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RESUMEN

La Organizacién Mundial de la Salud estima que dos terceras partes de la poblacion
mundial menor de 50 afos esté infectada por el virus del Herpes simplex tipo 1 (HSV-
1). EI HSV-1 es capaz de infectar las neuronas de los mamiferos, en la cual ingresa en
estado de latencia de por vida o pueden reactivarse ante eventos de estrés, lo que
conlleva a la replicacion del material genético viral y la consecuente produccion de
nuevos virus infectivos. Los antivirales actualmente disponibles no son capaces de
eliminar los herpesvirus latentes y cepas resistentes a las drogas de primera eleccion.

Debido a ello es necesario buscar nuevos farmacos o estrategias capaces de eliminar
la latencia y la produccion de nuevos virus en las células infectadas. Una de las
estrategias actualmente utilizadas es la terapia génica, basada en el sistema CRISPR-
Cas9. Sin embargo, actualmente los vectores virales y no virales utilizados para la
administracion de los componentes del sistema presentan ciertos retos. Ante esta
situacion, los vectores virales como los bacteriofagos filamentosos, ofrecen ventajas:
no se integran en el genoma de las células eucariotas, son estables, seguros, se los
puede modificar genéticamente, poseen mayor capacidad de empaquetamiento de
genoma y son faciles de producir.

En este trabajo se construyeron bacteriéfagos filamentosos recombinantes
transportadores de un sistema CRISPR-Cas9 con gRNAs Unicos y dobles, capaces de
inhibir el ciclo viral del HSV-1. Los fagomidos desarrollados fueron evaluados
mediante transfeccion e infeccion con HSV-1 de las células HEK293T, observandose
que independientemente al nimero de gRNAs, el sistema CRISPR-Cas9 fue capaz de
inhibir la produccion de nuevos HSV-1. Los vectores derivados del fago M13 fueron
capaces de empaquetar fagdmidos de hasta 9290 pares de bases (pb) y un rendimiento
de 10 a 10" VGC/mL. Sin embargo, las tasas de transduccion presentaron una muy
baja eficiencia. Esto pudo deberse a problemas en la entrada y el transporte del fago al
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nacleo, lo que abre la posibilidad de modificar la superficie del fago para facilitar su
entrada.

El vector resultante sirve como punto de partida para una plataforma de desarrollo de
vectores que a traves de la tecnologia de Phage display pueda facilitar el transporte
dentro de la célula o dirigir de manera especifica a algun tipo celular.

Palabras claves: Bacteriéfagos filamentosos M13, sistema CRISPR-Cas9, virus del

Herpes simplex tipo 1, terapia génica, vectores virales.
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SUMMARY

The World Health Organization estimates that two-thirds of the world's population
under 50 years of age is infected with the Herpes simplex virus type 1 (HSV-1). HSV-
1 can infects neurons in mammals and enters a state of latency for life. Under stress
conditions in the virus becomes active, leading to the replication of the viral genetic
material and the consequent production of new infective viruses.

Currently, there are not antivirals capable of eliminating latent herpes viruses and
strains resistant to first-line drugs. Therefore, it is necessary to search for new drugs
or strategies capable of eliminating latency and the production of new viruses in
infected cells. One of the strategies being currently used is a gene therapy based on the
CRISPR-Cas9 system. However, there are challenges to overcome with respect to the
viral and non-viral vectors used for the administration of the components of the system.
In this situation, viral vectors, such as filamentous bacteriophages offer certain
advantages: they do not integrate into the genome of eukaryotic cells, they are stable,
safe, can be genetically modified, have greater genome packaging capacity and are
easy to produce.

In this work, recombinant filamentous bacteriophages transporting a CRISPR-Cas9
system with single and double gRNAs, capable of inhibiting the viral cycle of Herpes
simplex type 1, were constructed. The phagemid developed were evaluated by
transfection and infection with HSV-1 of HEK293T cells, observing that regardless of
the number of gRNAs, the CRISPR-Cas9 system was able to reduce the production of
new HSV-1. Vectors derived from M13 phage were able to package phagemid up to
9290 base pairs (bp) and a yield of 10! to 10** VGC/mL. However, the transduction
rates showed a low efficiency. This could be due to problems in the entry and transport
of the phage to the nucleus, which opens the possibility of modifying the surface of
the phage to facilitate its entry.

