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Resumen

Los retrovirus enddgenos son remanentes genéticos de infecciones
retrovirales ancestrales de la linea germinal que han sido transmitidos de
generacion en generacion hasta nuestros dias.

Hoy en dia sabemos que aproximadamente un 8% de nuestro genoma
esta formado por secuencias derivadas de estas infecciones retrovirales
ancestrales, algunos de los cuales contindan expresandose y generan
proteinas que poseen marcos de lectura abiertos. Muchas de estas
proteinas estan asociadas a enfermedades autoinmunes 'y
neurodegenerativas asi como a diversos tipos de cancer. También se han
encontrado sobre-expresadas ante la infeccion con otros tipos de virus,
como por ejemplo VIH.

En este estudio se buscoO analizar la expresion génica de los HERV-K,
especificamente determinando la expresion relativa de los oncogenes rec
y np9 mediante cuantificacion relativa por PCR a tiempo real. Estos genes
producen proteinas que se encuentran asociadas a la pérdida de la
regulacion del ciclo celular. Con el fin de determinar si se sobre-expresan
en ambientes celulares transformados, se analizO su expresion en
diversas lineas celulares tumorales y se comparé con la expresion en
globulos blancos provenientes de donantes sanos. Ademas se analizé la
expresion en una linea celular derivada de hepatocarcinoma que fue
transfectada con el ARN del virus de la Hepatitis C con el fin de
determinar si la infeccidbn con este virus activa la expresion de estos
genes.

Los resultados indican que estos genes se expresan a hiveles similares
tanto en las lineas celulares tumorales analizadas como en donanntes
sanos. Asimismo no se observan cambios significativos en la expresion
frente a una transfeccion con el virus de la Hepatitis C.

Finalmente, mediante clonacion se generd un vector de expresion para el
gen np9 con la perspectiva a futuro de producir la proteina Np9 de
manera recombinante o bien realizar ensayos de funcionalidad en cultivo
celular.
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1) Introduccion

1.1) Retrovirus enddgenos

Los retrovirus constituyen un diverso grupo de virus animales cuyo
genoma estd compuesto por acido ribonucleico (ARN). Estos virus
comparten dos caracteristicas fundamentales:

1) invierten el orden en el que naturalmente fluye la informacion
genética en los sistemas bioldgicos, ya que son virus de ARN que
necesitan de una transcriptasa reversa para convertir este ARN en
acido desoxirribonucleico (ADN).

2) integran su genoma en el genoma del hospedero.

Los retrovirus que integran su genoma a células somaticas se denominan
retrovirus exogenos y son transmitidos solamente de manera horizontal.
Por el contrario, los retrovirus endoégenos (ERVs por su sigla en inglés)
son remanentes genéticos de infecciones retrovirales ancestrales de la
linea germinal que han sido transmitidos de generacién en generacion
(verticalmente) hasta nuestros dias (Varmus & June, 1988).

Hoy en dia sabemos que aproximadamente un 8% de nuestro genoma
estad formado por secuencias derivadas de estas infecciones retrovirales
ancestrales (Lander et al.,, 2001), y, si bien la mayoria de estas
secuencias son defectivas por acumulacion de mutaciones deletéreas que
impiden su transcripcion, algunos contindan teniendo marcos de lectura
abiertos y pueden expresar y generar proteinas (Ehlhardt et al., 2006). Un
ejemplo es la sincitina, una proteina que juega un papel fundamental en el
desarrollo de la placenta humana (Blond et al., 2000; Mi et al., 2000).

Estructuralmente, los ERVs humanos (HERVS) existen en el genoma en
formas provirales (genomas de ADN viral integrados en el genoma de
ADN celular) y comparten la estructura gendmica universal de todos los
retrovirus: 5'LTR- gag- pro- pol- env- 3'LTR aunque su estructura
completa es dificil de encontrar debido a que, con el paso del tiempo,
muchas secuencias han sido eliminadas o mutadas. El gen gag codifica
para las proteinas estructurales de la matriz, la cépside y la
nacleocapside; pro codifica para la proteasa; pol para la transcriptasa
reversa y la integrasa; y env para las proteinas de la envoltura. Los LTRs
(repeticion terminal larga, por sus siglas en inglés) flanquean los extremos
5"y 3" del provirus, poseen elementos promotores y potenciadores por lo
gue cumplen importantes funciones reguladoras para la transcripcion y



poliadenilacion del ARN transcripto (Bannert & Kurth, 2004; Downey et al.,
2015; Kovalskaya et al., 2006).

Los retrovirus enddégenos se clasifican en 3 clases basandose en su
similitud de secuencia con los géneros en que se han clasificado los
retrovirus exdégenos, aunque la mayoria de estos virus son muy diferentes
al género retroviral asignado (Griffiths, 2001). Los HERVs que se agrupan
flogenéticamente junto con el grupo de los Gammaretrovirus son los
denominados de clase | (incluye HERV-E y HERV-H, entre otros
subgrupos). Los que se agrupan junto con los Betaretrovirus son los
denominados de clase Il (incluye HERV-K) y los que se agrupan con los
Spumavirus son los denominados de clase Il (incluye HERV-L y HERV-S)
(Figura 1).
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Figura 1. Dendograma sin raiz representativo de los siete géneros de retrovirus
exdgenos y las tres clases de retrovirus endégenos. Andlisis filogenético sin raiz del
gen pol por el método Neighbor Joining (NJ) (500 bootstrap) de los siete géneros
retrovirales: alfa, beta, gamma, delta, epsilon, lenti y spuma-virus. En la periferia se
indica a qué clase pertenecen los HERVs agrupados con los diferentes géneros de
retrovirus Figura extraida de Jern et al., 2005.

La nomenclatura para nombrar a los HERVs deriva del ARN de
transferencia (ARNt) que se une al sitio de unién al cebador de la
transcriptasa reversa (Cohen & Larsson, 1988). Asi es que, si el primer
ARNt que se une al ribosoma para comenzar la sintesis proteica codifica



para una lisina, cuyo codigo aminoacidico de una letra es K, ese HERV se
nombrara HERV-K.

1.2) Familia HERV-K

Los HERVs de tipo K (HERV-K) pertenecen filogenéticamente a la Clase I
de retrovirus endo6genos o supergrupo Betaretrovirus-like. Es la familia de
retrovirus enddégenos mas jévenes incluyendo miembros que se
encuentran anicamente en humanos y simios (Barbulescu et al., 1999).

Esta familia se clasifica en 10 grupos denominados HML-1 al 10
basandose en la secuencia del gen de la transcriptasa reversa (rt)
(Garcia-Montojo et al 2018); asimismo se ha descrito un grupo
filogenéticamente emparentado pero distante al clado HML-2, el que ha
sido propuesto como un nuevo grupo denominado HML-11 (Subramanian
et al., 2011). HML se debe a “human MMTV-Ilike” debido a su parecido
con el virus del tumor mamario murino (MMTV, por sus siglas en inglés).
El grupo HML-2 es el que se encuentra mas activo por encontrarse mas
preservado genéticamente dado que mantiene marcos abiertos de lectura
gue codifican proteinas funcionales a partir de sus genes gag (matriz y
proteinas del ndcleo), pro (proteasa), pol (polimerasa) y env (envoltura)
(Vargiu et al., 2016). A su vez, el grupo HML-2 se clasifica en dos tipos: 1
y 2, los cuales se diferencian en una delecién de 292 pares de bases (pb)
en la unién de los genes pol-env.

Se han descrito 4 transcriptos como productos de transcripcion de los
HERV-K (HML-2) (Hohn et al.,, 2013). El primer transcripto contiene 3
marcos de lectura y codifica para las poliproteinas de Gag, Pro y Pol. Gag
es el primer ORF en traducirse y es el Unico que posee un codén de inicio,
dado que pro y pol se traducen mediante un desplazamiento del marco de
lectura. Por otra parte, Env es codificada por otro transcripto y por splicing
alternativo de este ARN mensajero (ARNm) se pueden generar dos
transcriptos diferentes dependiendo de si el HERV-K (HML-2) es de tipo 1
0 2. Como se muestra en la Figura 2, si el splicing ocurre en un env de un
HERV-K (HML-2) de tipo 2, se produce un ARNm que codifica para una
proteina llamada Rec, cuya funcion es unirse al transcripto viral inmaduro
para facilitar su transporte nucleo-citoplasma (Wodrich & Kréausslich,
2001), una funcibn analoga a la proteina Rev del Virus de
Inmunodeficiencia Humano (VIH) y de la proteina Rex del Virus de la
Leucemia de células T humanas (HTLV) (Lower et al., 1995). Mientras
que a partir del splicing de los HML-2 de tipo 1 se produce un ARNm que
codificarda para una proteina de aproximadamente 9 kDa llamada Np9



(nuclear protein of 9 kDa), cuya funcion viral se desconoce, aunque se
sabe que es capaz de translocarse al nucleo donde activa diversas vias
oncogénicas (Armbruester et al., 2002). Np9 comparte los primeros 14
aminoacidos (aa) con Env y Rec. A pesar de que estas oncoproteinas se
asocian a enfermedades, se ha encontrado que los transcriptos (rec y
np9) también estdn presentes en diversos tejidos humanos normales
(Schmitt et al., 2015).
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Figura 2. Secuencias de los HERV-K (HML-2) a nivel genémico y transcripcional.
(A) Estructura proviral de los HERV-K y los ARNm provenientes de env. Adaptada
de Hohn et al., 2013. (B) Comparacién de env de HERV-K (HML-2) de tipo 1y tipo 2 a
nivel de ADN y de los ARNm codificantes (np9 y rec). Los nimeros sobre las flechas
negras indican la distancia en pares de bases (pb) o nucleétidos (nt) de la que se
encuentra el codén de inicio de la region codificante en el ADN. Esta imagen fue
disefiada en el marco de esta tesina de grado.



1.3) HERV-K (HML-2) y cancer

Desde su descubrimiento los HERVs se han asociado al cancer tanto a
nivel transcripcional como a nivel traduccional y con el paso de los afios la
asociacion de los HERV-K (HML-2) se ha evidenciado en diferentes tipos
de cancer. A la fecha hay evidencia de una activacién en cancer de mama
(Davari Ejthadi et al., 2005; Wang-Johanning et al., 2003; Zhao et al.,
2011), de ovario (Heidmann et al., 2017; Wang-Johanning et al., 2007), de
préstata (Goering et al., 2011), tumores de la linea germinal (Kleiman et
al., 2004), melanomas (Singh et al., 2009), leucemias (Depil et al., 2002;
Fischer et al., 2014; lwabuchi et al., 2004) y linfomas (Fava et al., 2016;
Gitlin et al., 2008).

La expresion de los genes de retrovirus enddégenos esta bajo el control de
sus LTRs. Los LTRs que se encuentran en una zona del genoma con
mayor densidad génica son significativamente mas activos que los que se
encuentran en una zona con baja densidad génica (Buzdin et al., 2006).
En consecuencia se pueden concluir dos cosas: la actividad de los HERV,
en procesos patologicos, es promovida como un efecto secundario de su
localizacion en regiones cromosomicas con alta actividad transcripcional o
bien, los LTRs virales activos contribuyen funcionalmente a la regulacion
de genes humanos de una manera beneficiosa (Pérot et al., 2012). Los
LTRs presentan una alta identidad de secuencia por lo que existe la
posibilidad de que estas secuencias recombinen generando rearreglos
cromosémicos que podrian llevar a la translocacion del LTR a una zona
gendmica indebida y actuar como promotor de genes que normalmente se
encuentran muy regulados (Chaffanet et al., 1998; Tomlins et al., 2007).
La expresion de HERVs también puede ser estimulada por esteroides
(Hanke et al., 2013; Ono et al., 1987) y citoquinas (P. M. Schneider et al.,
2001). Adicionalmente se ha visto que las regiones de ADN de HML-2 de
diversas lineas celulares se encuentran hipometiladas, por ejemplo en
lineas celulares de melanoma (Stengel et al., 2010), tumores de prostata
(Goering et al., 2011), y tumores de ovario (Iramaneerat et al., 2011), por
lo que el aumento de la transcripcion de HERVs podria deberse a eso.

Es importante destacar que los HERV-K (HML-2) codifican para diversas
proteinas que han sido reportadas como oncoproteinas virales debido a
gue se ha encontrado una asociacion entre la expresion o sobre-
expresion de estos genes virales y/o sus proteinas y la alteracion de
diversas vias de sefalizacion del ciclo celular, lo cual puede llevar al
desarrollo de cancer (Armbruester et al., 2002; Chen et al., 2013; Lemaitre
etal., 2017).



Las oncoproteinas méas estudiadas son Np9, Rec y Env cuya expresion se
ha observado en diversos tipos de tumores, como cancer de mama, de
préstata, de piel o leucemias (Armbruester et al., 2002; Depil et al., 2002;
Goering et al., 2015; Patzke et al., 2002).

Especificamente, se ha detectado la expresion de Np9 en diversos tejidos
tumorales como cancer de mama, cancer de ovario y leucemia linfoide
cronica (Armbruester et al., 2002; Chen et al., 2013; Depil et al., 2002;
Fischer et al., 2014; Singh et al., 2009).

En células mieloides y linfoblasticas de leucemia, la expresion de Np9 es
fundamental para la supervivencia y el crecimiento de las mismas.
Ademas, en estas células activa diversas vias de sefializacion como
Wnt/B-catenina, c-myc/AKT, ras-ERK y Notchl (Chen et al., 2013), vias
gue al activarse contribuyen a la proliferacion celular y a la
inmunosupresion (Garcia-Montojo et al., 2018). Sumado a lo anterior, Np9
se une y regula la ubiquitina ligasa MDM2, cuya funcion en las células
normales es mantenerse unida a la proteina p53. La unién a Np9 induce
la ubiquitinacion de MDM2, lo cual deriva en su degradacion por el
proteosoma. Dado que p53 es una proteina supresora de tumores, al
liberarse de MDM2 actia como factor de transcripcion actuando sobre
diversas vias regulatorias del ciclo celular, alterandolo (Heyne et al.,
2015).

Asimismo, Np9 interacciona con la proteina en dedos de zinc de la
leucemia promielocitica (PLZF de su sigla en inglés) y produce un
aumento transcripcional de c-myc (factor de transcripcién) que resulta en
la induccion del crecimiento celular y la reduccion de la apoptosis (Denne
et al., 2007). La interaccion, tanto de Np9 como de Rec con PLZF, se ha
asociado al cancer de préstata (Robinson et al., 2015). Rec también
contribuye al cancer de préstata al unirse a hSGT (human small
glutamine-rich tetratricopeptide repeat protein), un regulador del receptor
de andrégenos. Esta union promueve un aumento en la actividad de los
receptores, lo cual se ha vinculado a la activacion de los LTRs de HERV-K
(HML-2). Todo Ilo expresado anteriormente podria promover la
proliferacion celular y la tumorogénesis (Hanke et al., 2013).

