estratégicos. El uso
del MY XV como agente de control bioldgico ha contribuido a convertirlo en un modelo de estudio
del sistema virus/hospedador [6]. A su vez, los conejos, juegan un papel fundamental tanto como
mascotas o animales de laboratorio como también en la economia como fuente de alimento y de
biodiversidad. En la cunicultura, donde son criados tanto para consumo humano como para
investigacion, el MYXV representa una amenaza considerable. El desarrollo de estrategias de
vacunacion seguras es fundamental para proteger estas poblaciones y mantener su produccion
sostenible ademas de intentar lograr un diagndstico rapido y fiable de la enfermedad. Destaca en
este sentido la necesidad de lograr un balance entre la eficacia de la vacunacion y el riesgo de
letalidad. Con el fin de inducir reacciones inmunes mas potentes durante la vacunaciéon que
aseguren una mayor efectividad de la vacuna, se podria considerar la insercion de genes que
participen en la respuesta inmune en plataformas heterélogas de vacunacién. Este acercamiento
ya ha sido exitoso en el tratamiento de otras afecciones como la gripe canina o en la vacunacion
frente al virus de la gripe equina, el virus del Nilo Occidental y el virus de la diarrea bovina [13],
[14], [15].



En este aspecto, interesa la investigacion de proteinas del MYXV que presenten alto grado de
homologia con otras proteinas de virus mas estudiados como el virus Vaccinia y cuya funcion
esté relacionada con la formacion del virién. El virus Vaccinia es el miembro prototipico de la
familia de los poxvirus [4]. La morfogénesis del viridn es altamente compleja y se desarrolla en
maltiples etapas en ubicaciones intracelulares precisas dentro de la célula infectada [16]. Las
distintas proteinas asociadas a la membrana del virion tienen un papel fundamental en su
morfogénesis, a su vez, las diferentes formas del virion parecen determinar las distintas rutas de

infeccion viral [17].

Gracias a la secuenciacion del genoma completo del MY XV llevado a cabo por Cameron y col.,
se pueden identificar proteinas del virus que presenten homologia con proteinas del virus de
Vaccinia cuya funcion ya ha sido determinada [1]. Por ejemplo, el gen M102L que se encuentra
entre las posiciones 101.776 y 101.573 del genoma del MYXYV, codifica una proteina de 68
aminoacidos. La expresion de este gen esta controlada por un promotor viral tardio. Ademas,
muestra un grado de conservacion de entre el 20 y el 50 por ciento entre los poxvirus. Respecto
al virus Vaccinia revela una homologia con el gen A13L [2]. El gen A13L de VACV produce una
pequefia proteina de membrana tipo Il del virion maduro intracelular (IMV) denominada p8. Esta
proteina esta involucrada en la morfogénesis del viridn [18]. La conservacion de la secuencia en
los extremos N- y C-terminal de la proteina p8 indica que estos dominios pueden tener funciones
importantes para los Orthopoxvirus (OPVs). El extremo N-terminal de la proteina A13L es un
dominio de anclaje de membrana mientras que el extremo C-terminal se extiende desde la
membrana del IMV hacia el citoplasma [19], [30]. La porcién central de esta proteina muestra
heterogeneidad entre especies. Seria interesante explorar la funcién de esta proteina y por qué
diferentes especies de OPVs han desarrollado motivos de aminoacidos distintos en el dominio
central [21]. Otra proteina cuya funcidn parece estar relacionada con la formacion del virién en
el virus mixoma es la codificada por el gen M116L que se encuentra entre las posiciones 113.712
y 113.293 del genoma y esta conformada por 140 aminoacidos. Presenta ademas un alto grado de
homologia, superior al 50%, con al menos un gen dentro de la familia Poxviridae. Las homologias
mas relevantes son con el gen HM3 del virus capripox y con el gen A28L del virus Vaccinia. El
gen A28L del virus Vaccinia esta altamente conservado en todos los poxvirus secuenciados [22].
Los estudios de Senkevichy col., mostraron que la proteina codificada por el gen A28L se expresa
en momentos tardios del ciclo de replicacion del virus y es un componente de la membrana del
virion maduro intracelular, comprobaron ademas que esta proteina es necesaria para la
infectividad del virion [23]. Presenta una secuencia hidrofébica N-terminal, presente en todos los
homologos del A28, que ancla la proteina en la membrana de la superficie del virion de manera

que la mayor parte de ella esta expuesta al citoplasma. La presencia de A28 en todos los poxvirus



y su alta conservacion de secuencia predicen un papel esencial en el ciclo de vida del virus por lo

que el estudio de su homdlogo, el gen M116L, podria aportar informacion esencial [23].

Introduccion a la expresion heter6loga de proteinas virales

El estudio e investigacion de las proteinas virales del MYXV requiere del uso de técnicas de
expresion heter6loga. La expresion heterdloga se refiere al proceso mediante el cual un gen de un
organismo es introducido y expresado en un organismo diferente. Este proceso implica, primero,
la seleccion de la proteina de interés y el disefio de la construccion. Esta debe incluir etiquetas
(tags) que permitan la posterior purificacion de la proteina y su uso en ensayos Western Blot con
anticuerpos comerciales [24]. El siguiente paso es la eleccion del sistema de expresién mas
adecuado que depende, a su vez, del vector de expresion que se utilice. Los proveedores
comerciales como Novagen, Life Technologies (Invitrogen), Stratagene, Clontech y GE
Heathcare, entre otros, ofrecen diversos conjuntos de vectores de expresion bacterianos, de
levadura, baculovirales y de mamiferos [25]. Entre ellos se encuentran los vectores de expresion
multisistema pTriEx™ que permiten la expresion heteréloga de genes en células bacterianas, de
insecto y de mamifero a partir de un solo plasmido. Entre sus caracteristicas destaca la presencia
de segmentos de ADN gendmico de baculovirus que flanquean las regiones promotoras y de

clonacion, lo que permite la generacion de baculovirus recombinantes.

Los baculovirus recombinantes han surgido durante las Gltimas décadas como uno de los sistemas
de expresion génica mas populares (BEVS). Estos virus son capaces de infectar células de insecto
y destacan por su capacidad para producir altos niveles de proteinas recombinantes
bioldgicamente activas [26]. EI BEVS introduce genes exdgenos en regiones no esenciales del
genoma viral a través de la recombinacion homologa y utiliza los promotores de poliedrina
(polh/pH) o0 p10 para producir proteinas recombinantes en células de insectos [27], [28], [29]. Las
lineas celulares mas cominmente utilizadas son: IPLB-SF21-AE también conocida como Sf21 y
su derivadaSf9, ambas provienen del tejido ovarico pupal de Spodoptera frugiperda; también
BT1-TN5B1-4 (nombre comercial High Five) derivada del tejido ovarico de adultos de
Trichoplusia ni [30], [31]. Tanto la Sf21 y Sf9 son altamente susceptibles a la infeccion viral por
baculovirus. El subclon Sf9, posiblemente el mas utilizado, tiene una tasa de crecimiento mas
rapida, permite alcanzar una mayor densidad celular y una mayor tolerancia al ésmosis, al pH 'y
al estrés por cizallamiento que las células Sf21. Las células High Five, por otro lado, aunque
presentan un mayor rendimiento en la produccion de proteinas recombinantes en comparacion
con Sf9 y Sf21, liberan mas de tres veces la cantidad de proteasas y, por lo tanto, pueden causar

una mayor degradacion de la proteina objetivo [31].