The resulting vector serves as a starting point for a vector development platform that,
through Phage display technology, can facilitate transport within the cell or
specifically target some cell type.



Key words: M13 filamentous bacteriophage, CRISPR Cas9 system, Herpes simplex

virus type 1, gene therapy, viral vectors.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Virus del Herpes simplex tipo 1

El término herpesvirus es utilizado para referirse a los virus pertenecientes a la familia
Herpesviridae. La familia Herpesviridae se caracteriza por agrupar a virus que poseen
la capacidad de establecer una infeccion litica en células permisivas y una infeccion

latente en células neuronales (Looker et al., 2015a; Looker et al., 2015b).

El Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), ha clasificado tres
subfamilias en Herpesviridae, teniendo en cuenta el tipo de estructura viral, tropismo
celular, patogenia y manifestacion clinica. Estas subfamilias son denominadas:

Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae y Gammaherpesvirinae (Davison, 2010).

Los virus de la subfamilia Alphaherpesvirinae se caracterizan por poseer un amplio
rango de huéspedes, un ciclo replicativo relativamente corto, son de facil produccion
en diversas lineas celulares de mamiferos, son citoliticos y su genoma tiene la
peculiaridad de permanecer en estado episomal en células neuronales, estableciendo
un periodo de latencia durante toda la vida (Karasneh & Shukla, 2011; Nicoll et al.,
2012). Los Alphaherpesvirinae que naturalmente infectan a los humanos son: Herpes
simplex tipo 1 (HSV-1), Herpes simplex tipo 2 (HSV-2) y Varicela zéster (VZV)
(Davison, 2010). En este trabajo, nos enfocamos principalmente en el HSV-1.
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1.1.1. Prevalenciay caracteristicas de la infeccion por HSV-1

ElI HSV-1 es un virus neurotropico, altamente infeccioso que se transmite
principalmente por contacto directo con una lesion o con fluidos corporales infectados,
indicando una via de transmision predominantemente oral (Arduino & Porter, 2008).
Las infecciones causadas por HSV-1 incluyen infecciones leves localizadas y/o
recurrentes, formas diseminadas graves e incluso mortales en individuos
inmunosuprimidos o recién nacidos. Entre estas infecciones se citan; herpes labial
(Ulceras orolabiales), panadizo herpético, ceguera corneal por queratitis herpética,
encefalitis herpética, incluso, estudios recientes sugieren que HSV-1 también puede
causar herpes genital y aumentar el riesgo de contraer HIV (Human Immunodeficiency
Virus) (Arduino & Porter, 2008; Gill et al., 1988; Haddow et al., 2006).

La infeccién por HSV-1 es altamente prevalente y endémica en todo el mundo.
Generalmente, la infeccion ocurre durante la infancia y a lo largo del tiempo el genoma
viral no puede ser eliminado, debido a la capacidad de generar infecciones latentes. La
Organizacién Mundial de la Salud estim6 en el 2012 que 3709 millones de personas
menores de 50 afios tenian infeccion por HSV-1, una prevalencia de 67%, lo que
representaria las dos terceras partes de la poblacion mundial (Looker et al., 2015a).

1.1.2. Estructura del virus del Herpes simplex tipo 1

Los viriones de HSV-1 son particulas esféricas de 150 — 200 nm de didmetro. Su
genoma consiste en un segmento Unico de ADN lineal de doble hebra, envuelto por
una nucleocépside icosaédrica (T=16) (Heming et al., 2017). La nucleocépside esta
recubierta por un tegumento, que contiene proteinas que cumplen diferentes roles,
entre ellas: modulacion del sistema inmune, focalizacion de la cépside al nucleo
celular, regulacion de la transcripcion y traduccion, y ensamblaje de viriones (Kelly et
al., 2009). Finalmente, el tegumento estd recubierto por una envoltura lipidica que
contiene el complejo de glicoproteinas gB, gC, gD, gH, gE, gl, gL (Cai et al., 1988;
Smith et al., 2014; Trybala et al., 2017) (Figura 1).
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Proteina de la envoltura
Tegumento externo
Tegumento intern

Nucleocépside

Figura 1. Estructura caracteristica del virion. A. En la figura se observa la disposicion de
los componentes del HSV-1; la nucleocépside que protege el genoma, el tegumento amorfo y
finalmente la envoltura viral. B. Se observa una imagen ampliada que detalla las proteinas
estructurales de la nucleocéapside, del tegumento y de la envoltura viral. Imagen adaptada de
©ViralZone, 2017 (Hulo et al., 2011).