La expresion de env provenientes de HERV-K (HML-2) se ha asociado
fuertemente al cancer de seno (Wang-Johanning et al., 2001, 2003), no
solo a nivel de ARN mensajero sino a nivel proteico también (Chen et al.,
2013; Geng et al., 2010; Zhou et al., 2016)



Como hemos visto, ha sido reportada una fuerte asociacion entre HERV-K
y cancer desde un punto de vista de desarrollo tumoral pero algunos
autores evidencian que la expresion de HERV puede tener actividad
antitumoral al activar respuestas inmunes tanto innatas como adaptativas.
Asociado a la respuesta inmune adaptativa las proteinas provenientes de
retrovirus enddgenos pueden funcionar como antigenos asociados a
tumores dado que son capaces de activar una respuesta fuerte de los
linfocitos T citotoxicos (Schiavetti et al., 2002) por lo que podrian ser
utilizadas como blancos terapéuticos (Rycaj et al., 2015; Wang-Johanning
et al., 2012). Por otra parte la expresién de retrovirus endégenos en
ratones activa varios receptores de tipo Toll como el TLR-3, TLR-7 y TLR-
9 que son receptores que reconocen acidos nucleicos de origen exdégeno
(Yuetal., 2012), por lo que se activa una respuesta inmune innata.

1.4) Infecciones virales y HERVs

Las infecciones virales producen la desregularizacion del ciclo celular al
activar y desactivar diversas vias de sefializacion. Se ha visto que las
infecciones por virus como el virus linfotropico de células T humanas
(Toufaily et al., 2011), virus de la inmunodeficiencia humana (Contreras-
Galindo et al., 2007), virus del sarcoma de Kaposi (Dai et al., 2018) o
virus de Epstein-Barr (Sutkowski et al., 2004), llevan a la activacion de la
expresion de retrovirus endogenos y de sus LTRs. Ademas ha sido
reportado el aumento la expresion de los HERV-W frente a infecciones
con Influenza Ay virus del herpes simple-1 (HSV-1) (Nellaker et al., 2006)
y la sobre-expresion de transcriptos de env en células HepG2 es inducida
por la proteina X del virus de la Hepatitis B (VHB) (Liu et al., 2017).

1.5) Virus de la Hepatitis C y HERVs

Recientemente un trabajo realizado por Tovo y cols. (2020) ha
evidenciado que existe una asociacion entre la infeccion por el virus de la
Hepatitis C y la sobre-expresion del gen pol de retrovirus endogenos,
incluso esta sobre-expresion persiste en pacientes luego del clearance
viral inducido por drogas antivirales directas (Tovo et al., 2020).

El virus de la hepatitis C (VHC) es un virus perteneciente a la familia
Flaviviridae, género Hepacivirus, por lo que su genoma es ARN
monocatenario con polaridad positiva. Este genoma tiene 9600
nucledtidos de longitud y codifica para una poliproteina que es clivada en



10 proteinas, 3 estructurales y 7 no estructurales. Si bien VHC es capaz
de infectar diversos tipos de células del sistema inmune, es un virus
principalmente hepatotropico ya que su blanco principal son los
hepatocitos.

La infeccion suele ser generalmente asintomatica al comienzo y en el 15-
25% de los casos se resuelve espontaneamente en los primeros 6 meses
de la infeccion (Manns et al., 2017; L. S. Wang et al., 2016). El 75-85% de
los casos restantes, progresa a una infeccion cronica, la cual puede
resultar en el desarrollo de fibrosis hepatica, cirrosis y hepatocarcinoma
celular (HCC).

El proceso de carcinogénesis hepatica se da en varias etapas asociadas
a distintas alteraciones genéticas que derivan en la transformacion
maligna del hepatocito. En este proceso se genera proliferacion y
diferenciacion celular, inflamacion, estrés oxidativo y angiogénesis. La
asociacion entre VHC y el desarrollo de HCC es bastante confusa, no
obstante se ha visto que hay varias proteinas virales que tienen efecto
oncogeénico al interferir en diversas vias de sefializacion en cultivo celular
o ratones transgénicos (Lin et al., 2015).

El HCC es el sexto tipo de tumor maligno mas prevalente y la tercera
causa de muerte atribuida al cancer a nivel mundial (Bravi et al., 2013). El
desarrollo de HCC se da en varias etapas en las que diferentes
alteraciones genéticas o epigenéticas influyen en diversas vias de
sefalizacion (Bertino et al., 2014). A nivel mundial, el 90% de los casos de
HCC derivan de infecciones por el virus de la Hepatitis B (VHB) o el VHC
asi como del alcoholismo (El-Serag, 2012). Mas de un 50% de los HCC
son derivados de una infeccion con VHB como la causa principal.
Mientras que la segunda causa son las infecciones por VHC y si bien
representa un porcentaje menor en cantidad de HCC, resulta interesante
de estudiar dado que no hay vacuna contra este virus y se estima que en
las préximas décadas el HCC causado por VHC ir4 en aumento, al menos
en los Estados Unidos (El-Serag, 2011).

Respecto a la asociaciéon entre el HCC y la expresion de retrovirus
enddégenos se ha investigado muy poco, aunque un estudio indica que
hay sobre-expresion de HERV-K (HML-2) en tejidos provenientes de
HCC. Este estudio encuentra una asociacion inversa entre el aumento de
la expresion de retrovirus endégenos y la supervivencia de los pacientes
con este tipo de cancer (Ma et al., 2016).



2) Objetivos

2.1) Objetivo general

Contribuir al conocimiento sobre la expresién de retrovirus endoégenos
humanos en diferentes contextos celulares tumorales en comparacién con
células de donantes sanos. Ademas nos interesa en particular estudiar si
la infeccion por el virus de la Hepatitis C es capaz de inducir un aumento
en la expresion de HERVs que pueda acercar al mecanismo de
oncogenicidad de este virus. Asimismo se plantea, con el fin de poder
realizar en un futuro estudios de expresion de la proteina Np9, colaborar
con los primeros pasos de la produccién de la proteina Np9 recombinante,
etapa fundamental para la produccién de anticuerpos Anti Np9 a ser
utilizados en estudios de expresion.

2.2) Objetivos especificos

1. Analizar la expresion de retrovirus enddgenos por PCR en
tiempo real en diferentes lineas celulares tumorales (Huh7.5,
HepG2, Hela, Jurkat, PC-3, LNCaP) y comparar estos
resultados con la expresion en glébulos blancos provenientes
de donantes sanos.

2. Analizar mediante PCR en tiempo real si la infeccion por el virus
de la hepatitis C activa la expresion de retrovirus enddégenos en
cultivos de células Huh7.5 transfectados con el clon infeccioso
de VHC.

3. Generar un vector de expresion para el gen np9 mediante
clonado basado en el uso de sitios de restriccion.
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3) Materiales y métodos

3.1) Lineas celulares humanas tumorales
Con el fin de comparar los niveles de expresion de HERVs en distintos
contextos celulares tumorales, se emplearon diferentes lineas celulares
humanas derivadas de diversos tipos de tumores:

3.1.1) Linea celular HeLa de cancer cérvico-uterino (Scherer et al.,
1953). Linea proveniente de un adenocarcinoma de una mujer de raza
negra de 31 afios. Las células se caracterizan por tener morfologia
epitelial y propiedades adherentes en cultivo. Ademas, tienen integrado
en su genoma los genes E6 y E7 del virus de papiloma humano.

3.1.2) Linea celular Jurkat de leucemia linfoide aguda (U. Schneider et
al., 1977). La linea proviene de una leucemia aguda de linfocitos T de un
varén de 14 afos. Se caracteriza por su morfologia tipo linfoide y se
cultivan en suspension.

3.1.3) Lineas celulares PC-3 y LNCaP de cancer de prostata. La linea
PC-3 (Kaighn et al., 1979) proviene de un adenocarcinoma derivado de
una metastasis de hueso de un hombre caucasico de 62 afios. La
morfologia de las PC-3 es epitelial y se caracterizan por ser adherentes
en cultivo aunque pueden ser cultivadas en agar blando donde crecen en
forma de colonias. La linea LNCaP (Horoszewicz et al., 1980) es un
carcinoma derivado de una metéastasis del nodulo linfatico subclaviar
izquierdo de un hombre adulto caucéasico de 50 afios. Se caracterizan por
tener morfologia epitelial y son adherentes. Al ser cultivadas crecen de
manera individual y agrupadas.

3.1.4) Lineas celulares HepG2 y Huh7.5 derivadas de HCC. La linea
Huh7.5 (Blight et al., 2002) corresponde a un clon derivado de la linea
Huh7 que se caracteriza por su permisividad a la replicacion de ARN
genémico y subgendmico del VHC (Nakabayashi et al.,, 1982).
Originalmente proviene de HCC de un paciente japonés de sexo
masculino con hepatitis fulminante. Crecen en monocapa. La linea HepG2
(Knowles & Aden, 1983) proviene de un paciente varén caucasico de 15
afos. Sus células se caracterizan por su morfologia epitelial y por crecer
adherentes en pequefios cumulos de células.
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3.2) Linea celular Huh7.5 transfectada con ARN viral.

Ademas, con el fin de determinar si la infeccién con VHC podria promover
un cambio en la expresion de HERVSs, se trabajo con células Huh7.5
transfectadas con el ARN del clon infeccioso de VHC (J6/JFH-clon 2) y
células transfectadas Mock (solamente con el reactivo de transfeccion que
consistio en Lipofectamine 2000, Invitrogen). Las células estudiadas
correspondieron al dia 16 post-transfeccion (dia en el cual se logra
observar efecto citopatico) y fueron cedidas por mi tutora, la Dra. Natalia
Echeverria, quien realiz6 la transfeccion en el marco de su proyecto de
doctorado (Echeverria, 2019).

3.3) Lineas celulares no humanas derivadas de tejidos
normales

Se emplearon como controles donde la expresion de HERVs deberia ser

nula ya que evolutivamente, debido al momento de su integracion a los

genomas de los hospederos, deberian de encontrarse Unicamente en el

linaje humanao.

3.3.1) Linea celular VERO de rifiobn de Cercopithecus aethiops
(Yasumura & Kawakita, 1963). Proviene del tejido epitelial normal de rifion
de mono verde africano. Estas células se caracterizan por tener
morfologia epitelial y propiedades adherentes en cultivo.

3.3.2) Linea celular MDCK de rifion de Canis familiaris. Es una linea
celular derivada de tejido epitelial normal de rifidn de perro. Estas células
se caracterizan por tener morfologia epitelial y propiedades adherentes en
cultivo.

3.4) Cultivo y manipulacién de lineas celulares

Si bien se extrajo el ARN de todas las lineas mencionadas anteriormente
para los estudios de expresion de HERVs, en el marco de esta tesina de
grado solamente se cultivaron las células Huh7.5 y HepG2, las cuales
fueron mantenidas en Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco,
Grand Island, New York, USA) suplementado con 5% y 10% de suero
fetal bovino (SFB) (HyClone, ThermoScientific, South Logan, Utah, USA),
respectivamente. Ademas, los medios fueron suplementados con 0.1mM
de aminoacidos no esenciales (NEAA, del inglés: Non-essential amino
acids, Gibco, Grand Island, New York, USA) y 1% de
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penicilina/estreptomicina. El cultivo fue realizado en estufa bajo
condiciones estandar de cultivo celular a 37 °C con atmoésfera 5% de CO..

Los pasajes de células se realizaron cuando la confluencia alcanz6 un 80-
90% (Anexo 1). Ademds, tras varios pasajes se congelaron stocks de
células (Anexo 2) previo conteo celular (Anexo 3).

Las restantes lineas celulares fueron cultivadas por otros miembros del
laboratorio y fueron cedidas resuspendidas en 100ul de PBS 1X para su
uso en el marco de esta tesina.

3.5) Gldbbulos blancos provenientes de donantes sanos

Con el fin de poder comparar la expresion de HERVs con tejidos humanos
no tumorales, se reclutaron 10 donantes sanos que acudieron al Servicio
Nacional de Sangre (SNS). La extraccion de sangre fue realizada por
personal del SNS y para el estudio se siguieron guias éticas nacionales e
internacionales (buenas practicas clinicas y la Declaracion de la
Asociacion Médica Mundial de Helsinki). La informacién personal de los
individuos reclutados es confidencial y su acceso fue restringido al
personal médico de la institucidon. A partir de sangre entera se procedio a
la lisis de eritrocitos de manera de obtener glébulos blancos para su
estudio. Se partié de 2 o 3 mL, dependiendo de la muestra, de sangre
periférica sin suero con EDTA. Para lisar los glébulos rojos, se le
agregaron 20 mL de solucion lisante fria (MgCl, 5 mM) y se centrifugd por
10 minutos (min) a 3000 rpm (centrifuga Hermle Labortechnik Z200A). EI
sobrenadante fue descartado, se agregaron nuevamente 20 mL de
solucion lisante y se centrifugd. Se descartd el sobrenadante y se lavo el
pellet con 1 mL de PBS para luego volver a centrifugar. El sobrenadante
fue descartado y el pellet se resuspendié en 400 pl de Dulbecco’s PBS 1x
(Gibco, Grand Island, New York, USA). A partir de estos glébulos blancos
se realizo la extraccion de ARN.

3.6) Extraccion de ARN
Las extracciones de ARN se realizaron utilizando dos protocolos
diferentes, dependiendo de las muestras.

a) La extraccién de ARN realizada a partir de células provenientes
de cultivo celular, asi como de los glébulos blancos de los
donantes sanos fue realizada mediante el método del TRIzol LS
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reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) segun instrucciones del
proveedor (Chomczynski & Sacchi, 1987) (Anexo 4). Al
momento de la precipitacibon del ARN se agreg6é 1 pL de
GlycoBlue (Invitrogen, Vilna, Lituania) a cada una de las
muestras para colorear el pellet y tornarlo mas visible.

b) La extraccion de ARN de muestras derivada de la Linea celular
Huh7.5 transfectada con ARN viral fue realizada empleando el
kit comercial Quick RNA ™ Miniprep Plus Kit (Zymo Research,
Irvine, USA) siguiendo las instrucciones del proveedor.

3.7) Repurificacion de ARN contaminado con fenoles

Las muestras de ARN extraidas con TRIzol cuyo ratio de absorbancia
260nm/230nm era menor a 1.8 fueron repurificadas por precipitacion.
Para ello se agregd 0.1 volumenes de acetato de sodio (3 M, pH 5.2) a
cada muestra y se dejaron incubar por 5 minutos en hielo. Se agrego 2.5
volumenes de etanol al 100% frio y 0.5 pL de GlycoBlue (Invitrogen, Vilna,
Lituania). Se dejaron incubar a -20°C por 30 min y luego fueron
centrifugadas a 14000 g por 10 min a 4°C. El sobrenadante fue
descartado, se lavo el pellet con alcohol al 70% frio y fue centrifugado a
14000 g por 15 min a 4°C. Se descarto el sobrenadante y se repitio el
paso de lavado. Finalmente se volvio a descartar el sobrenadante y se
seco el pellet en termobloque a 40°C. El pellet fue resuspendido en 20-50
UL de agua libre de ARNasas, dependiendo del origen de la muestra.
Para favorecer la solubilizacion del ARN, se calenté la suspensiéon a 55-
60°C por 10-15 min. Se verific6 que la purificacion habia sido realizada
con éxito al medir la absorbancia a 260, 230 y 280 nm utilizando un
espectrofotometro Eppendorf BioSpectometer® y al calcular los ratios de
absorbancia 260nm/280nm (aceptandose un coeficiente de -~2) vy
260nm/230nm (aceptandose un coeficiente de 1,8 — 2).