El BEVS también se ha convertido en una plataforma clave para la produccion de particulas

similares a virus (VLPs) [31]. Las VLPs son ensamblajes de supramoleculas con geometrias bien



definidas que imitan la estructura principal de los viriones nativos, pero careciendo de genoma
viral. Al igual que los virus, las VLPs pueden ser tanto no envueltas como envueltas, y pueden
formarse tras la expresion de una o varias proteinas estructurales virales en un sistema heterélogo
recombinante [32]. La produccion de VLPs con BEVS ofrece varias ventajas sobre otros sistemas
de expresion, incluyendo la capacidad de producir proteinas glicosiladas, la formacién de
particulas autoensambladas, la produccidn réapida y la facilidad para la fabricacion a gran escala.
[31], [33].

Hasta el momento, las VLPs han demostrado ser altamente inmunogénicas y recientemente han
cobrado relevancia por sus diversas aplicaciones en vacunacion, terapia génica e inmunoterapia.
Actualmente, existen cuatro vacunas recombinantes que estan en el mercado basadas en VLPs
altamente purificadas: Engerix® de GlaxoSmithKline (GSK) [34] y Recombivax HB® de Merck
and Co, Inc. contra el virus de la hepatitis B [35], y Cervarix® [36] y Gardasil® contra el virus
del papiloma humano (VPH) [37].

2. OBJETIVOS

En este Trabajo Fin de Grado el objetivo principal sera tratar de obtener la expresion del gen
M102L del virus mixoma mediante la formacidn de VLPs utilizando la expresién heteréloga del

gen gue codifica la proteina de interés.
Como objetivos especificos se pretende:

e Eldisefio y construccion de un plasmido recombinante que permita la expresion del gen viral
M102L en sistemas heterélogos. Para ello, se seleccionara el vector de clonacidn y expresién
mas adecuado y su ensamblaje con el fragmento recombinante deseado. La determinacion de
la expresion del gen M102L en diferentes sistemas de expresion (procariotas y eucariotas).

La evaluacion de la produccion y purificacion de VLPs fusionadas con la proteina de interés.

3. MATERIALES Y METODOS

Cepas y condiciones de cultivo

Escherichia coli: Cepas NEB 5-a, DH5-a y BL21

DH5-a. es una cepa de E.coli cominmente usada en laboratorios para la clonacion y
mantenimiento de plasmidos al igual que la cepa BL21 que fue desarrollada especificamente para
la produccion de proteinas recombinantes debido a su deficiencia en proteasas y lipopolisacaridos.
Ambas se emplean como hospedadoras para la transformacion y aislamiento de plasmidos y
también para la expresion y purificacion de proteinas. La cepa de E. coli NEB 5-a proporcionadas
por el kit NEB® 5-alpha Competent E. coli (High Efficiency) de la casa comercial New England

Biolabs® deriva de DH5-a y también se utiliza para la transformacion y aislamiento de plasmidos.



Las cepas de E. coli se cultivan a 37°C en medio Luria-Bertani (LB) el cual es suplementado con
ampicilina a una concentracién de 100 pg/ml para la seleccion del plasmido mediante el marcador

de resistencia a ampicilina.

Células de insecto: Sf9 y High Five

Las células de insecto Sf9 y High Five (HF) se utilizan para la produccion de la proteina
recombinante mediante el sistema de baculovirus. Se cultivan en medio Gibco ™ Sf-900™ II SFM
(Ref.: 10902096, ThermoFisher Scientific) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) o

en condiciones libres de suero, a 28°C sin CO..

Anticuerpos

Se utiliza el anticuerpo primario monoclonal anti-Histag obtenido en ratén. Se utiliza también el
anticuerpo anti-RHDV obtenido en conejo. Este anticuerpo se trata de un suero hiperinmune de
conejo contra el virus de la enfermedad hemorragica del conejo. Se emplea también suero anti-

Mixoma obtenido en conejos infectados por MYXV.

Como anticuerpos secundarios se usan monoclonales comerciales dirigidos contra las 1g de raton
0 conejo y conjugados con un fluoréforo rojo o verde, esto permite la deteccion en el escaner

Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences).

Plasmido recombinante

El plasmido pTriEx1.1 se obtuvo de la casa comercial Novagen®. Se usara como vector en el
Ensamblaje de Gibson tras haberlo digerido con los enzimas Ncol y Xhol. El vector pTriEx
alberga un promotor de mamiferos, un potenciador de citomegalovirus (CMV) fusionado con el
promotor del B-actina de pollo, o simplemente, promotor CMV;, un promotor de baculovirus, p10
derivado del nucleopoliedrovirus de la polilla californiana del polvo (AcMNPV); y el promotor
T7lac de Escherichia coli que es inducible por isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG). Las
sefiales de iniciacion de la traduccién incluyen un sitio de union al ribosoma (RBS) para la
expresion bacteriana seguido por una secuencia consenso de Kozak optima para la expresion en
células de mamifero. Las regiones promotoras y de clonacidn estan flanqueadas en cada lado por
segmentos de ADN gendmico de baculovirus que facilitan la generacion de los baculovirus

recombinantes [38]. Su estructura se observa en la Figura D.
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Figura D. Estructura vector pTriEx1.1. Los rectangulos representan elementos de secuencia importantes del vector*
[39].

Fragmento recombinante

El fragmento génico se observa en la Figura E es proporcionado por la empresa IDT™. Cuenta
con dos secuencias flanqueantes para el ensamblaje de Gibson (a y d) también presenta la
secuencia codificante del dominio S de la proteina VP1 del virus de la enfermedad hemorragica
del conejo (RHDV) (b) fusionada con la ORF 102L del virus mixoma (c) que codifica la proteina
de interés. La proteina resultante tiene una longitud total de 314 aminoacidos lo que resulta en un
peso aproximado de 34 kDa. Ademas, incluye sitios de corte especificos para varias enzimas de

restriccion como Ncol y Xhol.

b c
a d
Notl (726)
Ncol (2) Ncol (734) Xhol (940)

= |’| =

NcoI-RHDV VP1S 4G NotI Ncol M102L-Xhol
944 bp

Figura E. Esquema del fragmento recombinante utilizado y sus posibles sitios de restriccion enzimética. (a y d)
secuencias flanqueantes para el Ensamblaje de Gibson. (b) secuencia codificante del dominio S de la proteina VP1 del
virus RHDV fusionada con la ORF 102L del virus mixoma (c).