1.1.3. Genoma del HSV-1

El genoma del HSV-1 esta compuesto por una molécula de ADN lineal de doble hebra
y 152 Kb de longitud (Macdonald et al., 2012). El genoma est4 organizado en dos
segmentos de ADN unidos covalentemente, una region Unica larga (UL) de 126 Kb y
una region dnica corta (US) de 26 Kb. Estos segmentos UL y US se encuentran
delimitados por regiones de repeticiones invertidas, denominadas repeticion invertida
larga (IRL) y repeticion invertida corta (IRS). Mientras que los extremos del genoma
se encuentran flanqueados por un par de regiones de repeticiones invertidas no
traducibles, denominadas repeticion terminal larga (TRL) y repeticion terminal corta
(TRS), quedando de tal manera, las regiones UL™NRL y s RSTRS (Figura 2)
(Colgrove et al., 2016; Duncan, 1987; McGeoch et al., 1988).

A lo largo de todo el genoma se encuentran 75 genes aproximadamente (0 marcos de
lectura abiertos, ORF) que codifican alrededor de 75 proteinas (McGeoch et al., 2006).
Ademas de estos genes, el genoma posee tres origenes de replicacion del ADN: una
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copia de oriL en la regién UL y dos copias de oriS, ubicadas en la region US (Figura
2) (Martin et al., 1991; Quinn & McGeoch, 1985).
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Figura 2. Representacion de la organizacién del genoma del virus del Herpes simplex tipo
1. El genoma del HSV-1 tiene una longitud de 152 Kb, y consta de dos regiones unicas largas,
UL y US, ambas regiones estan flanqueadas por secuencias de repeticiones invertidas (IR), y
repeticiones terminales (TR). En la imagen se detallan los genes que componen el genoma
viral y la disposicién de los tres origenes de replicacion (circulos negros). Adaptada de
©ViralZone (Hulo et al., 2011).

1.1.4. Ciclo de replicacion viral
1.1.4.1. Adsorcion y fusion de membranas

El ciclo replicativo del HSV-1 durante la infeccion litica inicia con la adsorcion del
virion a la superficie de la membrana de la célula epitelial y la fusién de membranas.
La adsorcion se lleva a cabo por la interaccion de la glicoproteina B (gB) y/o gC a un
residuo de proteoglicano de heparan sulfato (HSPG) de la superficie celular (Cai et al.,
1988; Herold et al., 1991). Esta interaccion promueve la union especifica de gD con
uno de sus varios receptores primarios, que incluyen: nectina tipo 1 (PVRL 1;
Poliovirus receptor-related 1), nectina tipo 2 (PVRL 2; Poliovirus receptor-related
2), presentes en células epiteliales y neuronales, HVEM (Herpesvirus entry mediator,
TNFRSF14) presentes en linfocitos T y fibroblastos, o sitios especificos de heparan
sulfato generados por ciertas isoformas de 3-sulfotransferasas 3-O-S, expresadas en
células neuronales y endoteliales (Geraghty et al., 1998; Montgomery et al., 1996;
Shukla et al., 1999; Warner et al., 1998).
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La interaccion de gD con uno de sus receptores permite una mayor adherencia del
virion a la célula huésped e induce un cambio conformacional en gD permitiendo la
activacion del complejo heterodimérico gH/gL para promover la fusion de membranas,
y consecuentemente la liberacion de la nucleocépside al citoplasma celular (Figura 3)
(Atanasiu et al., 2010).

1.1.4.2. Transporte de la capside al nacleo y liberacion del genoma

viral

Una vez que la nucleocéapside es liberada en el citoplasma, varias proteinas del
tegumento se disocian de la nucleocapside, a excepcion de las proteinas pUL36,
pUL37 y pUS3. De estas tres proteinas, pUL36 junto con pUS3 son las responsables
de la focalizacion nuclear de la nucleocépside, la cual es impulsada a través de la red
de microtubulos (Dohner et al., 2002; Sodeik et al., 1997). Durante este transporte, la
proteina quinasa viral pUS3 cumple un papel importante en la modulacion de la
respuesta inmune del huésped, inhibiendo la ruta NF-kB inducida por una infeccién
viral, asi como la ruta de sefializacion del receptor tipo Toll Il (TLR2) (Sen et al.,
2013).