3.8) Tratamiento con ADNasa

A los ARN extraidos se les realizd un tratamiento con ADNasa para
eliminar ADN cromosémico contaminante. Para ello se utilizé el kit
TURBO DNA-free (Invitrogen, Vilna, Lituania) y se siguio el protocolo del
fabricante. El volumen de reaccion final de todos los tratamientos fue de
50 pL.

El éxito del tratamiento con ADNasa fue verificado con una PCR del gen
B-actina, siguiendo protocolo que se detalla en la seccion 3.11 pero
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empleando ARN como molde, con excepcion del control positivo de
reaccion, para el cual se emple6 un ADN copia (ADNc). Posteriormente se
verificaron los productos por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
tefildos con SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Madison, USA).

3.9) Retrotranscripcion (RT)

Para generar ADNc de los ARNs extraidos, se realizé una RT con random
primers hexaméricos empleando la enzima SuperScript 1l (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). El ARN fue calentado a 65°C, para eliminar cualquier
estructura secundaria que pudiera inhibir la retrotranscriptasa, y se
mezclaron 5 yL de ARN con 2 pL de random primers hexaméricos 100
ng/uL (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 1 uL de dNTPs (10mM cada uno),
4 pL de Buffer 5X First-Strand, 2uL de DTT (0.1M) , 1 uL de SuperScript I
reverse transcriptase (200U/uL) (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA), 1 pL de RNaseOUT (40U/uL) (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) y 6 uL de agua ADNasa/ARNasa free (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), completando un volumen final de
reaccion de 20 uL. La retrotranscripcion se realizd6 a 25°C por 10 min
(hibridacién de random primers hexaméricos), seguida de 42°C por 50
min (retrotranscripcion), y luego la enzima fue inactivada a 70°C por 15
min.

El éxito de la retrotranscripcion se verificd con una PCR del gen B-actina
siguiendo protocolo que se detalla en la seccién 3.11 y posterior
electroforesis de productos en gel de agarosa al 1,5% tefiidos con SYBR
Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Madison, USA).

3.10) Disefo de primers para np9

A partir de la secuencia completa del HERV-K103 (Numero de acceso
NCBI: AF164611.1) y de la secuencia proteica de Np9 (NUumero de acceso
NCBI: P61581.1) se reconstruy6 la secuencia del mensajero de np9. A
partir de ambas secuencias se disefiaron, teniendo en cuenta las regiones
5UTR y 3'UTR, diferentes juegos de primers para analizar la expresion
especifica de np9 (Tabla 1) y se modificé un juego de primers descritos en
la literatura para amplificar el gen completo con una region con sitios de
corte para enzimas de restriccion EcoRl y BamHI (Armbruester et al.,
2002) (Tabla 2). Mediante la herramienta online “OligoAnalyzer Tool” de
IDT (www.idtdna.com) se buscd que la diferencia de Tm entre primers
sentido y reverso fuera menor a 2°C, que no formara horquillas a
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temperaturas mayores a 40°C ni que se formaran homo o hetero-dimeros
con AG menor a -7 kcal/mol. Ademas, se busco en base de datos (NIH)

con la herramienta Primer Blast que los primers no amplificaran productos
inespecificos.
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Tabla 1. Primers para amplificar np9 disefiados en el marco de esta tesina de grado.

-~ Homo- Hetero- Tamafo
Tm VI G 2 3 dimeros dimeros | esperado
Nombre | Sentido Secuencia* % GC A que se forman P
(°C) horquillas (°C) (AG en (AG en del
kcal/mol) | kcal/mol) | amplicén
Forward 5'- CCA ACG TGG AGG CTT TTC TCT AG -3 522 575 36 6.3
np9-1 -6.24 194 pb
Reverse 5'- GTA CAC CTG CAG ACA CCATCT CC -3 56.5 59.3 25.3 -10.24
Forward 5- TCCACC CAGATC GTGTCT G -3 57.9 | 56.5 34.7 -5.02
np9-3 -5.02 247 pb
Reverse | 5'- GGT TGG GGG TAA GGT CAT AGATTA AC -3' 46.2 56.9 7.6 -4.85

* En verde y negrita se indica la secuencia del primer que hibrida en el primer ex6n del gen y en rojo y negrita se muestra la secuencia que
hibrida en el comienzo del segundo exén.

Tabla 2. Par de primers modificados de (Armbruester et al., 2002) para amplificar los genes completos derivados de los eventos de splicing
alternativo de env. Los nucleétidos en azul y negrita indican las modificaciones realizadas.

Sitio de Tm maxima a Homo- Hetero-
Sentido corte para Secuencia % T(;r'p]AL Tm laque se dimeros | dimeros
enzimas de GC C) (°C) * forman (AG en (AG en
restriccion horquillas (°C) | kcal/mol) | kcal/mol)
Forward EcoRlI 5'- CATTTGAgaattcMCAATGAACCCATCGGAG -3' | 41.9 59.4 53.1 31,9 -8.51 8.65
Reverse BamHI 5'- CGCGCggatccAACAGAATCTCAAGGCAGAAG -3' | 56.2 66.3 52.6 20,1 -17.11 '

* Sin incluir sitios de corte y “colitas”
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El analisis y alineamiento de secuencias de los genes np9, rec, env y 3-
actina y de los genomas de los HERV-K fue realizado en el software
MEGA X: Molecular Evolutionary Genetics Analysis (Kumar et al., 2018).
Estas secuencias fueron obtenidas de la base de datos del NCBI
(National Center of Biological Investigation) (Tabla 3) y fueron empleadas
para la reconstruccion del ARNm de np9 y el disefio de primers (con
excepcioén de la correspondiente a B-actina, la cual se emple6 Unicamente
para verificar la hibridacion de los primers).

Tabla 3. Secuencias utilizadas para realizar los andlisis de secuencias con sus
numeros de acceso en la base de datos del NCBI.

Secuencia Numero de acceso en NCBI
ARNmM env de tipo 2 XM_017017016.1
. AF074086.2
ADN env de tipo 2 AF164611 1
ARNmM rec LN624403.1
ARNmM np9 ERS 642673 (ERR738394.24)
Proteina Np9 P61581.1

3.11) Puesta a punto de PCRs de los genes B-actinay np9

Se realiz6 la puesta a punto para la amplificacion de estos genes por PCR
en tiempo final. Para ello se utilizé la enzima HighTagq DNA Polymerase
(BIORON GmbH, Romerberg, Alemania) y el volumen final de reaccion
fue de 25 pl. Los volumenes iniciales de reaccidon que no fueron
modificados en los diferentes ensayos de puesta a punto fueron los
siguientes: 2.5 ul del buffer incompleto 10X, 0.5 pyl de dNTPs (10 mM) y
0.25 pul de la enzima High Taq DNA Polymerase (5U/ul). Sin embargo, si
se varid la concentracién de algunos de los componentes para lograr las
mejores condiciones de amplificacion. Los componentes a los cuales se
les varié la concentracion fueron: MgCl, (entre 1.2 y 2 uyM por reaccion),
cada primer (entre 0.32 y 0.48 uM) y el volumen de ADNc (entre 1y 2 pL).
El ADNc utilizado correspondio al de la linea celular Jurkat y se utilizaron
2 controles negativos, uno correspondiente al control negativo de la
retrotranscripcion y otro control negativo de PCR que const6 de H,O
DEPC (USB Corporation, Cleveland, Ohio, USA). Los primers utilizados
para amplificar B-actina se extrajeron de la literatura (S. Wang et al.,
2013) y el producto amplificado tiene un tamafio esperado de 184 pb. El
ciclado para amplificar B-actina fue: 5 min a 94°C; 35 ciclos escalonados
de 94°C por 10 segundos, 58°C por 20 segundos y 72°C por 30 segundos
y, finalmente, 5 min 72°C. Para el caso de np9 se utilizaron los primers
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disefiados en el marco de esta tesis de grado (Tabla 1). Las temperaturas
de annealing utilizadas para amplificar np9 variaron entre los 53 y 61°C
dependiendo del par de primers utilizados, mientras que el tiempo de
extension probado fue de entre 20 y 45 segundos.

Los productos de amplificacion fueron visualizados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, con SYBR Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen, Madison, USA), incorporado al gel como agente intercalante.

3.12) Cuantificacion relativa de la expresion de HERV-K
mediante PCR a tiempo real

La PCR a tiempo real se realizd en el termociclador Step One Plus de

Applied Biosystems con el kit Luna Universal q°PCR Master Mix (New

England BiolLabs, Ipswich, MA, USA), siguiendo el protocolo del

fabricante, y se utilizo el gen B-actina como normalizador. Este kit se basa

en la utilizacion de SYBR como intercalante de ADN.

Los primers de np9 utilizados para la cuantificacion relativa fueron
extraidos de la literatura (Gonzalez-Hernandez et al., 2012). Para el mix
de reaccion de ambas PCR se utilizé 10 yL de Buffer 2x, 0,2 uL de cada
primer (10 uM), 1 uL de ADNc y 8,6 uL de H,O DEPC (USB Corporation,
Clevenland, Ohio, USA). De cada linea celular se realizaron al menos 2
réplicas biologicas con 3 réplicas técnicas cada una. Se utilizaron 2
controles negativos por triplicado, un control negativo de PCR en tiempo
real (H,O DEPC) y el control negativo de cada retrotranscripcion.

Para poder determinar los niveles de expresion del gen np9 en las
diferentes lineas celulares analizadas se utilizo el método de 2 22! (Livak
& Schmittgen, 2001) el que permite cuantificar la expresion del gen de
interés (np9) en un tipo celular relativo a otro tipo considerado como basal
o de referencia. Asimismo, se emplea un gen de expresion constitutiva (8-
actina) como normalizador de expresion. Esta metodologia se basa en
calcular las diferencias de Ct (por su sigla en inglés Cycle threshold). El Ct
es el niamero de ciclo en el que la muestra supera un valor umbral
(threshold) en la sefal de fluorescencia, el cual es determinado (de forma
manual o automatica) previamente (Schmittgen & Livak, 2008). Para
obtener los datos de la PCR en tiempo real se utilizé el software StepOne
de Applied Biosystems v2.3 y se realizaron los siguientes calculos:

ACT = CT gen blanco — CT gen de referencia
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Siendo np9 el gen blanco y B-actina el gen de referencia. Estos célculos
se realizaron para cada una de las muestras (lineas celulares) asi como
para los glébulos blancos de donantes sanos que fue empleada como
condicién calibradora.

Luego se calculé el AACt:
AACT = ACT muestra - ACT calibrador
Y a continuacién el 2"24¢,

Todas las expresiones relativas calculadas fueron graficadas y sometidas
a calculos estadisticos en el software GraphPad Prism version 5.01 (para
Windows, San Diego, CA, USA, www.graphpad.com). A la condicion
calibradora se le asigné arbitrariamente una expresion de 100%. Para
detectar la existencia de diferencias significativas entre las muestras se
utilizé el test One-way ANOVA con correccion de Bonferroni. Un valor
p<0,05 se considero estadisticamente significativo.

Para las comparaciones de la expresion en las células Huh7.5
transfectadas con el ARN de VHC o transfectadas sélo con el reactivo de
transfeccion, la condicion calibradora elegida fue la expresion en esta
linea celular sin transfectar.

3.13) RT-PCR a tiempo final para detectar VHC en células
transfectadas
Para confirmar que las muestras de linea celular Huh7.5 transfectadas
con el clon infeccioso de VHC (J6/JFH-clon 2) contenian efectivamente
copias de ARN viral al dia 16 post-transfeccion, se realiz6 la amplificacion
de una region parcial del gen NS5B de VHC (Regién de Okamoto). Este
paso fue necesario ya que VHC es un virus que genera un efecto
citopatico poco claro al microscopio 6ptico, por lo cual verificar por un
meétodo molecular se vuelve una necesidad. Se realizd6 con el kit
SuperScript™ Il One-Step RT-PCR System with Platinum™ Tag High
Fidelity DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), utilizando el
primer reverso modificado de (Cantaloube et al., 2005) (5"-GAR TAY CTV
GTC ATR GCC TC - 3") y el forward disefiado por el MSc. Fabian
Aldunate en el marco de su tesis de maestria (Aldunate, 2019) (5- CGG
CYT GCA AGG CTG CGG - 3"). El mix para cada reaccion fue: 15 yL de
Buffer 2x, 1 yL de cada primer (10uM), 0.2 yL de Ribolock (40 U/uL), 0.6
ML de SuperScript/Taq Hi-Fi, 7.2 yL de H,O DEPC (USB Corporation,
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Clevenland, Ohio, USA) y 5 uL de ARN. El ciclado consistié en un primer
paso de RT de 45 min a 48°C, y luego la amplificacién en si misma: 2 min
a 94°C; 40 ciclos escalonados de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30
segundos, 68°C por 15 segundos, y un paso de extension final de 5 min a
68°C. EI amplicén generado tenia un tamafio esperado de 136 pb y fue
verificado por electroforesis en gel de agarosa al 2%. Como control
positivo de PCR se empleé el vector de ADN del clon infeccioso y como
control negativo H,0 DEPC.

3.14) Generacion de un vector de expresiéon de Np9

Ante la ausencia de la proteina Np9 como de anticuerpos contra ésta a
nivel comercial, esta debe ser producida en el laboratorio ya sea con el fin
de producir anticuerpos especificos, para poder cristalizarla o para
utilizarla como suplemento en ensayos de funcionalidad en cultivo celular.
Para esto el primer paso es la generacion de un vector de expresion que
incluya el ORF completo de Np9.

3.14.1) Amplificacion, purificacion y digestion del gen np9

Para amplificar np9 completo se empled la enzima HighTag DNA
Polymerase (BIORON GmbH, RoOmerberg, Alemania), siguiendo las
instrucciones del fabricante, con primers que incluyen modificaciones de
los sitios de corte para enzimas de restriccion (Armbruester et al., 2002)
(Tabla 2). Estas modificaciones fueron en el primer forward, en la region
5" previa al codon de inicio con el fin de mejorar la amplificacion del gen.
El objetivo principal de esta modificacion fue cambiar el sitio de corte para
enzimas de restriccion y asi poder direccionar el inserto que se desea
clonar para poder realizar una ligacidbn exitosa. El producto de
amplificacion se purificé empleando el Zymoclean™ Gel DNA Recovery
Kit (Zymo Research, Irvine, USA) siguiendo las recomendaciones del
fabricante. El tamafio esperado del fragmento amplificado fue de 284 pb.