Construccion del vector de expresion mediante ensamblaje de Gibson
Como el fragmento recombinante ya cuenta con las secuencias flanqueantes necesarias, se lleva
a cabo el Ensamblaje de Gibson siguiendo el protocolo Gibson Assembly® Protocol (E5510) con

el kit comercial Gibson Assembly® Cloning Kit de la casa New England Biolabs®. Previamente,



se utiliza la pagina web NEBioCalculator para calcular los volimenes del fragmento y del vector
comercial previamente digerido con Ncol y Xhol. Este método implica la sobreposicion de
extremos complementarios de fragmentos de ADN y su unién por una enzima de recombinacion
T5 exonucleasa y ADN ligasa. La mezcla de ensamblaje se incuba a 50°C durante 1 hora. Pasado

este tiempo las muestras se almacenan a -20°C hasta la subsecuente transformacion.

Transformacion de células de E. coli con ADN plasmidico

Tras el ensamblaje se sigue el protocolo para la transformacion de células competentes NEB 5-
alpha de E. coli Gibson Assembly® Chemical Transformation Protocol (E5510) empleando el kit
comercial NEB® 5-alpha Competent E. coli (High Efficiency) de la casa New England Biolabs®
Se lleva a cabo el método del shock térmico que consiste en mezclar las células competentes con
el ADN plasmidico y mantenerlas en hielo durante 30 minutos, después se someten a un shock
térmico a 42°C durante 30 segundos, y luego se dejan en hielo durante 2 minutos. Se afiade medio
SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression), una variante del medio LB mas favorable
para el cultivo de las células tras la transformacion. Una vez afiadido el medio SOC se incuban
las células durante 1 hora a 37°C en agitacion. Finalmente se recogen por centrifugacion, se
resuspenden en medio LB y se siembran en placas de medio LB suplementado con Ampicilina.
Para verificar la transformacidn correcta de las células competentes se siembra una placa con las
bacterias transformadas, una segunda placa con el vector diluido como control positivo y una
Gltima con células NEB5-a transformadas con agua que acttian como control negativo. Con estos
controles se comprueba que el medio es adecuado y libre de contaminacién y que las células son
viables. Para la transformacion de las cepas DH5-a y BL21 se sigue el mismo protocolo descrito

anteriormente.

Aislamiento de ADN plasmidico y cuantificacion.

Para el aislamiento del ADN plasmidico, se utiliza el kit comercial para el aislamiento de
plasmidos PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit de Invitrogen™. Este proceso consiste en
lisar las células mediante un procedimiento alcalino/SDS, después el lisado se pasa a una columna
de membrana de silice que une selectivamente el ADN plasmidico Los contaminantes se eliminan
con el tampon de lavado y el ADN plasmidico se eluye en el tamp6n TE, que contiene 10mM de
Tris, 1mM de EDTA vy tiene un pH de 8,0. El ADN se recoge mediante centrifugacion y se
almacena a -20°C. Se realiza ademds una cuantificacion fluorimétrica del ADN aislado mediante

el fluorimetro Qubit de la casa comercial Invitrogen.

Digestion enzimatica
Para verificar que el pldsmido se ha construido de la manera disefiada se realiza una digestion
enzimética con Xhol y Ncol del ADN plasmidico purificado a partir de los cultivos bacterianos.

La restriccion enzimatica tiene lugar durante 1 h a 37 °C. A la mezcla de la digestion se le afiade



un colorante de carga del ADN de la casa comercial Thermo Scientific. Este, contiene dos
colorantes diferentes (azul de bromofenol y xileno cianol) para el seguimiento visual de la
migracion del ADN durante la electroforesis. Se corren las muestras en un gel de agarosa al 1%
que contiene SafeView™ Classic de la casa comercial abm, un tinte de &cidos nucleicos para la
visualizacion en geles de agarosa. Se escanea posteriormente mediante un transiluminador
ultravioleta y se procesa el resultado mediante un equipo revelador de geles de la casa comercial

Carestream.

Sobreexpresion del gen 102L

Se realizan varios ensayos de sobreexpresion tanto en cepas DH5-a como en BL21 transformadas
como se ha descrito previamente. El vector pTriEx-1.1 cuenta con el promotor T7lac de E. coli
que es inducible por IPTG, por ello, se va a usar este compuesto para inducir la sobreexpresion
de la proteina de interés en ambas cepas. Se seleccionan varias colonias positivas de la
transformacion y se inoculan en tubos con 2 mL de medio LB con ampicilina que se incuban
durante 4 horas en agitacién a 37°C. Tras este tiempo, se separa el volumen en dos tubos y se
induce uno de ellos conteniendo IPTG a una concentracion final de 100 M. Se dejan incubar
durante 2 y/o 4 h a 37°C en agitacion y finalmente se recogen las células mediante centrifugacion

y se almacenan a -20°C hasta su analisis.

Test rapido para la deteccion de RHDV

Como método complementario se realizan a lo largo del proyecto distintos tests rapidos
inmunocromatograficos CERTEST RHDV + RHDVb de la casa comercial Certest Biotec S.L.
Estos test permiten verificar la presencia de la proteina que se ha producido en las células como
resultado de la expresion del fragmento clonado gracias a la presencia de los anticuerpos 2D9,
especifico para la variante RHDVb, y el anticuerpo 3A10, que reconoce ambas variantes y que da
positivo al detectar un epitopo contenido en la subunidad S de la VP1 del RHDV. De forma que
afiadiendo unas gotas del sobrenadante de las células Sf9 transfectadas con el plasmido o células
HF supuestamente infectadas con los baculovirus recombinantes, se puede determinar

rapidamente la presencia o no de infeccidn viral.

Analisis por SDS-PAGE, Western Blotting y tincién con Azul de Coomassie.

Para el analisis de todas las muestras proteicas recogidas de los diferentes ensayos
(transformacidn, induccidn, transfeccion y purificacion) se han utilizado las técnicas de Western
blot y electroforesis con tincién del gel mediante Azul de Coomassie. Para su analisis se lleva a
cabo la electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS siguiendo el protocolo descrito
por Laaemmli [40]. Se cargan las muestras en un gel de poliacrilamida al 12% (v/v) y se dejan
correr a un voltaje constante de 120V hasta que el frente del gel desaparece. Para la tincion con

Azul de Coomassie, tras correr el gel, se incuba con la solucion de tincién durante 30 minutos.
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Pasado este tiempo, se retira la tincion y se realizan lavados sucesivos con metanol 30% (v/v).
Una vez correctamente destefiido, se seca el gel mediante Dry-Ease Mini-Gel Dryer System
(Invitrogen) usando una solucion de metanol (30% v/v) y glicerol (5% v/v). El gel también puede
ser previamente escaneado mediante el instrumento Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR),
Este escaner permite producir imagenes a partir de excitacion y emision de moléculas
fluorescentes en el rango del infrarrojo cercano (IR), por lo que se usara también para el revelado
de las membranas resultantes del anélisis mediante Western blot.