Por otro lado, la unién de la nucleocapside al complejo del poro nuclear estd mediada
por pUL36 junto con la proteina de la capside pUL25. La proteina de recubrimiento
del ADN viral, pUL25, interactia con la nucleoporina CAN/Nup214 y Nup358,
facilitando la liberacion del material genético viral al nacleo celular, a través de la
proteina portal de la capside pUL6 (Figura 3) (Copeland et al., 2009; Newcomb et al.,
2001; Pasdeloup et al., 2009).

1.1.4.3. Transcripcion de los genes virales

Luego de la liberacidon del genoma viral en el ndcleo de la célula, se da lugar a la
transcripcion de los genes virales. La transcripcion es realizada de forma secuencial y
en cascada, en tres fases cinéticas: la primera fase denominada temprana inmediata
(IE) en donde ocurre la transcripcion de genes tempranos inmediatos o genes o, en la
segunda fase, se transcriben los genes tempranos (E) o genes B y finalmente en la fase

tardia (L) se transcriben los genes y (Figura 3) (Honess & Roizman, 1974).
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El inicio de la expresion de los genes IE, son directamente regulados por la proteina
transactivadora del tegumento VP16. La proteina VP16 recluta a dos factores de
transcripcion celular HCF-1 y Oct-1, para la formacién del complejo trimérico
regulador transcripcional inducido por VP16 (VIC), que actta a nivel del promotor
viral de los genes IE (La Boissiére et al., 1999; O Hare, 1993).

Capside

Tegumento

%Denes aBy . J_". = @l)

MRV

Nucleo MNE Citoplasma

Figura 3. Ciclo replicativo del virus del Herpes simplex tipo 1. 1) La interaccién de la
glicoproteina B (gB) y/o gC a un residuo de proteoglicano de heparan sulfato (HSPG) u otros
receptores de la superficie celular, activa el complejo gH/gL y permite la fusién de membranas
del virus y de la célula, y la consecuente liberacién de la nucleocapside al citoplasma celular,
2) la nucleocapside es transportada a través de la red de microttbulos hacia el complejo del
poro, donde el genoma es liberado en el nGcleo celular, 3) los genes virales son transcriptos de
manera regulada y en cascada para generar ARNm que seran traducidos en el ribosoma y
generaran proteinas virales con diferentes funciones. 4) Paralelamente, los genomas virales
replicados son encapsidados en el nlcleo celular y recubierto parcialmente por proteinas del
tegumento que median la salida de la capside hacia el espacio perinuclear a través de la
membrana nuclear interna (MNI) y la membrana nuclear externa (MNE). 5) Posteriormente,
esta es liberada al citoplasma para adquirir las glicoproteinas en el aparato de Golgi, 6) y
finalmente, el viridn es liberado por exocitosis. Imagen tomada de (Retamal-Diaz et al., 2015).

El complejo regulador transcripcional (VIC) activado, recluta a la ARN polimerasa Il
celular, para iniciar la transcripcion de los cinco genes a, cuyos productos dan lugar a
cinco proteinas ICP (Infected Cell Protein), denominadas ICPO, ICP4, ICP22, ICP27
e ICP47, que se encargan de actuar como inductores de la transcripcion de los genes

B, de reprimir la expresion de los genes del huésped y de desviar la maquinaria
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transcripcional al genoma viral (Ackermann et al., 1984; Alwine et al., 1974; O Hare,
1993; Spencer et al., 1997; Strang & Stow, 2005).

Por otro lado, ICP4 reprime la expresion de los genes a al unirse a sitios especificos
de ella, de tal forma a que se inicie la transcripcion de los genes B (Carrozza & DeL uca,
1996; Sampath & DeLuca, 2008). Los productos de la expresion de los genes B, da
lugar a las proteinas B implicadas en la replicacion del genoma viral, entre ellas se
citan: la proteina principal de union al ADN de cadena sencilla (DSB o ICP8; producto
del gen UL29), la ADN polimerasa viral (Pol-UL42; producto de los genes UL30 y
UL42), la proteina de unién al origen (OBP; producto del gen UL9), el complejo
primasa-helicasa (producto de los genes UL5, UL8 y UL52), la timidina quinasa viral
(tk; producto del gen UL23) (Dracheva et al., 1995; Hamatake et al., 1997; Klinedinst
& Challberg, 1994; O’Donnell et al., 1987).