A continuaciéon se realizé la digestion con dos enzimas de restriccion,
EcoRl y BamHI, para generar extremos cohesivos que permitieran la
clonacion del producto deseado por complementariedad. El mix de
digestion se realiz6 en un volumen final de 30 pL siguiendo las
indicaciones de Thermo (https://www.thermofisher.com; Double Digest
Calculator) para una doble digestion involucrando estas enzimas: se
utilizé el buffer Tango 10x (buffer universal de Thermo) en concentracion
final 2x, 20 U de BamHI y 10 U de EcoRI para digerir 500 ng de ADN
plasmidico. La digestion se realiz6é por 1 hora a 37°C y se inactivaron las
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enzimas a 65°C por 20 min. El éxito de la digestion se verifico por
electroforesis en gel de agarosa al 1%. La purificacion de np9 digerido se
realiz6 con el kit DNA Clean & Concentrator™ — 5 (Zymo Research, Irvine,
USA) y se eluy6 en 10 puL. Como control de la digestion se utilizé el vector
DL-HCV-1b-F (Anexo 5) que debia rendir luego de la digestion una banda
de 1900 pb y otra banda de 4850 pb.

3.14.2) Digestion del vector de expresion p3x-FLAG-CMV-14

Para la clonacion se utilizo el vector p3x-FLAG-CMV-14 (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) (Anexo 6), cedido amablemente por el Laboratorio de
Interacciones Molecular de Facultad de Ciencias. Este es un vector de
expresion eucariota dirigido por un promotor de citomegalovirus. Ademas
posee un gen de resistencia a ampicilina para amplificarlo en bacterias.
La digestion (para generar extremos cohesivos) se realizé en un volumen
final de 60 pL siguiendo las indicaciones de Thermo para una doble
digestion involucrando estas enzimas: se utilizo el buffer Tango 10x
(buffer universal de Thermo) en concentracion final 2x, 40 U de BamHI y
20 U de EcoRI para digerir 2000 ng de ADN plasmidico. La digestion se
realizo por 1 hora a 37°C, se inactivaron las enzimas a 65°C por 20 min y
se verificd la digestion por electroforesis en gel de agarosa al 1%. La
purificacion del vector digerido se realiz6 con el kit DNA Clean &
Concentrator ™ — 25 (Zymo Research, Irvine, USA) siguiendo el protocolo
del fabricante, y se eluyo finalmente en 25 pL.

También se utilizdé el software Snapgene Viewer v4.2.6 (GSL Biotech;
disponible en www.snapgene.com) para Vvisualizar y analizar las
caracteristicas del vector de expresion que se utilizo para clonar np9.

3.14.3) Ligacion

La ligacion del producto digerido (inserto: np9) con el vector digerido, se
realizd con la enzima T4 ligasa (New England BioLabs, Ipswich, MA, USA)
durante toda la noche a 16°C. Se realiz6 la ligacion en una relacion
(factor) 1:3 y 1:4 de cantidad de vector:cantidad de inserto. La cantidad de
vector utilizado fue 100 ng en las dos ocasiones, mientras que la cantidad
de np9 se calculo a partir de la siguiente férmula:

cant. vector (ng)x Tamarfo de inserto (pb)
Tamafio del vector (pb)

Cant. de inserto (ng) = x factor
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3.14.4) Transformacién y plaqueo, crecimiento y seleccién de
colonias, y purificacion de plasmidos

La transformacién se realizé por el método de heat shock y se utilizaron
bacterias E. coli DH5a quimiocompetentes (New England BiolLabs,
Ipswich, MA, USA). Se transformaron 25 pL de estas células con 5 pL de
producto de ligacién. Esta mezcla fue incubada por 30 min en hielo, luego
se realizé el shock térmico a 42°C por 30 segundos y se dejo 5 min en
hielo. Se agregaron 475 pL de medio SOC y se dejé a 37°C por una hora
en agitacion (200 rpm). Luego se realizé un spin de 1 min para bajar las
células, se retiro parte del sobrenadante y el restante se empled para
resuspender el pellet celular. Por tanto, se sembraron aproximadamente
50 L de esta suspension bacteriana por rastrillado en placas de Petri con
medio LB agar + ampicilina (100 pg/mL) y fueron incubadas overnight a
37°C. Se seleccionaron 5 colonias aisladas y se dejaron crecer por 16-18
horas en 2 mL de medio LB + ampicilina (100 pg/mL). Se alicuotaron 750
uL del medio crecido con 250 uL de glicerol para congelar y el medio
restante se utiliz6 para la extraccion de plasmidos que fue realizada
empleando el Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research, Irvine,
USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. El plasmido purificado se
corrié en un gel de agarosa al 1% para verificar la calidad de la extraccion
y el tamafio del plasmido. Como control se utilizé una alicuota del vector
de expresion sin inserto.

3.14.5) Verificacidon de inserto y secuenciacion de plasmidos
El éxito del clonado se verificd digiriendo el vector con las enzimas EcoRl
y BamHI siguiendo los pasos anteriormente descritos.

Una vez verificado que los vectores contenian el inserto de interés (np9),
alicuotas de éstos fueron enviadas a secuenciar al servicio de Macrogen
Korea con el primer universal CMV-F (5 -
CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG - 3). Las secuencias de np9 obtenidas
a partir de los vectores con inserto fueron editadas y comparadas con la
secuencia reconstruida empleando el programa SegMan implementado
en el paguete DNAStar 5.01 (DNASTAR, Madison, USA).
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4) Resultados y discusion

4.1) Procesamiento de muestras

A partir de las lineas celulares Huh7.5 y HepG2, las cuales fueron
cultivadas exitosamente en el marco de esta tesina de grado, (Figura 3)
se realizé la puesta a punto de todo el pipeline de procesamiento de
muestras.

Figura 3. Lineas celulares derivadas de hepatocarcinoma con las que se trabajo en
esta tesis. En la imagen de la izquierda se puede ver como las células de la linea
Huh7.5 crecen en monocapa. Mientras que en la foto de la derecha se observan las
células HepG2 que crecen en clusters. Imagenes obtenidas del microscopio invertido a
magnificacién 4X.

Se realiz6 con éxito la extraccion del ARN mediante el método del TRIzol
obteniéndose relaciones de absorbancia 260nm/230nm mayores a 1,8 y
260nm/280nm mayores a 2,0. La relacién a 260nm/230nm indica la
pureza de la muestra respecto a la cantidad de fenoles, carbohidratos o
EDTA mientras que la relacion a 260nm/280nm refiere a la pureza
respecto a contaminacién con proteinas. Las muestras con una relacion
260nm/230nm menor a 1.8 fueron repurificadas y se logré de esta manera
gue todas los ARNs extraidos por este método resultaran de buena
calidad.
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Posterior a la extraccion de ARN, el mismo fue tratado con ADNasa para
eliminar cualquier contaminacién con ADN gendmico que pudiera haber
guedado en la muestra y pudiera influenciar negativamente en la
cuantificacion relativa. Este tratamiento fue verificado por PCR a tiempo
final amplificando B-actina a partir de ARN tratado y sin tratar, y
posteriormente los resultados se visualizaron mediante una electroforesis
en gel de agarosa. Como era esperable, se observé que las muestras
tratadas con ADNasa no amplifican ninguna banda debido a que el ARN
no sirve como molde en la PCR ya que la polimerasa es ADN
dependiente, sin embargo las muestras contaminadas con ADN sin tratar
amplifican dos bandas: una de 190 pb de manera inespecifica y otra de
279 pb que corresponde al gen de B-actina en el ADN (Figura 4). Cabe
destacar que en el control positivo, la banda inespecifica de 190 pb
amplifica con mayor intensidad que la del tamafo especifico. Las
muestras tratadas que de todos modos amplificaron, evidenciaron un
tratamiento ineficaz por lo cual fueron sometidas nuevamente a un
segundo tratamiento con ADNasa.

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 C(+) C()PCR

300 pb—>
200 pb—>

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% para verificar el éxito del
tratamiento con ADNasa. En los carriles impares se observan las muestras tratadas
con ADNasa, mientras que en los pares se encuentran las muestras sin tratar. Carriles 1
y 2: Huh7.5; carriles 3 y 4: HepG2; y carriles 5 al 8: muestras de glébulos blancos de
donantes sanos. Para el control positivo se utilizo ADN copia proveniente de Huh7.5.
Para el control negativo de PCR se utiliz6 H,O DEPC. En las muestras sin tratar
contaminadas con ADN (carriles pares) se pueden apreciar dos productos amplificados.

Una vez verificado que el tratamiento con ADNasa habia sido exitoso, se
procedid a retrotranscribir el ARN y se verifico la correcta generaciéon de
ADNc mediante PCR a tiempo final del gen de B-actina. Las muestras
cuyos ADNCc resultaron amplificables, rindieron una banda de 184 pb
correspondiente al mensajero de (-actina retrotranscripto (Figura 5).
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% para verificar que los ADNc
resultado de la retrotranscripciéon eran amplificables. Carril 1: ADN copia de Huh7.5;
carril 2: ADN copia de HepG2; carril 3: control negativo de retrotranscripcion; carril 4:
control positivo con ADN copia de Huh7.5 amplificable (verificado previamente); Gltimo
carril: control negativo de PCR con H,O DEPC. Teniendo en cuenta la buena
amplificacion de las muestras y que los controles negativos no amplificaron se puede
afirmar que la retrotranscripcion fue exitosa.

Unicamente se prosiguié con la utilizacion de aquellos ADNc que habian
amplificado correctamente (con la presencia de banda en el
correspondiente control positivo y la ausencia de amplificacion en ambos
controles negativos).

Tras haber puesto a punto el tratamiento de ADNasa y la
retrotranscripcion a partir de las muestras provenientes de las lineas
celulares Huh7.5 y HepG2, se realiz6 con éxito el procesamiento de las
muestras provenientes de las otras lineas celulares cultivadas en el
laboratorio, los globulos blancos provenientes de donantes sanos y las
muestras de la linea celular Huh7.5 transfectadas con VHC con sus
respectivos controles. En este punto es importarte mencionar que el ARN
de las muestras transfectadas fue extraido mediante la utilizacion de un
kit comercial debido a que la cantidad de células era baja. Este kit incluye
un paso de tratamiento con ADNasa in-column. Los ARNs extraidos de
estas muestras fueron posteriormente sometidos a la PCR de verificacion
de dicho tratamiento y fueron también retrotranscritos, al igual que con las
muestras procesadas por el método de Trizol.

En suma:

- se realiz6 el procesamiento completo de 2 réplicas biologicas de las
lineas celulares: LnCAP, PC-3, HelLa, Vero y MDCK; 3 réplicas biologicas
de HepG2 y 4 de Huh 7.5.

- El procesamiento de Jurkat se realiz6 a partir de ARN tratado con
ADNasa que fue previamente realizado por la MSc. Sabrina Fischer en su
tesis de maestria (Fischer, 2015) aunque se realizaron 4
retrotranscripciones a partir de ese ARN tratado.
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-Se procesaron 10 muestras de sangre de donantes sanos de las cuales
solamente a partir de 2 se logré una extraccion de ARN de buena calidad,
por lo que se continué trabajando solo con esas dos muestras.

-Finalmente se procesaron 2 muestras transfectadas con VHC con sus
respectivos controles Mock.

4.2) Deteccion de np9 con primers disefiados en el marco de esta
tesina

4.2.1) Reconstruccion del ARNm de np9

En primer lugar, se logro realizar la reconstruccion de la secuencia del
mensajero completo de np9 incluyendo no solo el ORF, sino las regiones
5 y 3 UTR putativas (Figura 6). Para llevarla a cabo fue necesario
basarse en que la region 5'LTR de los retrovirus endégenos se transcribe
y forma parte de la region 5UTR del ARN mensajero (Schmitt et al.,
2015), ya que toda las secuencias de np9 disponibles en bases de datos
correspondian al ORF y/o a la secuencia aminoacidica.

GCCCAACGTGGAGGCTTTTCTCTAGGGTGAAGGTACGCTCGAGCGTGGTCATTGAGGACAAGTCGACG
AGAGATCCCGAGTACATCTACAGTCAGCCTTACGGTAAGCTTGTGCGCTCG GAAGAAGCTAGGGTGAT
AAATGAACCCATCGGAGATGCAAAGAAAAGGGCCTCCACGGAGATGGTG,  TCTGCAGGTGTACCCAA
CAGCTCCGAAGAGACAGCGACCATCGAGAACAG GCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAA
AAGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTGTGTAGAAAGAAGTAGA
CATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAG AAAAATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCT

Figura 6. Secuencia del ARNm de np9 reconstruida a partir de secuencias de ADN
y ADNc de bases de datos. En rojo se indica la region 5"UTR, en negro el ORF de np9
y en azul parte de la region 3’'UTR del mensajero. Las dos barras diagonales verdes
indican el lugar en el que ocurre el splicing. La regién 5’UTR se obtuvo de la secuencia
del NCBI con nimero de acceso AF074086.2:975-1112. El ORF se reconstruyé a partir

de las secuencias AF164611.1 y P61581.1 La region 3'UTR se obtuvo a partir de la
secuencia continua al ORF de env en la secuencia AF074086.2.

4.2.2) Busqueda y evaluacion de primers especificos de np9 en la
literatura

Se decidié utilizar primers ya reportados en la literatura para amplificar
especificamente  np9, en particular se seleccion6 el par
5- AGATGTCTGCAGGTGTACCCA -3 (primer forward)
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y 5°- CTCTTGCTTTTCCCCACATTTC -3" (primer reverse) (Gonzalez-
Hernandez et al., 2012). Previo a su utilizacion, se procedi6 a realizar un
andlisis in silico para determinar mediante alineamiento de secuencia, Si
el set era especifico para distinguir entre el mensajero de env y el
mensajero de su splicing alternativo, np9. Para evitar la amplificacion de
ADN gendmico potencialmente contaminante, el disefio de primers para
cuantificacion relativa de la expresiéon de un gen determinado, implica que
uno de los primers debe disefiarse de tal manera que aproximadamente la
mitad del mismo hibride con la region 3’ terminal de un exon, y la otra
mitad con la region 5 terminal del siguiente exon. Sin embargo, los
primers reportados por Gonzélez-Hernandez et al., 2012 fueron
inicialmente descartados debido a que se consideré que era posible que
el uso de este set amplificara también los mensajeros de rec y env. La
amplificacion de estos dos mensajeros seria inespecifica pero podria
ocurrir ya que, de los 21 pb del primer forward, 18 y 17 pb de su region 3’
hibridan con rec y env, respectivamente (Figura 7). Si bien el primer
reverse abarca una parte del ORF de np9 que es especifica de este
ultimo, es posible que esa secuencia, aungque ausente en los ORFs de rec
y env, se encuentre en la region 3’'UTR de estos dos mensajeros. Es por
eso que, en caso de emplear este set de primers, los analisis de
expresion podrian reflejar la expresion de los tres mensajeros
combinados, en caso de que efectivamente exista co-expresion en una
misma linea celular.