El ensayo Western Blot involucra la transferencia de las proteinas separadas mediante
electroforesis, SDS-PAGE, a una membrana, seguida de la deteccién especifica de una proteina
utilizando anticuerpos primarios especificos y secundarios conjugados con un fluoréforo. Tras la
separacion electroforética se realiza la transferencia semiseca de las proteinas del gel a una
membrana de nitrocelulosa mediante el aparato Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell
(BioRad) durante 1 h a intensidad constante. Posteriormente, la membrana se incuba con la
solucion de bloqueo (leche en polvo al 5% (p/v) en PBS) durante 1h para evitar la unién
inespecifica de anticuerpos. Transcurrido este tiempo se deja incubar la membrana con el
anticuerpo monoclonal primario anti-His de raton durante 12 horas a 4°C. Se utiliza anti-Ig de
raton conjugado con un fluoréforo como anticuerpo secundario y se incuba en agitacion durante
1 hora a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, y entre anticuerpos, se lava la membrana con
PBS-Tween-20 al 0,1% (v/v) varias veces. Para revelar la membrana se utiliza el escaner Odyssey.
También se realizaron ensayos Western Blot con el anticuerpo anti-RHDV. Este anticuerpo se
trata de un suero hiperinmune de conejo contra el virus de la enfermedad hemorragica del conejo.
La membrana, tras el blogueo, se deja incubar una hora en agitacion a temperatura ambiente con
el anticuerpo primario. Pasada esta hora, se incuba con el anticuerpo secundario anti-lg de conejo
unido a un fluoréforo durante otra hora. Finalmente, se analiza también utilizando el escaner

Odyssey.

Transfeccion de células Sf9

Tras haber comprobado que el plasmido recombinante generado es el adecuado por restriccion
enzimatica, se procede a su transfeccion en células de insecto para la produccién de baculovirus
recombinantes que porten nuestra proteina de interés. Para la transfeccion, primero se prepara el
complejo de transfeccion que consiste, por un lado, en una solucién denominada A en la que se
afiade el ADN viral de las muestras cuantificadas, el bAcmido y agua ultrapura en medio de Grace
(Ref:11667-037, Gibco), el bacmido es un sistema de baculovirus recombinante que permite la
expresion del vector en las células. Por otro lado, se prepara una solucién B en donde se adiciona
Cell Fecting Reagent (Ref:10362-100, Gibco) en medio de Grace. Se mezcla el contenido de Ay
B vy se incuba durante 20 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se afiade la

mezcla gota a gota sobre las células de insecto previamente sembradas en placas de 6 pocillos en
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medio sin suero y se deja incubar durante 5 horas a 28°C. Pasado ese tiempo, se da un cambio de
medio por medio fresco con suero. Las células y el sobrenadante se recogen a las 72 horas y se
separan mediante centrifugacion, constituyendo lo que se denomina pase 0 (P0). El sedimento de
se guarda a -20°C y el sobrenadante conteniendo los baculovirus recombinantes se guarda a 4°C.

Infeccion de células Sf9 con los baculovirus recombinantes

El sobrenadante procedente del pase O se utiliza para infectar nuevamente células de insecto,
constituyendo el pase 1 (P1), con el fin de conseguir un stock de baculovirus con un titulo viral
suficiente para los siguientes ensayos. Para ello, se van a infectar frascos de cultivo T25
conteniendo 2-10° célulasSf9 en 5 ml de medio de cultivo al 5% de SBF. Se elimina el medio del
cultivo y se cambia por medio fresco sin suero. Se deja que las células se adapten al medio sin
suero, una hora aproximadamente, y después se infectan con 500 pL del sobrenadante de PO. Se
deja que la infeccion transcurra durante 72 horas para después recoger tanto el pellet de células
como el sobrenadante correspondiente a P1 igual que se hizo con PO. Los pellets correspondientes
a PO y P1, se analizaran mediante electroforesis en gel de poliacrilamida que posteriormente se
revelaran mediante tincion con Azul de Coomassie o se transferiran a membrana para llevar a
cabo un Western Blot. El sobrenadante de PO y P1 se someterd a un test de deteccion rapida
CERTEST RHDV + RHDVb para comprobar si la infeccion ha tenido lugar.

Titulacion viral

Se determina el titulo viral de los sobrenadantes de P1 mediante el método de dilucién a punto
final. Se preparan dos placas de 6 pocillos para la titulacion con 1-10° células Sf9 por pocillo en
medio sin suero y se dejan incubar a 28°C durante 1h para que las células se asienten. A
continuacion, se llevan a cabo diluciones seriadas del sobrenadante conteniendo los baculovirus
desde 10" a 10°® en medio sin suero. Posteriormente, se quita el medio sin suero de las células y
se afiaden 500 pL de las diluciones 10 hasta 10%, dejando un pocillo de células control en las
gue no se afiade indculo, s6lo medio. Se incuban durante 1 h y media a 28 °C. Tras este tiempo,
se quita el indculo y se afiade 2 ml de una solucién de agarosa al 1% en medio de Grace con 10%
SFB, se deja solidificar a temperatura ambiente y se afiade 1 mL de medio completo. Luego se
incuba durante 5 dias a 28°C. Tras este periodo, se elimina el medio completo y se dejan tifiendo
con una solucién de rojo neutro hasta el dia siguiente en oscuridad. El rojo neutro es un colorante
que tifie células vivas por lo que las células infectadas y lisadas no absorberan el tinte permitiendo
la identificacién de las placas virales. Tras 12 h aproximadamente, se elimina el colorante
sobrante y se observan mediante un transiluminador la posible aparicién de placas virales. Se
realiza un conteo de las unidades formadoras de placas (UFP) en el pocillo de mayor dilucién

posible, y asi se estima el titulo viral aplicando la siguiente formula:
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Numero de placas X Factor de dilucion

Titulo viral =
itulo vira Volumen infectado (ml)

Purificacion de VLPs a partir de células High Five

Para la purificacion de VLPs se utiliza la linea celular High Five en medio de cultivo de Grace
suplementado con SBF 5% (v/v). Se calcula el volumen necesario mediante el titulo viral obtenido
previamente para que la infeccion tenga una multiplicidad de infeccion (MOI) de 3, es decir,
tedricamente 3 unidades formadoras de placa o particulas virales van a infectar una célula, se
afiaden entonces 2 ml del sobrenadante de P1 a cada T150 en 3 ml de medio sin suero para realizar
una pre-infeccion en volumen reducido. Tras, este tiempo, se completa hasta un volumen final de
20 ml con medio sin suero y se dejan incubar 72 h a 28°C. Tras las 72 horas de infeccion se recoge
la suspension celular mediante centrifugacion y se resuspende el sedimento en PBS con inhibidor
de proteasas. En un sonicador Branson (Bransonic™) se lisan las células mediante sonicacién al
15% de amplitud durante un tiempo total de 3 minutos con pulsos de 10 segundos con 30 segundos
de descanso. Para asegurar la ruptura celular, se pasa la muestra por jeringuillas de 21G varias
veces. A continuacion, se centrifuga la muestra a 24.000 g durante 1 hora a 4°C. Tras la
centrifugacion se toma una alicuota del sobrenadante que serd el lisado celular clarificado (CLC)

y se descarta el sedimento tomando antes una alicuota del mismo para su analisis.