Finalmente, la expresion de los genes y requiere de las proteinas B, para dar lugar a las
proteinas estructurales del virion como: VP23, VP5, VP21, VP24, VVP22a, VP26,
VP19C, entre otras (Figura 1B) (Honess & Roizman, 1974).

1.1.4.4. Replicacion del genoma viral

Concomitante a la transcripcion, la replicacion del genoma viral tiene lugar en el
ndcleo celular y ésta comienza con la union de OBP a uno de los tres origenes de
replicacion, oriL u oriS. Debido a su actividad helicasa, la proteina OBP también
promueve el desenrollamiento del ADN en el origen de replicacion viral (rica en AT),

generando una horquilla estable (Aslani et al., 2002; Boehmer et al., 1994).

La formacion de esta horquilla de replicacién, recluta el complejo primasa-helicasa.
La subunidad primasa inicia la sintesis del cebador de ARN para su posterior extension
por parte de la ADN polimerasa viral. Mientras que la subunidad helicasa (producto
del gen UL5), desenrolla el ADN en las horquillas de replicacion. Por otro lado, el
producto del gen UL8 que forma parte del complejo primasa-helicasa, no muestra
actividad enzimatica, pero estimula la actividad de los productos de los genes
UL5/UL52 (Falkenberg et al., 1997; Gorbalenya et al., 1988; Klinedinst & Challberg,
1994).
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La ADN polimerasa viral contiene dos subunidades: Pol con actividad catalitica, que
extiende la doble hélice del ADN, y los polipéptidos UL42 que actGan aumentando la
procesividad de polimerizacion y disminuyendo la probabilidad de que la polimerasa
se disocie de la plantilla después de cada ciclo de catélisis (Gottlieb et al., 1990;
Gottlieb & Challberg, 1994).

A medida que la doble hebra se extiende, ICP8 se une al ADN de cadena sencilla
(ssDNA) impidiendo la formacién de bucles, horquillas y otras estructuras secundarias
en la molécula de ssDNA (O’Donnell et al., 1987; Weller & Coen, 2012) (Figura 4).
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Figura 4. Replicacion del genoma del HSV-1. A. En la Figura se observa la formacion de la
horquilla de replicacion generada por la actividad del complejo primasa—helicasa. Las
moléculas de ssDNA son recubiertas por ICP8, mientras que la primasa genera cebadores de
ARN necesarios para el inicio de la sintesis de nuevas moléculas de ADN por actividad de la
polimerasa viral (Pol). B. A medida que se extiende la cadena principal, en la cadena rezagada,
la Pol genera fragmentos de Okazaki. Imagen adaptada de (Weller & Coen, 2012).

1.1.4.5. Empaquetamiento viral

Los herpesvirus preforman una cépside en el nicleo celular. Esta procépside tiene el
potencial de madurar, empaquetar ADN genémico viral y ensamblarse en viriones
funcionales (Booy et al., 1991; Newcomb et al., 2003; Nicholson et al., 1994; Trus et
al., 1996).

Debido a que la sintesis del ADN viral conduce a la formacion de concatémeros de
genomas unidos de cabeza a cola, se deben generar genomas de longitud unitaria
adecuada para la encapsidacion. Este proceso de escision y empaquetamiento de ADN
es realizado por el complejo proteico terminasa (subunidades proteicas pUL15, pUL28
y pUL33) (Higgs et al., 2008). EI modelo de empaquetamiento actual, sugiere que
luego de la translocacion de la terminasa al nucleo celular, la misma, reconoce la sefial

especifica para la escision conocida como sitio pac, se une a pULS, transfiere el



29

genoma a la procépside y finalmente la actividad nucleasa de la terminasa escinde el
ADN bicatenario, generando genomas individuales, en rondas adicionales de escision
y empaquetamiento (Adelman et al., 2001; Dasgupta & Wilson, 1999; Hodge & Stow,
2001; Newcomb et al., 2001; Sheaffer et al., 2001; White et al., 2003; Yang et al.,
2019).