**********l********

CCC

Species/Abbry

1. XM_017017016.1 HERV-K Env mRMATIPO 21C
2. ORFrec CCC
3.np9 CCC
4 Primer forward np9 Gonzalez-Hernandez - - - - - CCC

Figura 7. Alineamiento del primer forward utilizado por Gonzalez-Hernandez et al.,
2012 con las secuencias de los mensajeros de env, rec y np9. La secuencia 1
corresponde a la secuencia de env proveniente de un HERV-K de tipo 2. La secuencia 2
corresponde al marco abierto de lectura de rec. La secuencia 3 corresponde a una
secuencia de np9 proveniente de la secuenciacion masiva de tejidos sanos (Schmitt et
al., 2015). La cuarta secuencia corresponde al primer forward empleado por Gonzalez-
Hernandez et al., 2012 para amplificar np9. Como se puede apreciar rec tiene 18 pb en
comun con la secuencia del primer y env 17 pb; en ambos casos esta region esta en el
extremo 3" por lo que podria amplificar inespecificamente. La flecha negra indica el sitio
del splicing. Alineamiento realizado con el software MEGA X: Molecular Evolutionary
Genetics Analysis (Kumar et al., 2018).
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Debido a lo anteriormente expuesto, se disefiaron diferentes sets de
primers para intentar amplificar especificamente el mensajero de np9
(Tablas 1y 2) los cuales se emplearon para la puesta a punto por PCR a
tiempo final. EI ADNc utlizado para todas las puestas a punto
correspondio a la linea celular Jurkat debido a que era la Unica de la que
se tenia la seguridad de que expresaba np9 (Chen et al., 2013).

4.2.3) Disefio de primers np9-1y puesta a punto de amplificacién por
PCR atiempo final y a tiempo real

Para el disefio del par de primers np9-1 se decidi6é que el primer forward
hibridara en la region 5 UTR y asi de este modo, abarcar el inicio del
ORF en la amplificacion y no sesgarlo con la secuencia derivada del
primer a utilizar. El primer reverse se disefido tomando en cuenta la region
del splicing en el ARN mensajero de np9 (Figura 8).

47 pb 1960 pb
v v
np9-1 /\| == primer forward
{amplifica 195 pb) ™y == Primer reverse
- - Iy
5°UTR

Figura 8. Localizacién de los primers np9-1 forward y reverse en el marco abierto
de lectura (ORF, por sus siglas en inglés) del ARN mensajero de np9. En azul se
puede ver el primer forward que hibrida fuera del ORF. Mientras tanto en rojo se puede
ver que el primer reverse hibrida en la zona en la que ocurre el splicing de np9. Con el
analisis de secuencia realizado se espera que el amplicén sea de 195 pb.

Bajo este disefio se esperaba que el amplicon tuviera un largo de 195 pb,
segun la reconstruccién de la secuencia del mensajero completo de np9
(Figura 6). La PCR de puesta a punto con los primers np9-1 se realiz6é con
diferentes temperaturas de annealing: 53, 54, 55, 56 y 59 °C, y el
resultado evidencié una banda de mayor tamafio al esperado (entre 200 y
300 pb) con una mayor intensidad de banda a los 54 °C (Figura 9). La
diferencia en el tamafio esperado podria deberse a una reconstruccion in
silico de la regidon 5’UTR mas corta de lo que realmente es.
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% de la puesta a punto de la PCR a
tiempo final con el par de primers np9-1. Los numeros sobre cada carril indican la
temperatura de annealing en cada PCR. La banda amplificada esté entre los 200 y los
300 pb, siendo mayor a la banda esperada. Para el control negativo de RT se ultiliz6 el
ADNCc generado como control negativo de la retrotranscripcion de las muestras de Jurkat

y para el control negativo de PCR se utilizé6 H,O DEPC.

Tras la puesta a punto de la PCR a tiempo final se realiz6 la puesta a
punto de la PCR a tiempo real. Para ello el ciclado contemplé la
temperatura de annealing que mejores resultados rindié en la puesta a
punto por PCR a tiempo final (54°C), pero también las indicaciones del
fabricante del kit de PCR a tiempo real empleado (Kit Luna Universal
gPCR Master Mix de NEB), y por tanto consistié de 10 min a 95°C, 40
ciclos escalonados de 95°C por 15 segundos, 54°C por 30 segundos y 45
segundos a 60°C. A continuacion se realizé una rampa de melting entre
60°C y 95°C en la que la temperatura aumenta y se mide la fluorescencia
de las muestras cada 0,3°C. Con este ciclado se obtuvo una buena
amplificacion (evidenciada por valores de Ct menores a 30 ciclos; datos
no mostrados), pero tras analizar la curva de melting se aprecio un perfil
de pico asimétrico, que podria estar indicando la amplificacion de dos
productos de pesos moleculares similares, o bien del mismo tamafo pero
contenido GC diferente (Figura 10). Esto fue comprobado por
electroforesis en gel de agarosa donde se distinguen claramente dos
bandas de entre 300 y 400 pb (Figura 11). Asimismo, aunque el control
negativo habia mostrado amplificaciéon (Ct de 33), la curva de melting
indicé una Tm menor que la muestra de Jurkat, y al verificar en un gel, se
observaron Uunicamente dimeros de primers.
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Figura 10. Resultados de la puesta a punto de la PCR a tiempo real con el juego de
primers np9-1. A) Curva de melting de los productos amplificados. En esta PCR a
tiempo real se utilizé el ADN copia de la linea celular Jurkat (linea roja). Como control
negativo se utiliz6 H,O DEPC (linea negra). El aparente doble pico se aprecia con
claridad en la muestra correspondiente a Jurkat y se sefiala con un évalo rojo. El control
negativo muestra un pico de melting de menor temperatura, consistente con una
amplificacion inespecifica o bien con dimeros de primers. B) Electroforesis en gel de
agarosa al 1,5%. Mediante PCR a tiempo real con temperatura de annealing de 54°C se
amplificaron dos fragmentos de entre 300 y 400 pb con el par de primers np9-1. En el
control negativo de PCR se observan Unicamente dimeros de primers.

Una vez mas, se esperaba que el producto especifico a amplificar fuera
de menor tamafio para este par de primers (195 pb); sin embargo, y como
fue mencionado anteriormente, existia la posibilidad de que fuera de otro
tamafio dado que no hay secuencias de la region 5"UTR del transcripto en
la base de datos y solamente la hay del ORF. A pesar de la diferencia
respecto del tamafio esperado, no era esperable que se obtuvieran 3
productos de amplificacion de distinto tamafio (uno por PCR a tiempo final
y dos por PCR a tiempo real), por lo que los tres productos fueron
purificados y enviados a secuenciar. Como resultado de la secuenciacion
se constatd que ninguno de los tres amplicones eran especificos para np9
ni para ningun ARN mensajero derivado de env, por lo que resultaron ser
producto de amplificaciones inespecificas. Sin embargo, es importante
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destacar que segun el andlisis in silico de los primers, no se habian
detectado blancos de hibridacion inespecificos en la base de datos.
Debido a la incapacidad de amplificar el producto inicialmente deseado,
este par de primers fue descartado para analizar la expresion de np9.

4.2.4) Disefio de primers np9-3 y puesta a punto de amplificacién por
PCR a tiempo final y a tiempo real

El otro par de primers disefiado para analizar la expresién de np9 fue np9-
3. Para el primer forward de este par se tuvo en cuenta el sitio de splicing
del gen; mientras que para el primer reverse se buscé que hibridara en la
region 3'UTR del transcripto de np9 (Figura 11).

51 pbdel
3°UTR
47 pb

v 1960 pb
np9-3 Y — Pr!mer forward
(amplifica 247 pb) ) == Primer reverse
LOTP o P SYOTN

Figura 11. Localizacion de los primers np9-3 forward y reverse en el ORF y region
3’UTR del ARN mensajero de np9. En azul se puede ver el primer forward que hibrida
en el sitio de splicing de np9. Mientras tanto, en rojo se indica el primer reverse que
hibrida fuera del ORF, mas precisamente en la region 3'UTR. Este juego de cebadores
se espera amplifiqgue una region de 247 pb.

La PCR a tiempo final se realizO en las mismas condiciones y
temperaturas de annealing que para np9-1. A partir de este juego de
primers no se obtuvo ningun amplicon (datos no mostrados), a pesar de
las variadas condiciones testeadas. Para analizar cuél de los dos primers
era el que no hibridaba con la regién de interés, se realiz6 una
combinacién entre éstos y los primers que amplifican el gen completo
(Tabla 2). Como resultado, se encontré que soélo la combinacion del
primer np9-3 reverse y el primer np9-EcoRI (Figura 12) amplificaba un
producto de entre 200 y 300 pb, consistente con el tamafio esperado de
279 pb (Figura 13). Esta amplificacion se realizé siguiendo un ciclado de 5
min a 94°C; 35 ciclos escalonados de 94°C por 30 segundos, 59/60/61°C
por 45 segundos y 72°C por 20 segundos; y finalmente 5 min a 72°C. La
intensidad de la banda fue similar en las tres condiciones de annealing,
como se puede apreciar en la Figura 13. Tras purificar el amplicon y
mandarlo a secuenciar se pudo confirmar que con estos primers se puede
amplificar el ORF completo de np9 y parte de la region 3'UTR, mas
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especificamente 51 pb (Figura 6), que no estaba previamente descrita en
ningun articulo aunque se puede hallar en varios archivos de SRA
(Sequence Read Archive) resultado de estudios de secuenciacion masiva,
asociados al articulo de Schmitt et al., 2015. Esto representa un avance
en el conocimiento del ARN mensajeros de np9 ya que no hay secuencia
de este gen en la base de datos del NCBI mas alla de las previamente
comentadas aunque se puede reconstruir el ORF a partir de imagenes de
algunos articulos. Si bien al momento de escritura no ha sido subido al
NCBI, me encuentro en el proceso de hacerlo. En conclusion, el primer
np9-3 forward parece ser el que no hibrida en ningun templado.

51 pbdel
3°UTR

np9-EcoRl 4zpb 1960 pb
y v === Primer forward
J | === Primer reverse
np9-3rev. TN T L TG s
-

{amplifica 279 pb)
—

Figura 12. Localizacién de los primers np9-3 reverse y np9-EcoRIl en el ORF y
region 3’UTR del ARN mensajero de np9. En azul se puede ver el primer np9-EcoRI
que hibrida en el inicio del ORF. Mientras tanto en rojo se puede ver que el primer np9-3
reverse hibrida fuera del ORF; mé&s precisamente en la region 3'UTR. Este juego de
cebadores se espera que amplifique una regién de 279 pb.

PM 59 60 61 C()RT C(-)PCR

300 pb
200 pb

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% de la puesta a punto de la PCR
a tiempo final con los primers np9-EcoRIl y np9-3 reverse a tiempo final. Los
nameros sobre cada carril indican la temperatura de annealing de cada PCR. La banda
amplificada tiene un tamafio entre 200 y los 300 pb, coincidiendo aproximadamente con
la banda esperada (279 pb). Para el control negativo de RT se utilizé el ADNc generado
como control negativo de la retrotranscripcion de las muestras de Jurkat y para el control
negativo de PCR se utilizé H,O DEPC.

4.2.5) Puesta a punto de la PCR atiempo final para amplificar el ORF

completo para clonado

Finalmente, se puso a punto la amplificacién del ORF de np9 completo
con los primers con los sitios de reconocimiento para enzimas de
restricciéon (Figura 14), de manera de poder clonarlo en un vector de
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expresion. El ciclado utilizado para la PCR fue 5 min a 94°C; 35 ciclos
escalonados de 94°C por 30 segundos, 53/56/59°C por 45 segundos y
72°C por 45 segundos vy, finalmente, 5 min 72°C. Como se observa en la
Figura 15, se logré una amplificacion de similar intensidad de banda con
las temperaturas de annealing de 56 y 59°C, y el amplicon resultd ser un
fragmento del tamafio esperado.

29 pb del
3'UTR

47 pb
np9-EcoRl 1960pb
P Y v == Primer forward
Y J | == Primer reverse
np9-BamHI S TP
-

(amplifica 284 pb)
—

Figura 14. Localizacion de los primers np9-EcoRl y np9-BamHI en el ORF y regién
3’ UTR del ARN mensajero de np9. En azul se puede ver que np9-EcoRI hibrida en el
inicio del ORF. Mientras tanto en rojo se puede ver que np9-BamHI hibrida fuera del
ORF. Mas precisamente en la regién 3'UTR, unas 29 pb luego del codén STOP. Este
juego de cebadores se espera que amplifique una regién de 284pb.

PM 53 56 59 C(-)PCR
400 pb —

00pb —> L e

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% de la puesta a punto de la PCR
a tiempo final con los primers np9-EcoRl y np9-BamHI. Los niumeros sobre cada
carril indican la temperatura de annealing en cada PCR. La banda amplificada es
ligeramente menor a 300 pb. Para el control negativo de PCR se utilizé H,O DEPC.

4.2.6) Andlisis de secuencias de productos amplificados

Por secuenciacion se verificd la identidad del amplicon y se pudo
comprobar que, efectivamente, se amplific6 el gen np9 y que en sus
extremos se encuentran los sitios de restriccion para las enzimas EcoRIl y
BamHI.

Teniendo los resultados de secuenciacion del gen completo, tanto a partir
de los primers np9-EcoRl y np9-3 reverse (Figura 12) como los
amplificados por np9-EcoRl y np9-BamHI (Figura 14), se realiz6 el
alineamiento en el software MEGA X de estas secuencias conjuntamente
con los primers que presuntamente son los que fallaron np9-1 reverse y
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np9-3 forward, incluyendo la secuencia referencia empleada para
disefiarlos. Como se evidencia en la Figura 16, la razén por la cual los
primers que fueron disefiados para hibridar en el sitio de splicing no
amplificaron correctamente, se debié probablemente a que la secuencia
en la que nos basamos (Figura 6) para disefiar los mismos tenia un codon
extra en esta region lo cual provocé que los primers np9-1 reverse y np9-3
forward no hibridaran correctamente en el mensajero de np9. Ademas
tiene una modificacién nucleotidica que también podria afectar la correcta
hibridaciébn de ambos primers; principalmente al primer np9-3 forward en
el que la sustitucion se encuentra en una zona mas central del mismo
(Figura 16).