La purificacion de las posibles VLPs se realiza por columna de afinidad con resina de niquel, la
interaccion se basa en la union especifica entre el ion metalico Ni?* y las etiquetas de histidina
(His-tag) presentes en la construccion. Antes de cargar la muestra, se equilibra la columna con
sucesivos lavados con PBS y finalmente con un lavado con tampdn 50mM de imidazol. Se pasa
el CLC dos veces a través de la columna y se realizan eluciones con concentraciones crecientes
de imidazol recogiendo las fracciones correspondientes a cada concentracion. Ademas, las
fracciones 100mM, 250mM y 500mM de imidazol se toman por duplicado de manera que haya
una réplica sin imidazol que se elimina mediante su dilucién en PBS y ultracentrifugacién a
45.000 rpm 2h y media a 4°C.

Reconocimiento de la proteina M102L por suero Anti-Mixoma mediante ensayo
Western Blot

Se pretende verificar si la proteina M102L puede ser reconocida por sueros de conejos infectados
por el virus Mixoma. Se realiza para ello un ensayo Western Blot siguiendo los procedimientos
previamente descritos, con las muestras obtenidas de las fracciones tras el proceso de purificacién
de VLPs utilizando como control positivo células de la linea celular RK13 infectadas con la cepa
Lausanne de MY XV. Como anticuerpo primario se utiliza suero de conejo infectado. Se utiliza

anti-lg de conejo conjugado con un fluoréforo como anticuerpo secundario.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Transformacion de cepas E. coli

La Figura C. muestra los resultados de los cultivos de las distintas cepas bacterianas tras la
transformacion y sus respectivos controles. Para la cepa NEB5-a B. se aprecia la ausencia total
de colonias. Gracias a los controles negativo A. y positivo C. podemos interpretar este resultado
y llegar a la conclusion que la falta de resultados se debe a un fallo en la transformacién. Al no
haber integrado el plasmido recombinante que portaba el gen de resistencia a ampicilina, las
bacterias no son capaces de crecer en medio selectivo. Sin embargo, para el cultivo de las células
transformadas de la cepa DH5-a se obtienen varias colonias, lo que significa que el Ensamblaje
de Gibson ha funcionado y la transformacion ha sido satisfactoria. Este mismo resultado se
obtiene para las células de la cepa BL21. Al analizar estos resultados podemos suponer que las
células NEB5-a no son la cepa de E. coli 6ptima para este proceso. En futuros ensayos, se podria

considerar prescindir de su utilizacion.

Figura F. Crecimiento de NEB5-a en agar LB + amp luego de transformacion por choque térmico de (A) Control
negativo (B) Bacterias transformadas (C) Control positivo. (D) Crecimiento de DH5-a luego de transformacion por
choque térmico.

Cuantificacion del ADN plasmidico purificado

Se les otorga nimeros del 1 al 6 a los resultados de la cuantificacion del ADN extraido de seis
colonias elegidas al azar de las placas tras la transformacion. Estos resultados se muestran en la
Tabla 1. Se puede apreciar como las concentraciones varian significativamente entre las distintas
muestras, no obstante, todas presentan cantidades suficientes para proceder con los distintos
experimentos exceptuando la muestra nimero 6 , que se descarta, al revelar una concentracion
demasiado baja. Seria interesante analizar la pureza del ADN mediante espectrofotometria.
Evaluando su absorbancia a distintas longitudes de onda se podria calcular la ratio A260/A280 y
determinar la pureza de los plasmidos obtenidos y también la presencia de posibles contaminantes

gue puedan afectar a ensayos posteriores.
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Muestra Concentracién (ng/ul) pg (en 50ul)
1 148,0 7,40
2 65,0 3,25
3 77,8 3,89
4 123,0 6,15
5 57,0 2,85
6 23,2 1,16

Tabla 1. Cuantificacion del vector con el dispositivo Qubit.

Digestion enzimatica con Xhol y Ncol

En la Figura G se puede observar el vector pTriEx diluido (1) te6ricamente deberia tener una
longitud de 5301pb por lo que el resultado, una Gnica banda entre 7000 y 10000 pares de bases,
se ajusta mas o menos a lo esperado y sirve como referencia para el analisis de las muestras de
ADN plasmidico. Por otro lado, todas las muestras presentan tres bandas muy claras. Una banda
de mayor peso molecular y que muestra una mayor sefial entre 5000 y 7000 pb que corresponderia
al fragmento del vector. Se observan asimismo dos bandas para cada calle, la primera con una
longitud de entre 700 y 1000 pb que representaria el fragmento de mayor tamafio entre los sitios
de corte de Ncol conformado por 734 pb. La segunda banda se observa entre 300 y 200 pb, esta
longitud se ajusta al fragmento entre los sitios de corte para Ncol y Xhol de 214 pb. Los resultados
observados se corresponden con el esquema de digestion esperado y, por lo tanto, se puede

suponer que la construccion del plasmido recombinante ha sido correcta.

M 1 2 3 4 5 6
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Figura G. Andlisis mediante gel de agarosa al 1%. Las calles numeradas del 1 al 6 representan en orden: 1) Vector
diluido 1:10; 2,3,4,5y 6 ADN plasmidico purificado a partir de los cultivos bacterianos tras digestion enzimatica con
Xho 1'y Nco I. M=Marcador de masa molecular de la casa comercial Thermo Scientific™ cuyo tamario (pares de
bases) se indica a la izquierda del gel.