Species/Abbry

1. Np8_ARNm_HERV-K103_AF154611 CCTCCAC

2. 180717-036_G05_np8_2_np8-3_rev CCTCCAC

3. 190717-036_A05_np9_comp_np3-E CCmCcCEcC

4 190717-035_C05_np9_comp_npS-B CC@cCcC@EcC

5. np9_2 np9-EcoRl CC@cCcC@EcC

6. Secuencia primer np8-1 reverse |- - - - - - - - - - - C
7. Secuencia primer np9-3 forward |- - - - - - lC ClC

Figura 16. Alineamiento de los productos secuenciados con la secuencia que se
utilizé para disefiar primers 'y con los primers disefiados en la regién del splicing.
La secuencia 1 es la secuencia de np9 que se utilizé para disefiar los cebadores que
amplifican especificamente este gen (Figura 6). Las secuencias 2 y 5 corresponden al
producto amplificado en la Figura 13. Para la secuencia 2 se utilizé el primer np9-3
reverse para secuenciar y para la secuencia 5 se utilizé el primer np9-EcoRIl. Las
secuencias 3 y 4 corresponden al producto amplificado en la Figura 15. Para la
secuencia 3 se utilizé el primer np9-EcoRI para secuenciar y para la secuencia 4 se
utilizé el primer np9-BamHI. Las secuencias 2 y 4 son las secuencias reversas
complementarias al resultado de secuenciacion obtenido. La secuencia 6 corresponde a
la secuencia reversa y complementaria al primer np9-1 reverse. La secuencia 7
corresponde al primer np9-3 forward. La flecha negra indica el sitio del splicing mientras
que la flecha roja indica la posicién en la que hay una sustitucién nucleotidica que podria
afectar la amplificacion con estos dos primers. El triangulo azul indica los tres nucle6tidos
extra que tenia la secuencia en la que nos basamos para el disefio de los primers.

En resumen, no se pudo obtener una amplificacién exitosa de np9 con los
sets de primers disefiados en esta tesina debido a un error en la
reconstruccion de la secuencia de np9. Se logré amplificar exitosamente
el ORF completo de np9 con los sitios de corte para EcoRl y BamHI.

4.2.7) Puesta a punto de los primers extraidos de la literatura

Dado que ninguno de los dos sets de primers especificos para np9
disefiados en el marco de esta tesina resultaron utilizables, se debio
recurrir a los ya reportados en la literatura (Gonzalez-Hernandez et al.,
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2012), a pesar de haber concluido anteriormente mediante ensayos in
silico, que podrian no ser especificos para dicho oncogen. Sin embargo,
si podrian ser Utiles para determinar los niveles de expresién de HERVs-K
(HML-2) en diferentes ambientes celulares. Dado que estos primers ya
habian sido utilizados en el laboratorio, se procedié directamente a poner
a punto las condiciones de PCR a tiempo real para corroborar la
especificidad de la amplificacion. Como se observa en la Figura 17A, el
pico de melting es simétrico, indicando la presencia de un unico producto
de amplificacién lo cual se verific6 por electroforesis en gel de agarosa
(Figura 17B).

Melt Curve

60000.0

50000.0 i

[T PM 1 C(-)PCR

40000.0 | ‘

200 pb
100 pb

Derivative Reporter (-R )

30000.0 ! {

20000.0 / !

10000.0 e ==

Tm:
Temperature (°C)

Figura 17. Puesta a punto de la PCR a tiempo real de los primers obtenidos de
(Gonzalez-Hernandez et al., 2012). A) Curva de melting del producto amplificado.
En rojo se muestra la curva de melting correspondiente a Jurkat y en verde se muestra la
del control negativo B) Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% del producto Unico
de la PCR atiempo real. En el carril 1 se ve el producto de ampificacion de Jurkat y en
el carril C-PCR se utilizé H,O DEPC como control negativo.
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En suma, los primers reportados por Gonzalez-Hernandez et al., 2012 son
adecuados para el analisis de la expresion de HERVs y fueron los
utilizados a tales fines ya que los disefiados en el marco de la tesina para
hibridar en el sitio de splicing no hibridan correctamente por la presencia
de un codon extra.

4.3) Expresion relativa de retrovirus endogenos en distintas
lineas celulares

La expresion de retrovirus endogenos esta asociada a diversas
patologias, entre ellas diversos tipos de cancer. Ante la carencia de
tejidos provenientes de tumores es interesante la posibilidad de estudiar
la expresion relativa de retrovirus endogenos en diversas lineas celulares
derivadas de tejidos tumorales, como una aproximacion a lo que puede
suceder en procesos tumorales en pacientes. Para ello se analizaron 6
lineas celulares diferentes (representativas de 4 tipos de canceres) y se
comparo la expresion respecto a los glébulos blancos de donantes sanos
(GB sanos), el cual representa un control no tumoral.

En la Figura 18 se ven los resultados del analisis de cuantificacion relativa
gue se llevo a cabo utilizando el método de -AACt. El fold change en las
lineas derivadas de cancer de préstata fue el mayor: en LNCaP es de
7,72+1,64 (SEM, standard error mean) siendo éste el ambiente celular
gue exhibe mayor expresion relativa de HERVs. En PC3 el fold change es
de 3,58+1,14 (SEM). La expresion en Huh7.5 es muy similar a la de PC3
(3,51+0,81). Sin embargo, tanto la expresion de la otra linea celular
proveniente de HCC (HepG2), como la de las células HelLa y Jurkat son
similares a la expresion en donantes sanos (fold change 1,34+0,30,
1,3940,18 y 1,11+0,19, respectivamente).

De las 6 lineas celulares solamente se puede afirmar que LNCaP tiene
una expresion estadisticamente mayor que los donantes sanos (test
estadistico One-way ANOVA con correccion de Bonferroni). Si se
comparan las lineas de HCC entre ellas se puede ver que hay diferencia
de expresion, no obstante, esta diferencia no es estadisticamente
significativa. Es importante mencionar que de todos modos se observa
una tendencia hacia una mayor expresion en las lineas Huh7.5 y PC-3,
diferencia que podria tornarse significativa en caso de incluir mas réplicas
biol6gicas.
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Figura 18. Expresion relativa de mensajeros del gen env de retrovirus endégenos
en diferentes ambientes celulares. Se utiliza la expresion en los glébulos blancos de
donantes sanos como calibrador (arbitrariamente considerada como 1). Las barras de
error indican los errores estandar del promedio (SEM) de las réplicas bioldgicas (2-4 por
cada linea celular y 2 donantes sanos, cada una con 3 réplicas técnicas). Las lineas
celulares que tienen diferencia de expresion estadisticamente significativa (One-way
ANOVA, con correccién de Bonferroni, p<0.05) de HERV-K (HML-2) comparado a los
donantes sanos se indican con asteriscos.

Las diferencias en los niveles de expresion de los mensajeros de HERV-K
gue se observa entre dos lineas celulares derivadas de un mismo tipo
tumoral (HCC: Huh7.5 vs HepG2; cancer de prostata: LNCaP vs PC-3)
pueden deberse a distintas causas:

1. Que los procesos tumorales sean diferentes y sean resultado de la
activacion de diferentes vias celulares; En Ma et al., 2016 se muestra que
el grado de diferenciacion de los tumores de higado esta relacionado con
la expresion de retrovirus endogenos, cuanto mas diferenciado, mas
expresa. Aunque en este estudio no se trabajan con las dos lineas
celulares provenientes de HCC, se demuestra que el grado de
diferenciacion produce un cambio en la expresion, una hipétesis que
también se maneja en Armbruester et al., 2002;

2. Caracteristicas genéticas y epigenéticas propias de cada paciente del
cual fueron extraidas originalmente. Estudios previos demostraron que la
expresion de algunos HERV-K es muy variable entre distintas lineas
celulares provenientes de cancer de prostata (Goering et al., 2011) y que
estas diferencias responden a causas multifactoriales. En dicho trabajo se
discute que la linea celular LNCaP es una linea celular con capacidad de
respuesta de andrégenos mientras que PC-3 es lo contrario, ya que
carece de receptores de androgenos. Ademas demuestran que la
metilacion del HERV-K17 en LNCaP es muy baja (2,8) mientras que en
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PC-3 es mayor (37,5). En total consonancia con los resultados obtenidos
en esta tesis, también describen que la expresion de HERVs-K (HERV-K
17 y HERV-k_22g11.23) es mayor en LNCaP que en PC-3. Por tanto las
diferencias genéticas y epigenéticas entre ambas lineas podrian explicar
la expresion diferencial de HERVs hallada. La diferencia entre el articulo y
esta tesis es que la region amplificada del HERV-K_22g11.23 es parte del
5'UTR y la del HERV-K 17 no se especifica.

Si bien la expresion de retrovirus enddégenos es muy variada en las
diversas lineas celulares, resulta imposible saber mediante esta técnica si
se expresan estas oncoproteinas en cada uno de estos tejidos debido a
gue la presencia del ARN mensajero no es sinonimo de sintesis de
proteina (Armbruester et al., 2002). Por ejemplo, el ARN mensajero podria
estar dentro de las células en cuerpos de procesamiento sin estar siendo
traducido. Es por eso que para detectar la presencia de estas
oncoproteinas en células o tejidos es fundamental realizar otros tipos de
analisis, por ejemplo ensayos con anticuerpos (como Western Blot o
inmunoprecipitacion).

Con respecto a los donantes sanos, es importante destacar que, aunque
su expresion promedio resulté comparable a la detectada en Jurkat (que
deriva de una leucemia aguda de linfocitos T), HelLa (cancer cérvico-
uterino) y HepG2 (HCC), solamente se contdé con dos muestras en el
analisis, lo cual puede no ser representativo de la poblacion sana en
general. Por otra parte, no sélo se ha identificado la expresion de HERVs
en tejidos no tumorales (Schmitt et al., 2015), sino que previamente en
nuestro laboratorio se habia determinado que la expresion era variable
entre diferentes individuos (Fischer et al., 2014).

Ademas de estudiar la expresion en lineas celulares tumorales humanas,
se incluyo el analisis de dos lineas celulares no tumorales animales a
modo de verificar la ausencia de expresion especifica de HERV-K. Los
resultados de las lineas Vero y MDCK (Apéndice 1) no se incluyeron
conjuntamente con los ya presentados para las lineas humanas debido
gue se considera fundamental la realizacién de una curva de calibracion
de los primers utilizados para medir su eficiencia de amplificacion ya que
estas muestras provienen de otros animales cuyos genes no
necesariamente son iguales en secuencia a los nuestros. A pesar de ello
se puede apreciar que en la linea MDCK, proveniente de perro, no se ve
expresion de retrovirus endoégenos; lo que coincide con lo esperado dado
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qgue los retrovirus endégenos HERV-K (HML-2) se integraron a la linea
germinal del linaje humano.

Los estudios realizados en el presente estudio presentan algunas
limitaciones. La primera de ellas es la baja cantidad de réplicas biologicas,
ya que con un mayor numero de réplicas biol6gicas los resultados
obtenidos tendrian un mayor sustento estadistico. Por otra parte, no se
realiz6 una curva de eficiencia de amplificacion de los primers utilizados.
De haberse realizado, y haberse obtenido una buena eficiencia (mayor a
95%), los resultados obtenidos de las lineas celulares de origen no
humano podrian haber sido utilizados en esta tesina como controles.

En suma, se detectaron niveles de expresion de HERVs variables en
diferentes ambientes celulares tumorales, siendo significativamente mas
altos en la linea LNCaP de cancer de prostata.

4.4) Expresion relativa de retrovirus enddgenos en lineas
transfectadas con VHC

Con el fin de indagar en las posibles causas de la generacion de
hepatocarcinoma como consecuencia de la infeccion por VHC, se estudio
la expresion de retrovirus enddgenos en la linea celular Huh7.5
transfectada con ARN de este virus. La presencia del VHC en las
muestras analizadas se verificO amplificando la region de Okamoto por
RT-PCR (Figura 19), por lo que se pudo comprobar que las células
realmente estaban produciendo ARN viral 16 dias post transfeccién con el
clon de VHC. Como se puede observar en la Figura 19, se observa un
amplicon de aproximadamente 136 pb correspondiente al genoma viral de
VHC, mientras que en las células transfectadas so6lo con el vehiculo
(Mock), se observan algunas bandas tenues de mayor al tamafo
esperado las cuales representan productos inespecificos. En conclusion,
se puede afirmar que las células transfectadas efectivamente contenian
ARN viral, y considerando que corresponden al dia 16 post transfeccion, y
gue sufrieron pasajes celulares en 4 oportunidades durante ese periodo,
es probable que el ARN detectado sea resultado de la replicacion viral y
no se corresponda con el ARN transfectado inicialmente (ya que la
cantidad de células que lo contenian habria quedado diluida).
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Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de la verificacion de transfeccién
de la linea Huh7.5 con VHC. El amplicon esperado se sitlla cercano a los 150 pb y se
indica con la flecha amarillas. Carriles 1 y 2: muestras J6-24 y J6-48 del dia 16 post-
transfeccion, respectivamente. Ambas muestras estaban transfectadas con VHC, una
durante 24hs y otra durante 48hs. Carriles 3 y 4: muestras MOCK 1 y MOCK 2 del dia 16
post-transfeccion, respectivamente. Ambas muestras estaban transfectadas solo con el
reactivo de transfeccion, una durante 24hs y otra durante 48hs. Para el control positivo
se utilizo el vector del clon infeccioso de VHC. Para el control negativo de PCR se utilizo
H,O DEPC.

Los resultados de la cuantificacion de la expresion relativa en las dos
condiciones de transfeccion, con VHC y MOCK, revelaron que no ocurrio
un cambio significativo en la expresion con respecto a la condicion
calibradora sin transfectar (Figura 20).
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Figura 20. Expresion relativa de los genes de retrovirus enddgenos en presencia
del virus de la Hepatitis C. Se utiliza el fold change de la linea celular Huh7.5 como
calibrador. No se encuentra diferencia significativa de expresion de HERV-K (HML-2)
entre las 3 muestras tras realizar el test estadistico One-way ANOVA, con correccion de
Bonferroni. La muestra MOCK corresponde a la linea celular Huh7.5 a la que se le
realizd un control de transfeccion con lipofectamina. La muestra J6-VHC corresponde a
la linea celular Huh7.5 que fue transfectada con el clon infeccioso del VHC. Se
emplearon 4 réplicas bioldgicas del calibrador y 2 réplicas bioldgicas de cada condicién a
evaluar. Las barras de error corresponden a errores estandar del promedio (SEM).