Ensayos de sobreexpresion

En la Figura H.A se observan las muestras, inducidas y no inducidas, obtenidas a partir de los
indculos de las células transformadas con DHb5-alpha tras la tincion del gel con Azul de
Coomassie. Las cuatro muestras se dividen en un patrén de bandas de diferentes tamafos.
Destacan dos bandas mas intensas en cada muestra. La primera banda més intensa se encuentra

entre 34 y 43 kDa, tamafio, que parece corresponderse con el peso de la proteina recombinante de
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interés. La segunda corresponderia a un tamafio de proteina entre 43 y 55 kDa. Las dos primeras
muestras, a pesar de ser las no inducidas, muestran una mayor sefial y por tanto mayor cantidad
de proteina que las inducidas. Esto podria deberse o bien a un error en la carga de las muestras,
una degradacion de la proteina de interés o bien que esta no se sobreexpresa. Otra posibilidad que
explicaria este resultado seria la expresion constitutiva del gen. Para descartar que el fallo sea
humano se repite el ensayo con las mismas muestras y se obtiene los resultados que se observan
en la Figura H.B. Al analizar esta imagen se observa nuevamente la presencia de dos bandas mas
intensas para cada muestra, con tamafios similares a los obtenidos en la Figura H.A. En esta
ocasion no se aprecia una gran diferencia en la intensidad entre muestras no inducidas e inducidas
por lo que la hipdtesis de la expresion constitutiva parece ser la mas acertada, indicando que no

se produce sobreexpresion del gen que codifica nuestra proteina recombinante.
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Figura H. Analisis mediante gel de poliacrilamida en presencia de SDS de extractos celulares de la cepa DH5-a que
producen la proteina de interés en presencia de inductor: (A) 5y 6; (B) 2y 4 o0 ausencia de este: (A)2y 3; (B) 1y 3.

La Figura I.A. representa el resultado tras la tincion del gel con Azul de Coomassie y el revelado
en el escaner Odyssey de las muestras correspondientes a las células transformadas con BL21 tras
realizar el ensayo de sobreexpresién con IPTG. Al igual que para los ensayos de la Figura H se
observa un claro bandeado para cada muestra en la Figura I. En este caso destaca sobre todo una
banda de entre 34 y 43 kDa que presenta una mayor intensidad y que parece ser la banda
correspondiente a la proteina de interés. Al igual que en los ensayos anteriores no se observa
diferencia entre las bandas de las muestras inducidas y no inducidas lo que apoyaria la hipo6tesis
de una expresién constitutiva. Ademas, para este ensayo se analizan muestras tras 2 horas de
incubacion y también tras 4 horas con IPTG, sin embargo, no se observan diferencias
significativas entre ellas. Este resultado podria indicar que el tiempo de incubacion no afecta al

nivel de induccién respaldando nuevamente la hipétesis de una expresion constitutiva.

El analisis mediante el anticuerpo anti-His (Figura I.B) permite confirmar que la proteina deseada
es la observada entre los tamafos 34 y 43 kDa. Respecto a la sobreexpresion del gen que produce

la proteina de interés, se observa como las muestras no inducidas no aparecen en el revelado. Las
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inducidas, aunque sin diferencia entre las inducidas 2 horas y las inducidas 4 horas, dan una sefal
razonable. Estos hallazgos cuestionan la hipétesis planteada anteriormente sobre la
sobreexpresion constitutiva y parecen demostrar que si se observa sobreexpresion, aunque el
tiempo de incubacion no es significativo. Los resultados tras la incubacion con anti-RHDV que
se muestran en la Figura 1.C son similares a los obtenidos anteriormente con el anticuerpo anti-
HisTag, aunque si parecen mostrar bandas mas intensas sigue sin apreciarse un aumento de la

intensidad proporcional al tiempo de incubacion con IPTG.
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Figura I. Analisis mediante gel de poliacrilamida en presencia de SDS (A) de extractos celulares de la cepa BL21 que
producen la proteina de interés en presencia de inductor tras incubacién durante 2 horas: calles 2,5y 8; incubacion
durante 4 horas: calles 3,6,9 o en ausencia de inductor: calles 1,4 y 7. Las mismas muestras incubadas con un
anticuerpo anti-His (B) o con un anticuerpo anti-RHDV (C). M=Marcador de masa molecular de la casa comercial
Thermo Scientific™ cuyo tamafo (kDa) se indica a la izquierda de cada gel.

Al analizar los resultados de induccién para ambas cepas, DH5-a (Figura H) y BL21 (Figura 1)
se puede llegar a la conclusion de que para las células DH5-0. no se observa sobreexpresion
mientras que para las BL21 si se obtiene. Esto puede deberse a las caracteristicas particulares de
cada cepa y las mutaciones que presentan. Las células de la linea celular DH5-0 son mas
adecuadas para el proceso de transformacion debido a la mutacion recAl que aporta una alta
estabilidad del inserto reduciendo la recombinacion homdloga. Ademas la mutacion endA reduce
la actividad de la endonucleasa | mejorando la calidad del ADN plasmidico [41]. Sin embargo,
las células BL21 son més adecuadas para ensayos de sobreexpresion debido a sus caracteristicas

genéticas. Esta cepa de E. Coli no contiene la proteasa lon asimismo también es deficiente en la
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proteasa de la membrana externa OmpT. La ausencia de estas dos proteasas clave reduce la
degradacion de las proteinas heterélogas expresadas favoreciendo la sobreexpresion [42].

Transfeccién en células de insecto Sf9 para producir baculovirus recombinantes
PO.

Las micrografias de la Figura J muestran las células de insecto Sf9 72 horas después de la
infeccion. Al compararlas con las células control Figura J.a, se observa como la morfologia de la
celula cambia debido a la infeccion viral. Las células infectadas aumentan su tamafio y el nicleo
se expande volviéndose mas oscuro debido a la poliedrina presente en los baculovirus generados.
El control de transfeccion Figura J.b presenta una apariencia muy similar a las muestras de lo que
se deduce que el agente transfectante no tiene efectos nocivos para la viabilidad o la
multiplicacion celular. Entre las distintas placas Figura F. c, d, e, f. no se observan diferencias
significativas y todas parecen presentar el mismo grado de infeccion.

a) Control células b) Control_transfeccion c) Al

f) A4

d A2

Figura J. Micrografias a 100 aumentos de cultivos de células Sf9 72 horas tras la infeccion con el baculovirus
recombinante.

En la Figura K.A se observa como el Test CERTEST RHDV + RHDVb da positivo para RHDV
clésico. Aunque la intensidad es muy leve si que se logra apreciar una banda positiva, lo que

confirma la presencia de la construccion en las muestras, aunque en cantidades muy bajas.

En el gel tefiido con Azul de Coomassie en la Figura K.B se observa un patron de bandas de
diferentes tamafios e intensidades que representan las proteinas presentes en cada muestra.
Destacan por su intensidad las bandas comprendidas entre 34 y 43 kDa entre las que se encuentra
la proteina de interés. Para identificarla se analizan los resultados de los ensayos Western Blot.
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Ambos ensayos, utilizando el anticuerpo primario anti-HisTag (Figura K.C) y anti-RHDV (Figura
K.D) no dan resultados para el PO. Este resultado es esperable ya que en experimentos similares
con otros constructos llevados a cabo en el laboratorio tampoco se obtiene sefial en este pase. Esto
puede deberse a la baja cantidad de proteina que presentan las muestras que se encontraria por
debajo del limite de deteccion del método. Sin embargo, gracias al test rapido si que podemos
afirmar que la construccion esté presente en las muestras y se expresa en células Sf9, lo que puede
deberse a una mayor sensibilidad por parte de estos tests. Para intentar aumentar la concentracion
de proteina de manera que sea visible por medio de estos ensayos se realiza una infeccion con el

sobrenadante de la muestra 4A para intentar lograr una mayor produccion de proteina, obteniendo
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Figura K. Analisis mediante (A) Test CERTEST RHDV + RHDVb (B) gel de poliacrilamida en presencia de SDS de
células de insectoSf9 del pase 0 que producen la proteina de interés a las 72 horas tras la infeccion. Las mismas
muestras incubadas con un anticuerpo anti-His (C) o con un anticuerpo anti-RHDV (D). M=Marcador de masa
molecular de la casa comercial Thermo Scientific™ cuyo tamafio (kDa) se indica a la izquierda de cada gel.

Transfeccion en células de insecto Sf9 para producir baculovirus recombinantes
P1.

Las micrografias tomadas tras la infeccion en P1 de las células de insecto Sf9 a las 72 horas se

observan en la Figura L. Se puede observar, al igual que en la primera transfeccion, un cambio
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morfoldgico en las células infectadas en la figura L. b, ¢, d, e, f. respecto a las no infectadas en la

Figura L.a.

a) onol células

e) A4 10X __

Figura L. Micrografias (a, b, c, d, e) a 100 aumentos (f) 200 aumentos de cultivos de células Sf9 72 horas tras la
infeccion.

Para el resultado del test rapido con la muestra 4A del pase 1 tras la transfeccién que se muestra
en la Figura M.A se observa claramente una banda positiva para RHDV de la version clasica. El
aumento en la intensidad de esta banda respecto al pase 0 de la Figura K.A nos indica un aumento
de la concentracién de la proteina, y por tanto, deberia ser posible observarla mediante el ensayo
Western Blot. Esto sucede al utilizar el anticuerpo anti-RHDV en la Figura M.D donde se detecta
una banda a un peso de 43 kDa aproximadamente. Sin embargo, para el anticuerpo anti-HisTag
en la Figura M.C no se logran resultados. La ausencia de banda en este caso puede tratarse en un
fallo humano durante la realizacion del propio Western. Como la misma membrana se utiliza para
la incubacion con ambos anticuerpos se puede descartar un fallo en la transferencia de la proteina
del gel a la membrana. Una hip6tesis que podria concordar con estos resultados es que el
anticuerpo primario HisTag o el secundario no sean funcionales y la unién a la proteina no tenga
lugar. Esta seria una posible explicacion para que no emitan sefial al ser analizados. Igualmente
podemos confirmar la presencia de la proteina tanto por los ensayos de induccion comentados

anteriormente como por los obtenidos utilizando el anticuerpo anti-RHDV.
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Figura M. Analisis mediante (A) Test CERTEST RHDV + RHDVb (B) gel de poliacrilamida en presencia de SDS de
células de insecto Sf9 del P1 que producen la proteina de interés a las 72 horas tras la infeccion. Las mismas muestras
incubadas con un anticuerpo anti-His (C) o con un anticuerpo anti-RHDV (D). M=Marcador de masa molecular de
la casa comercial Thermo Scientific™ cuyo tamafio (kDa) se indica a la izquierda de cada gel.

Titulacion viral

Una vez confirmada la presencia de la construccion en las muestras se realiza la titulacion viral
para cuantificar la cantidad de virus presente en las muestras. De esta forma se puede determinar
la MOI para que los resultados posteriores sean reproducibles y estandarizar las condiciones
experimentales. El resultado de la titulacion se observa en la Figura N. A partir del conteo de
unidades formadoras de placas del pocillo de dilucién 10 utilizando la formula descrita en la
pagina 11 se obtiene un titulo viral de 2,0-107 ufp/ml, un titulo bastante elevado y suficiente para

utilizar estos baculovirus en la purificacion de VLPs.
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Figura N. Placas resultado de la titulacion viral.

Purificacion de VLPs a partir de High Five

A partir del titulo viral obtenido, se infectan las células de la cepa High Five a una MOI de 3. La
Figura O muestra las micrografias de las células HF antes Figura O.A y después de la infeccion
Figura O.B. Esta linea celular tiene dos tipos de morfologias muy definidas. Por un lado, hay
células que presentan una forma redondeada con el nicleo en posicidn central mientras que otras
son alargadas y el nicleo estd desplazado formando una especie de “cabeza”. Un indicativo de
que la infeccidn ha sido exitosa es la desaparicion de estas dos morfologias pasando a presentar
todas las células formas mas redondeadas. Ademas, la mayoria pierden adherencia y pasan a flotar

en el medio.

Figura O. Micrografias a 100 aumentos de cultivos de células High Five antes (A) y después de la infeccion con
baculovirus recombinante (B)

El analisis mediante Test CERTEST RHDV + RHDVb del sobrenadante viral de la Figura P.A
da positivo para RHDV clasico al presentar una banda muy clara e intensa. Al observar los
resultados de la Figura P.B se aprecian los diferentes patrones de bandas correspondientes a los
distintos pasos del proceso de purificacion. Primero, las células rotas de la muestra 4AP1 (1) dan
un rastro de bandas extenso y muy intenso, esto tendria sentido ya que representaria todas las
proteinas presentes en la muestra previa a la purificacion, también la presencia de contaminantes
podria ocasionar este efecto en el andlisis. La fraccion del sobrenadante (2) y de la fraccion sélida
(3) siguen un patron de bandas similar al de las células rotas, pero presentan una notable
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disminucién de la intensidad. Esto podria indicar una pérdida de concentracién de la proteina de
interés en la centrifugacion. El sobrenadante tras la ultracentrifugacion de la fraccion de elucion
250mM de imidazol (4) no presenta ninguna banda lo que podria indicar que la
ultracentrifugacion provoca una perdida notable en la cantidad de muestra. En el analisis de la
fraccion tomada de la matriz antes de eluir (5) se observan las proteinas que se han unido a ella.
Se recoge también una fraccidn de la muestra que no se ha unido y como se observa en la calle 7
todavia se pueden apreciar un rastro de bandas, lo que significaria que parte de las VLPs no se
han adherido a la columna. Para mejorar este proceso podria dejarse la muestra en la columna en
movimiento a 4°C durante varias horas de esta manera se aseguraria una correcta union y se
reduciria la pérdida de la proteina de interés durante el proceso. Las fracciones tras la elucion con
imidazol 250mM (7) y 500mM (8) no presentan resultados esto podria deberse a que la muestra
eluye en fracciones anteriores de menor concentracién de imidazol. Para comprobar esta hip6tesis
se realiza otro ensayo en gel de poliacrilamida en el que se analizan también fracciones de menor
concentracion los resultados se observan en la Figura P.C. En este ensayo se comprueba como
en la elucién con imidazol 50Mm (3) y en la elucién con imidazol 100Mm (4) es donde mas
cantidad de proteina se detecta, siendo la 100mM la mas significativa. Para confirmar la presencia
de las VLPs en la muestra se realiz6 un ensayo Western Blot, Figura P.D. Se puede apreciar una
banda de proteina de unos 43 kDa para el sobrenadante de la muestra 4AP1 (2), para el sedimento
de esta misma muestra, para la fraccion de la muestra no pegada a la matriz, indicando la pérdida
de proteina en este paso; y para la matriz antes de eluir, donde se detecta la mayor intensidad.
Respecto a las eluciones se obtiene una sefial muy similar para la elucién 50mM de imidazol, para
la fraccion con 100mM con imidazol y para la fracciébn con 100mM sin imidazol tras
ultracentrifugar, lo que confirma que es en esta Ultima fraccién donde se eluye la mayor cantidad
de VLPs. Para el resto de fracciones no se obtienen resultados bien porque no hay presencia de
las VLPs o porque las cantidades de estas se encuentran por debajo del limite de deteccion del
método. Ademas, se puede observar una pequefia banda en las calles 3 y 5 a un peso por encima
de 34 kDa aproximadamente. Esta podria deberse a procesos proteoliticos que han degradado las