Aunque en la grafica se puede apreciar que no hay una diferencia
estadisticamente significativa entre las muestras transfectadas con VHC y
los controles de transfeccion, no es posible afirmar que la infeccién por el
VHC no aumenta la expresion de retrovirus endégenos dado que se
transfectdé una linea celular que tiene muchos de sus mecanismos de
control celular alterados. Seria interesante comparar este analisis
partiendo de tejidos de higado, tanto sano como infectado, y asi poder
obtener resultados que emulen de mejor manera lo que ocurre en el
cuerpo humano. Asimismo, aunque el uso del clon infeccioso es el
abordaje experimental que mas se acerca a una infeccién, tiene sus
limitaciones. En primer lugar, las muestras estudiadas fueron resultado de
la transfeccién del ARN viral y no de una infeccién; y por otra parte, el
genoma del clon presenta mutaciones adaptativas para poder replicar en
cultivo. Sin embargo, principalmente, si la expresion de HERVs es alta en
diferentes tipos de canceres, y en este trabajo se vio una tendencia a una
mayor expresion en Huh7.5 versus GB sanos, pequefios cambios en la
magnitud de esta expresién podrian no detectarse.
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El resultado obtenido contrasta con los resultados de Tovo et al., 2020 en
los que se muestra que el gen pol de HERV-K y H aumenta
significativamente su expresion en pacientes pediatricos que sufren una
infeccion por el VHC. Este aumento de expresion continda incluso luego
del clearence viral por lo que es posible que la predisposicion a tener
cancer y a desérdenes autoinmunes una vez curado de la infeccion esté
relacionado con este aspecto (Tovo et al., 2020). Sin embargo, los
resultados podrian no ser comparables con los obtenidos en esta tesina
ya que los transcritos estudiados son diferentes (pol versus transcritos
derivados de env). A pesar de ello, Nellaker et al., 2006 muestra que la
expresion de gag y env de HERV-W aumentan de manera similar frente a
la infeccién con HSV-1, no asi frente a la infeccion con Influenza, donde si
aumenta env pero no gag. Si se tiene presente que gag y pol son dos
ORFs contenidos en el mismo transcrito, el aumento de expresion de uno
de estos genes seria equiparable al del otro. Asi es que entonces,
considerando los resultados de Nellaker et al., 2006, conjuntamente con
los de Tovo et al., 2020, se podria pensar que ante un aumento de pol (o
gag), podria haber un aumento de env o sus transcritos alternativos, en
caso de que la infeccion con VHC promueva un perfil de expresion de
HERVs similar a HSV. De ocurrir de este modo, los resultados aqui
mostrados contrastan con dicha hipétesis, aunque no puede descartarse
la explicacion mencionada anteriormente relacionada a una expresion
basal de HERVs alta en la linea Huh7.5. Como se discutié previamente,
se recomienda hacer otras aproximaciones.

A pesar de la carencia de estudios que relacionen la expresion de HERVs
en infecciones con virus de la familia Flaviviridae, hay un estudio en el
gue se ve que la proteina X del virus de la Hepatitis B (Familia
Hepadnaviridae) induce la expresion de env de HERV-W en células
HepG2 por lo que se evidencia que se puede inducir la expresion de
HERVs en cultivo celular a partir de algunas proteinas virales.

Sin embargo, en este trabajo no se detectdé un cambio significativo en la
expresion de retrovirus enddgenos en las distintas condiciones de
transfeccion con el ARN de VHC comparado al calibrador.
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4.5) Generacion del vector de expresion de np9

Para comprobar la presencia de estas oncoproteinas en células es
necesario tener anticuerpos contra las mismas dado que la cuantificacion
de los ARN mensajeros no es un sinénimo de la presencia de proteinas.
Como no hay anticuerpos comerciales contra ellas es necesario producir
las proteinas de manera recombinante para generar los anticuerpos.

Para ello se optd por generar un vector de expresion de Np9 en células
eucariotas. El vector utilizado fue p3x-FLAG-CMV-14 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). Este vector tiene 6310 pb y se caracteriza por tener un
gen de resistencia a ampicilina con su respectivo promotor y un origen de
replicacion lo que permite que se pueda replicar y seleccionar en
bacterias. Ademas codifica para un marcador de seleccién contra la
neomicina lo que permite que las células eucariotas que incorporen el
vector sean seleccionadas; tiene el promotor de CMV (Citomegalovirus)
previo al sitio donde se inserta el fragmento a expresar y, posterior al sitio
de clonado, tiene un 3xFLAG lo que facilitara la purificacion de la proteina
a la hora de producirla (Figura Suplementaria 4).

Previo a clonar el gen np9, se digirio el vector con las enzimas EcoRI y
BamHI para generar los extremos cohesivos ya que el gen completo
amplificado en la seccion 3.14.1 contenia estos sitios de restriccion.
Debido a que el fragmento a escindir en el vector p3x-FLAG-CMV-14 es
de 50 pb y no se apreciaria correctamente en un gel de agarosa, sumado
al hecho de que se debia realizar una doble digestion y éstas deben ser
puestas a punto previo a su realizacion, se digirio el vector DL-HCV-1b-F
(Anexo 5) para poner a punto las condiciones de doble digestion ya que al
ser digerido por estas dos enzimas produce dos fragmentos de tamafio
apreciable en gel de agarosa (Figura Suplementaria 2).

Teniendo la seguridad de que el protocolo a realizar era eficaz para la
digestion con ambas enzimas se procedio a realizar la digestion del vector
de expresion asi como del producto de PCR de np9 (generado con los
primers de la Figura 13 por PCR a tiempo final y previamente purificado).
Para visualizar que la digestion habia sido realizada con éxito se realizd
una electroforesis en gel de agarosa donde se pudo ver que el vector
habia sido cortado con éxito por las dos enzimas al apreciar una banda de
6000 pb que migra mas en el gel que el vector sin digerir (Figura 21).
Como era esperado la banda de 50 pb no se visualizé en el gel; por lo que
haber realizado la puesta a punto de la digestion previo a digerirlo resultd
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fundamental para poder proseguir con el clonado del vector con la
seguridad de contar con un molde adecuado.

PM 1 2 3

7000 pp ——>
5000 pbp ——>

Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% posterior a la doble digestién
con las enzimas EcoRI y BamHI del vector p3x-FLAG-CMV-14. Carriles 1 y 2: dos
alicuotas del vector p3x-FLAG-CMV-14 digerido. Carril 3: vector sin digerir como control.

Teniendo el vector y el gen digeridos y purificados, se continu6é con la
ligacion de estos dos fragmentos bajo las condiciones descritas en la
seccion 3.14.3 de Materiales y Métodos. Los vectores ligados fueron
transformados en bacterias DH5-a competentes. Se realizaron en total 4
transformaciones, 3 con los productos de ligacion y ademas un control
positivo con el plasmido circular sin inserto. Como ya se describio, 2
ligaciones se realizaron contemplando dos ratios de inserto:vector
diferente (3:1 y 4:1), y ademas se incluyé un control negativo de ligacion
(solo vector digerido, sin inserto). Estas bacterias fueron sembradas en
placas de LB con ampicilina por lo que solo crecieron las bacterias que
tenian el plasmido (Figura 22).
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Figura 22. Resultado de las transformaciones realizadas con el vector p3x-FLAG-
CMV-14. A) control positivo de transformaciéon. B) control negativo de ligacion. C)
transformacion con plasmidos que fueron ligados con una relacién 3:1. D) transformacion
con plasmidos que fueron ligados con una relacion 4:1.

Como se desprende de la Figura 22, la ligacion fue exitosa con ambos
ratios, aunque para el caso de 4:1 se obtuvo muchas mas colonias y no
bien aisladas, por lo cual para continuar se seleccionaron 5 de la placa
gue fue transformada con plasmidos ligados en una relacion de 3:1. Estas
5 colonias fueron crecidas exitosamente en cultivo liquido con el fin de
amplificar los vectores contenidos en ellas.

Ademas se picaron 3 colonias del control positivo de transfeccion para
tener una alicuota mayor del vector original para utilizar en un futuro.

Los vectores fueron extraidos mediante un kit de extraccion plasmidica, y
con excepciéon de un clon resultado de la ligacion de np9 (clon 4) cuya
extraccion resulté de mala calidad, las restantes rindieron buena cantidad
de plasmido como para enviar a secuenciar. Sin embargo, previo a la
secuenciacion, se verifico que la clonacién habia sido exitosa mediante la
digestion del vector con las dos enzimas de restriccibn previamente
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utilizadas esperando que el inserto de np9 se visualizara en un gel de
agarosa. Como se puede ver en la Figura 23 la digestién fue exitosa en
los 4 clones restantes (1, 2, 3 y 5) en los que se visualiz el inserto de
np9. La banda observada es de tenue intensidad en comparacion con el
resto del vector debido a su tamafio comparativamente mucho menor (por
lo cual contiene menos intercalante de ADN). Cabe mencionar que se
digiri6 ademas el vector sin inserto como control negativo donde
efectivamente no se detecto la escision de ninguna banda.

Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% post digestion con las enzimas
EcoRIly BamHI del vector de expresion con el inserto. Carril DL: vector DL-HCV-1b-F
que se utilizé6 como control positivo de digestién. Carriles 1, 2, 3y 5: vectores p3x-FLAG-
CMV-14 con el inserto de np9 digerido. Se aprecia que el inserto (sefialado con flecha
amarilla) tiene entre 200 y 300 pb como era de esperarse. Carril C(-):vector p3x-FLAG-
CMV-14 que no fue sometido al proceso de clonacién (sin inserto).

Tras verificar que el vector tenia inserto el gen np9, se procedié a
secuenciar cada uno de los mismos para determinar la secuencia de np9
gue fue clonada. De estos datos se obtuvo que ninguno de los insertos
tenia exactamente la misma secuencia de np9 que se habia obtenido
como producto de secuenciacion previamente (Figura 24). Las
mutaciones halladas en cada una de ellas se describen en la Tabla 4. A
pesar de haberse detectado cambios en los clones, es de destacar que la
secuencia obtenida a partir del producto de PCR de np9 de la linea celular
Jurkat exhibe la misma identidad nucleotidica que la secuencia maestra
obtenida por la MSc. Sabrina Fischer a partir de 10 muestras de pacientes
con leucemia linfoide crénica y 4 donantes sanos (Fischer, 2015), lo cual
indica que a nivel poblacional, este gen parece ser muy conservado.
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np9 completo ATG AAC CCA TCG GAG ATG CAA JAGA|AAA GGG |ICCTJCCA CAG AGA TGT CTG CAG GTG |[TAC|CCA
np9-1 O PO O oS O
np9-2 O PO e P I
np9-3 P P T P\
np9-5

np9-Fischer

np9 completo ACA GCT CCG |AAG| AGA |CAG] CGA CCA TCG AGA ACG GGC CAT GAT GAC GAT GGC GGT TTT GTC
np9-1 S
np9-2 A N E
np9-3 R T e P
np9-5 R N e e
np9-Fischer

np9 completo GAA AAG AAA AGG GGG AAA TGT |GGG GAA AAG CAA GAG AGA TCA GAT TGT TAC TGT GTC TGT
np9-1 T YW
np9-2
np9-3
np9-5
np9-Fischer

np9 completo GTA GAA AGA AGT AGA CAT AGG AGA CTC CAT TTT GTT CTG TAC TAA
np9-1

np9-2

np9-3

np9-5

np9-Fischer

Figura 24. Alineamiento de las secuencias de np9 de los clones analizados. La secuencia obtenida del producto de secuenciaciéon de np9
completo amplificado a partir de la linea celular Jurkat se empleé como secuencia referencia. Ademas se indica la secuencia maestra que
obtuvo la MSc. Sabrina Fischer en su maestria (Fischer, 2015) a partir de muestras de 10 pacientes con leucemia linfoide crénica y 4 pacientes
sanos. En el recuadro rojo se marcan las mutaciones no sinénimas y en verde las sindnimas encontradas en los clones.

48



Tabla 4. Mutaciones en las secuencias de np9 que fueron clonadas en el vector
p3x-FLAG-CMV-14,

(p3\§(e-|C:tLOAr\G- Modificacién nucleotidica g/ln?ﬁ:ggsgﬁ:g mzitgiigf, .
CMV-14) MutN PosN OriN MutP PosP OriP

np9-1 A 143 G E 48 G NS

G 24 A R 8 R S
np9-2 G 56 A C 19 Y NS

G 71 A R 24 K NS
np9-3 A 33 T P 11 P S
np9-5 G 77 A R 26 Q NS

Referencias:

MutN: mutacion nucleotidica que tiene la secuencia de np9 secuenciada a partir del
vector

PosN: posicién en el ADN en la que se generé la mutacion

OriN: nucleétido que se esperaba encontrar como resultado de la secuenciacion (segin
secuenciacion original del producto de PCR)

MutP: aminoacido (aa) que se generaria como producto del cambio aminoacidico

PosP: posicion del a4 que cambiaria

OriP: ad que se esperaraba obtener en la secuencia proteica segin secuenciacién
original del producto de PCR.

* S: sindnima; NS: no sinénima

Todos los vectores generados en el marco de esta tesina presentan
mutaciones puntuales. Solamente el vector p3x-FLAG-CMV-14-np9-3
presenta una mutacion silenciosa por lo que seria el que estd en mejores
condiciones de ser utilizado para ensayos in vitro o para produccion de
proteinas aunque se corre el riesgo que el cambio de coddn produzca un
cambio de plegamiento a nivel proteico debido a una diferencia en la
velocidad de traduccion. La mutacion en el vector p3x-FLAG-CMV-14-
np9-1 produce el cambio de un acido glutamico en lugar de una glicina,
por lo que se estaria cambiando un aminoacido (aa) apolar por uno polar,
lo que muy posiblemente tenga consecuencias conformacionales. El
vector p3x-FLAG-CMV-14-np9-2 posee 3 mutaciones. Una de ellas es
silenciosa. Otra induce el cambio de una cisteina en lugar de una tirosina
en la posicion 19 de la proteina, o que es un cambio significativo ya que
si bien ambos aa son polares, poseen caracteristicas muy distintas. La
tirosina es un aa grande con una cadena lateral aromatica mientras que la
cisteina es un aa pequefio con un grupo tiol que le permite formar puente
disulfuro con otras cisteinas. La otra sustitucién se daria en la posicion 24
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de la cadena polipeptidica y se cambiarian una arginina en lugar de una
lisina. Estos dos a& poseen propiedades fisicoquimicas similares por lo
que a nivel estructural no se esperaria un gran cambio. Finalmente el p3x-
FLAG-CMV-14-np9-5 tiene un solo cambio nucleotidico en la posicion 26.
Este cambio es de una arginina en lugar de una glutamina, por lo que si
bien ambos aminoacidos tienen cadenas polares, estos tienen
propiedades fisicoquimicas muy diferentes.

De todas estas mutaciones, solamente 2 caen en dominios putativos: las
sustituciones K24R y Q26R. Ambas se ubican en un dominio de
localizacién nuclear (Armbruester et al., 2002) y el sitio de union a la
proteina PLZF (Denne et al., 2007). Estas mutaciones podrian interferir en
la translocacion de la proteina al nucleo aunque Np9 tiene otros dos
dominios putativos de localizacion nuclear. Sin embargo, la proteina PLZF
interactia con Np9 solo en ese dominio por lo que un cambio en esa
region podria inhibir su union lo que produciria que PLZF inhiba la
expresion del proto.oncogen c-myc (Denne et al., 2007), un gen que
puede inducir las células a su proliferacion, su control de sobrevida y
diferenciacion (Patel et al., 2004).