muestras produciendo este leve rastro al correr el gel.
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Figura P. Analisis mediante (A) Test CERTEST RHDV + RHDVb (B, C, D) gel de poliacrilamida en presencia de SDS
de células de insecto High Five que producen la proteina de interés a las 72 horas tras la infeccion. (B) Muestras
durante las distintas etapas proceso de purificacion de VLPs mediante columna de Niquel. En orden: 1. Células rotas
de 4AP1; 2. Sobrenadante 4AP1; 3. Sedimento 4AP1; 4. Sobrenadante ultracentrifugacion elucién 250mM imidazol;
5. Matriz antes de eluir; 6. No pegado; 7. Elucion 250mM imidazol; 8. Elucion 500MM imidazol; 9. Matriz después
de eluir. (B) Muestras durante las distintas etapas del proceso de purificacion de VLPs mediante columna de Niquel.
En orden: 1. Células rotas 4AP; 2. Matriz antes de eluir; 3. Elucion 50mM imidazol; 4. Elucién 100mM imidazol; 5.
Elucién 250mM imidazol; 6. Elucion 250mM sin imidazol; 7. Elucién 500mM; 8. Elucién 500mM sin imidazol; 9.
Matriz después de eluir. (C) Las mismas muestras incubadas con un anticuerpo anti-RHDV. En orden: 1. Células rotas
4AP1; 2. Sobrenadante 4AP1; 3. Sedimento 4AP1; 4. No pegado; 5. Matriz antes de eluir; 6. Elucién 50mM imidazol;
7. Elucion 100mM imidazol; 8. Elucion 100mM sin imidazol; 9. Elucion 250mM imidazol; 10. Elucién 250mM sin
imidazol; 11. Elucién 500mM imidazol; 12. Elucién 500mM sin imidazol; 13. Matriz después de eluir. M=Marcador
de masa molecular de la casa comercial Thermo Scientific™ cuyo tamafio (kDa) se indica a la izquierda de cada gel.
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Reconocimiento de la proteina de interés por suero Anti-Mixoma mediante ensayo
Western Blot
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Figura Q. Analisis mediante ensayo Western Blot de extractos celulares de la linea celular High Five que producen la
proteina de interés durante las distintas etapas del proceso de purificacion de VLPs mediante columna de Niquel
incubadas con un suero anti-Mixoma. En orden: 1. Control positivo; 2. Matriz antes de eluir; 3 Elucion 50 mM
imidazol; 4. Elucién 100 mM imidazol; 5. Elucion 100 mM sin imidazol; 6. Elucion 250 mM imidazol 7. Elucion 250
mM sin imidazol; 8. Elucion 500 mM imidazol; 9. Elucion 500 mM sin imidazol. M=Marcador de masa molecular de
la casa comercial Thermo Scientific™ cuyo tamafio (kDa) se indica a la izquierda de cada gel.

Los resultados tras el analisis mediante el ensayo Western Blot de los extractos celulares de la
linea celular High Five que producen la proteina de interés durante las distintas etapas del proceso
de purificacion de VLPs se observan en la Figura Q. La sefial emitida por el control positivo (1)
permite verificar la funcionalidad del andlisis y el correcto rendimiento de los anticuerpos
utilizados. En todas las muestras se aprecia un rastro de bandas exceptuando, la muestra
correspondiente a la fraccion de elucion con 250mM sin imidazol (7) y 500mM sin imidazol (9).
Este resultado podria deberse a la perdida de muestra durante la etapa de ultracentrifugacion ya
que para las réplicas con imidazol de ambas muestras si que se observan resultados. Se puede
plantear que la ultracentrifugacién, aungue sea una etapa necesaria que permite obtener una
muestra de mayor pureza, para aquellas fracciones donde la proteina de interés no eluye en
grandes cantidades puede suponer una perdida total de esta. Para las muestras que si presentan
sefial se observa una banda de mayor intensidad de aproximadamente un peso de 43 kDa, al
comparar este resultado con los obtenidos en la Figura P.D podemos suponer que se trata de la

proteina de interés y confirmar que es reconocida por el suero de conejo infectado por MYXV.

5. CONCLUSION

Al comparar los objetivos planteados al comienzo de este Trabajo Fin de Grado con los resultados
obtenidos se puede considerar que se ha logrado la construccion de un plasmido funcional capaz
de sintetizar la proteina expresada por el gen M102L del MY XV pegada a la subunidad S de la
proteina VP1 del RHDV y una cola de histidinas en dos cepas de E. coli distintas DH5-o. y BL21,
asi como en células de insectoSf9 y High Five. Respecto a la sobreexpresion del gen que codifica
para esta proteina recombinante se ha comprobado que la cepa BL21 es mas adecuada para este

tipo de ensayo, ademas, que el tiempo de incubacion con inductor no parece ser directamente
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proporcional a la sobreexpresion. Por otro lado, se ha logrado la optimizacion del método de
purificacion de VLPs mediante columna de niquel obteniendo resultados prometedores. Seria
interesante continuar investigando y profundizar en los resultados obtenidos. Por ejemplo, la
expresion en células de mamifero en cultivo o la secuenciacion del constructo aportaria
informacion valiosa que permitiria completar y afianzar los resultados ya obtenidos. Ademas,
seria necesario comprobar que la proteina recombinante obtenida a través de la columna de verdad
genera VLPs, ya que los ensayos realizados han sido en condiciones desnaturalizantes. Para ello,
se deberian observar mediante microscopia electrénica de transmision y medir su tamafio

mediante la técnica DLS.
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