Las mutaciones encontradas en estos fragmentos clonados son muy
posiblemente producto de una amplificacion con una polimerasa de baja
fidelidad, si bien no puede descartarse que sean cambios intrinsecos a las
multiples copias de secuencias provirales de HERV-K presentes en
nuestro genoma. Si bien podrian no resultar Gtiles para la produccion de
anticuerpos, estos vectores pueden ser utilizados para ensayos de
funcionalidad de Np9 en cultivo celular y asi potencialmente identificar si
hay algin dominio de esta proteina que tenga mayor importancia a nivel
celular.

En suma, se logro generar vectores de expresion de 4 variantes de Np9, 3
de ellos pueden ser empleados para ensayos de funcionalidad en cultivo
celular y uno de ellos podria servir para la produccion de anticuerpos.
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5) Conclusiones

A continuacién se resumen las principales conclusiones de este trabajo
sobre el estudio de la expresion de retrovirus endégenos humanos en
diferentes ambientes celulares:

- Se logro la puesta a punto exitosa de la amplificacion del gen np9
completo por PCR a tiempo final por dos aproximaciones distintas,
en una de las cuales se amplifica una regiéon 3’'UTR que no habia
sido descrita previamente, lograndose la secuencia del ORF
completo y 51 pb de la region 3’'UTR. El otro abordaje incorpora
sitios de corte para enzimas de restriccion y permite el clonado del
ORF en vectores de expresion.

- El analisis de la expresion relativa de genes derivados de env en
lineas celulares tumorales humanas evidenciéo una mayor actividad
transcripcional en la linea LNCaP derivada de cancer de prostata.
Este aumento de expresidn respecto a los donantes sanos,
empleados como calibradores, resultd6  estadisticamente
significativo. Adicionalmente, otras dos lineas mostraron una
tendencia hacia un incremento en la expresion (lineas Huh7.5 de
HCC y PC-3 de céancer de prostata), aunque las diferencias en
actividad no fueron significativas.

- La expresion de HERVs en 2 muestras de glébulos blancos
provenientes de pacientes sanos revelo niveles comparables a los
de las lineas celulares Jurkat (leucemia linfoide aguda), Hela
(cancér cérvico-uterino) y HepG2 (HCC).

- La transfeccibn de ARN del virus de la Hepatitis C no parece
influenciar en los niveles de expresion de HERVs, segun resultados

obtenidos a partir de la linea Huh7.5 derivada de hepatocarcinoma.

- Se generaron 4 vectores de expresion de Np9 que pueden ser de
utilidad para ensayos de funcionalidad en cultivo celular.
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6) Perspectivas

A partir de los resultados obtenidos, se sugieren las siguientes
perspectivas de investigacion:

- Realizar andlisis transcriptomicos a nivel computacional para
conocer mejor la regién 5°'UTR de los transcriptos derivados del
gen env para poder disefiar primers que permitan la amplificacién
exclusiva de np9.

- Realizar ensayos de expresion relativa en un mayor nimero de
lineas celulares tumorales y en lo posible tejidos humanos
derivados de procesos oncogénicos o infecciones virales para
determinar la variabilidad de expresion de HERVs en ambientes
celulares mas diversos.

- Aumentar la cantidad de donantes sanos de glébulos blancos para
poder tener un numero mas representativo de individuos que
permita minimizar la variabilidad presente en la poblacion y obtener
una mejor idea de la expresion en tejidos sanos.

- Analizar mas clones resultado de la ligacion y transformacion de
np9 en el vector de expresion, en busqueda de uno que exprese la
proteina cuya secuencia fue inicialmente clonada.

- Realizar andlisis transcriptomicos para detectar posibles
polimorfismos del gen np9 como asi de otros genes de retrovirus
enddgenos.

- Transfectar el ADN de los vectores generados en diferentes lineas
celulares y analizar la expresién de genes de vias de sefializacion
celular implicados en la oncogénesis para aproximarnos a los
mecanismos subyacentes a dichos procesos en relacion a la
expresion de np9.
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8) Apéndices

8.1) Apéndice 1 - Andlisis de expresion relativa en lineas
celulares no humanas

Si bien se realiz6 el procesamiento de las muestras en simultaneo al resto
de las lineas celulares, no es correcto comparar los resultados obtenidos
de la PCR a tiempo real de las lineas MDCK y Vero conjuntamente con
las lineas humanas debido a que provienen de otros organismos en los
cuales no hay HERV-K (HML-2) integrados. Por tal motivo, es probable
gue la amplificacién del gen constitutivo empleado como normalizador de
la expresion (B-actina) tenga una eficiencia menor ya que los primers son
para amplificar la variante humana de este gen. Por otro lado, si bien
muchos organismos presentan ERVs en sus genomas, es esperable que
las secuencias de sus genes difieran de las de HERVSs, y que por tanto
ocurra amplificacion con menor eficiencia o bien ninguna. Por estos
motivos, sin realizar un analisis de eficiencia de amplificacion de B-actina
y genes derivados de env con los primers utilizados en esta tesina, los
resultados de la cuantificacion relativa pueden estar sobreestimando o
infravalorando la expresion de estos genes.

A pesar de esto se realiz el analisis con los datos obtenidos de la PCR a
tiempo real (Figura Suplementaria 1). Si bien la cuantificacion es
incorrecta, se aprecia que en Vero (linea de primates) pareceria haber
expresion de genes provenientes de retrovirus enddgenos, mientras que
en MDCK (linea de caninos) no hay expresion de éstos, lo que coincide
con que los HERV-K infectaron nuestra linea germinal en procesos
relativamente recientes de la evolucion.
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Figura Suplementaria 1. Expresién relativa de los genes de retrovirus enddgenos
de las lineas celulares humanas comparados a la linea Vero y MDCK. Se utiliza el
fold change de los glébulos blancos de donantes sanos como calibrador. Se puede
apreciar que hay expresion de retrovirus endégenos en la linea Vero pero no en la linea
MDCK.
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8.2) Apéndice 2 - Control de digestion: Digestion del vector DL-
HCV-1b-F

Figura Suplementaria 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la puesta a
punto de la digestion con las enzimas EcoRl y BamHI. Carril 1: vector DL-HCV-1b-F
digerido por las dos enzimas de restriccion. Carril 2: vector DL-HCV-1b-F sin digerir
como control. PM: Peso molecular 1Kb Plus (Invitrogen, Vilna, Lituania).
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9) Anexos

9.1) Anexo 1 — Pasaje de lineas celulares

Las cantidades de volumen utilizadas de medio de cultivo, lavado de la
monocapa y la tripsinizacion son las descritas en la Tabla Anexo 1. Los
pasos a seguir para realizar pasajes, cuando la confluencia celular
alcanzé entre 80-90% fueron los siguientes, independientemente del
tamano del frasco de cultivo utilizado:

1) Se descart6 el medio completo.

2) Se lavd la monocapa con Phosphate Buffered Saline 1x (PBS)
(Gibco, Grand Island, New York, USA) y se descarto.

3) Se agrego tripsina (Gibco, Grand Island, New York, USA) 0,05% y
se dej6 actuar por 3-5 min, dependiendo de la confluencia, a
temperatura ambiente.

4) Se neutralizo la tripsina con la misma cantidad de medio de cultivo
completo con suero fetal bovino al 5%.

5) Se realizo la division de la suspension de células y se agreg6 la
cantidad necesaria de medio de cultivo para la siembra en el nuevo
frasco.

Tabla Anexo 1. Cantidades de reactivos utilizados para cada etapa del pasaje de lineas
celulares.

Area Volumen de Volumen de Volumen de
superficial medio de cultivo PBS para tripsina (mL)
(cm2) (mL) lavado (mL)
Frasco T175 175 30 25-20 5
Frasco T75 75 10 10 1
Frasco T25 25 5 5 0,5
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9.2) Anexo 2 — Congelamiento de lineas celulares para stock
El congelado de células para stock se realizd siempre a partir de un frasco

T175.

1)
2)
3)
4)
5)

6)

7

8)

Se retird el medio del frasco.

Se lavo la monocapa con 20 mL de PBS 1X y se retir6 del frasco.
Se agreg6 5 mL de tripsina (Gibco, Grand Island, New York, USA)
0.05% y se dej6é actuar entre 3-5 min.

Se neutralizd la tripsina con 5 mL de medio completo con suero
fetal bovino al 5%.

En un tubo Falcon de 50 mL se filtraron los 10 mL de suspension
de células con un filtro de 40uM (Corning).

Posteriormente se colocaron las células en un tubo Falcon de 15
mL y se centrifugaron a 1250 rpm por 5 min en una centrifuga
Hermle Z200 A.

Se retir0 el sobrenadante, dejando 200 pL de medio para
resuspender bien el pellet celular.

Se agrego 800 pL de medio de congelamiento que consistié en
700 pL de suero fetal bovino inactivado y 100 pL de dimetilsulfoxido
(DMSO). De este modo, las células quedaron congeladas en 20%
de medio, 70% de suero fetal bovino y 10% de DMSO.
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9.3) Anexo 3 — Conteo de células en camara de Neubauer

El conteo de células se realiza como paso previo al congelamiento de un
stock de células. El fin de realizar este protocolo es tener una idea
aproximada de la cantidad de células que se van a congelar.

1)
2)

3)

4)

Se alicuotan 200 pL de la suspension celular obtenida en el paso 5
del Anexo 2.

Se mezclan 10 pL de esa suspension con 10 pL de azul tripany se
coloca la mezcla en una camara de Neubauer.

Se coloca la camara de Neubauer en el microscopio con un
aumento x25 y se cuentan las células vivas (células blancas que no
fueron tefidas por el azul tripan) de los cuadrantes que se ubican
en las esquinas. Se cuentan las células individuales, los cumulos
de varias células se cuentan como una.

Contados los 4 cuadrantes, se realiza el promedio de los
cuadrantes y se multiplica por el factor de dilucidén (en este caso es
2 debido a que se diluy6 la suspension celular original en una
cantidad igual de azul tripan) y luego se multiplica por 10000, de
esta manera se obtiene la cantidad de células por mL. Para saber
la cantidad total de células se multiplica por 10 dado que la
suspension original tenia 10 mL.
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9.4) Anexo 4 — Extraccion de ARN con TRIzol
PREPARACION DE LA MUESTRA

1) A las células resuspendidas en 100yl de PBS 1X se les agrego 1
mL de TRIzol LS reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

2) Se les agreg6 0,2 mL de cloroformo por cada 1 mL de TRIzol. Se
agitaron bien por inversion y vortex y luego se incubaron por 2-3
min a temperatura ambiente.

3) Se centrifugaron las muestras por 15 min a 12000 g a 4°C. Como
producto de la centrifugacién se obtuvieron tres fases, una fase
inferior organica roja que contiene fenol y cloroformo, una interfase
y una fase superior acuosa transparente.

NOTA: la fase acuosa contiene el ARN, la fase organica las proteinas y lipidos,
mientras que en la interfase se encuentra el ADN.

Se retird la fase acuosa que contiene el ARN y se colocoé en un nuevo
tubo.

PRECIPITACION DEL ARN

1) Se agregd 0,5 mL de isopropanol por cada 1 mL de TRIzol utilizado
para la lisis, se mezclo bien y se incubé por 10 min a -20°C.

2) Posteriormente se centrifugaron las muestras por 10 min a 12000 g
y a 4°C. Terminado el centrifugado, el ARN se visualizo en el fondo
de los tubos como un precipitado parecido a un gel y se descarté el
sobrenadante por volcado.

NOTA: Como se mencion6 en la seccién 3.6 (pag 15), en este paso se agregd
GlycoBlue al isopropanol para visualizar el pellet de color azul.

LAVADO DEL ARN

1) Los pellets se resuspendieron en 1 mL de etanol al 75% y se
vortexearon brevemente.

2) Luego se centrifugaron a 7500 g por 5 min a 4°C.

3) Se descartaron los sobrenadantes por volcado y el remanente
extra por pipeteo y se dejaron secar los pellets en el termobloque a
40°C.

SOLUBILIZACION DEL ARN

1) Se resuspendieron los pellets por pipeteo en 20-50 pL de agua
libre de ARNasa.
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2)

Se incubaron a 55-60°C por 10-15 min para que el ARN
solubilizara completamente.

DETERMINACION DE LA CALIDAD DE LA EXTRACCION

1)

2)

3)

A partir de 2 pL del ARN extraido se midio la absorbancia a 260 nm
(A260) y a 280 nm (A280) en un espectrofotbmetro
BioSpectrometer basic (Eppendorf).

La relacion entre A260/A280 determina la pureza en la extraccion,
y si es mayor a 2, significa que el &cido nucleico extraido se
encuentra puro. La relacion a 260nm/230nm nos indica la pureza
de la muestra respecto a la cantidad de fenoles, carbohidratos o
EDTA y si es mayor a 1.8, significa que el acido nucleico extraido
no se encuentra contaminado con sustancias que absorben a
230nm.

Para calcular la concentracion de ARN se multiplicé la absorbancia
de la muestra a 260 nm por la dilucion realizada, por el factor 40.
(A260*dilucion*40 = ug ARN/mL).

NOTA: El espectrofotémetro utilizado realiza automaticamente los céalculos de
relacion A260/A280, relacion A260/A230 y de concentracion.
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9.5) Anexo 5 — Vector de expresion DL-HCV-1b-F

T7 promoter

AmpR

\/ DL-HCV-1b-F
b 6779 bp

EcoRI (2043)

(3965) BamHI

Figura Suplementaria 3: VECTOR DE EXPRESION DL-HCV-1b-F. El vector DL-HCV-
1b-F fue utilizado como control de las digestiones realizadas con EcoRI y BamHI. Es un
vector de 6779 pb y en esta imagen generada en SnapGene se pueden apreciar los
sitios de corte de ambas enzimas.
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9.6) Anexo 6 — Vector de expresién eucariota p3x-FLAG-CMV-14

P3XFLAG-CMV-14 (6.3kb) =_-__>__x
285232223

hGH poly A
SV 40 origin
f1 origin
C-Terminal neo’
) p3XFLAG-CMV
amp
SV 40 poly A

pBR322 origin

Figura Suplementaria 4: VECTOR DE EXPRESION EUCARIOTA p3x-FLAG-CMV-14.
Se empled el vector p3x-FLAG-CMV-14 para clonar el gen np9. Este vector tiene un
tamafio de 6.3kb y la expresién del gen de interés esta promovida por el promotor de
citomegalovirus, un fuerte promotor de expresion en eucariotas. Ademas tiene dos genes
de seleccion, uno de ellos es el gen de resistencia a ampicilina lo que es de utilidad para
la amplificacion del vector en bacterias. El otro gen es de resistencia a neomicina y

permite seleccionar las células eucariotas que fueron transfectadas con el vector
exitosamente. Modificado de https://www.sigmaaldrich.com/
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