Finalmente, la c&pside con el genoma se traslada hacia el espacio perinuclear mediante
gemacioén de la membrana interna, adquiere una envoltura inicial, la cual se pierde
nuevamente al fusionarse a la membrana nuclear externa, para su liberacién al
citoplasma celular (Guay & Lippe, 2006; Poliquin et al., 1985). Las capsides adquieren
las proteinas del tegumento, las glicoproteinas virales y su membrana, probablemente
en endosomas o en el aparato de Golgi (Turcotte et al., 2005). Consecuentemente, la
particula viral es transportada en vesiculas hacia el exterior, donde inicialmente ocurre
la fusion de membranas de la vesicula a la membrana celular y la liberacion mediante

exocitosis (Figura 3) (Owen et al., 2015).
1.1.4.6. Infeccion latente

Las nuevas particulas del HSV-1, que emergen del ciclo litico infectan las neuronas
sensoriales (p. ej., ganglios de la raiz dorsal y trigémino) y auténomas (p. ej., ganglios
pélvicos mayores y cervicales superiores) del sistema nervioso periférico, que inervan
el sitio de infeccion primaria del huésped. La infeccion de las células neuronales se
inicia con la fusion de la membrana del HSV-1 a la membrana de la célula neuronal
en el axon terminal (Figura 5). Esta fusién estd mediada por la interaccién de gD al
receptor nectin-1, promoviendo la liberacion de la nucleocépside al citoplasma celular
(Richart et al., 2003).

La nucleocapside es transportada a lo largo del axon al cuerpo de la célula neuronal,
por un mecanismo conocido como transporte retrogrado. El transporte retrogrado esta
mediado por la interaccion de la proteina del tegumento VP26 con la dineina
citoplasmatica (Dohner et al., 2002; Douglas et al., 2004). Al igual que en el ciclo
litico, el genoma viral es liberado en el nucleo de la célula neuronal, donde éste ingresa

en un estado no replicativo asociado a cromatina (Deshmane & Fraser, 1989).
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Dentro del nucleo, los genomas permanecen en estado episomal donde no existe
produccion de virus infecciosos entre periodos de replicacion litica activa. Este evento
es conocido como infeccion latente. El establecimiento de la latencia en el nucleo de
la célula puede estar regulada por ICPO (Chen et al., 2000). En ausencia de ICPO, se
sugiere que los cuerpos ND10 reconocen los extremos de la doble hélice de ADN como
rotura de doble cadena, reparandola y generando un estado de latencia-episomal
persistente por circularizacion del genoma (Everett & Maui, 1994; Jackson & DelLuca,
2003).

Diferentes estimulos tales como inmunodepresion, estrés sistémico, trauma local por
cirugia, tension mental, fatiga, dafio en la piel que afecta las terminaciones nerviosas,
exposicion a luz UV, cambios hormonales, entre otros, inducen su reactivacion
(Grinde, 2013). Tras la reactivacion se producen viriones infecciosos, los cuéles se
trasladan mediante transporte anterégrado de regreso al sitio de infeccion, causando
infecciones cutaneas recurrentes y la transmisién a nuevos huéspedes (Figura 5)
(Mangold & Szpara, 2019).
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Figura 5. Dinamica de la infeccion del HSV-1 en células neuronales. El HSV-1 ingresa a
las células neuronales a traves de las terminaciones nerviosas sensoriales que inervan los
tejidos de infeccién primaria. EI genoma permanece en estado episomal dentro del ndcleo,
estableciendo una infeccidn latente. Tras su reactivacién, pueden producirse nuevas particulas
infectivas, las cudles trafican en direccion anterégrado de regreso al sitio de infeccion. Imagen
adaptada de (Mangold & Szpara, 2019).
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1.1.5. Tratamiento

En la actualidad no se dispone de una vacuna aprobada por la FDA (Food and Drug
Administration) para la prevencion de infecciones causadas tanto por el HSV-1 como
por el HSV-2. Por lo tanto, se utilizan medicamentos antivirales para tratar estas

infecciones.

Los antivirales utilizados y aprobados por la FDA se clasifican en dos grupos. En el
primer grupo se encuentra una variedad de analogos de nucle6sidos que compiten por
su incorporacion en la sintesis de ADN viral. Ejemplos de estos analogos son: el
Aciclovir (ACV), Penciclovir (PCV), Valaciclovir y Famciclovir (FMV). Mientras
que en el segundo grupo se encuentra al analogo de pirofosfato, Foscarnet, el cual
inhibe la sintesis del material genético viral luego de interactuar con la ADN

polimerasa viral.

Entre estos medicamentos, el ACV es la droga de primera eleccién para tratar las
infecciones por el HSV-1. EI ACV es un profarmaco analogo de la desoxiguanosina
(dGTP), que carece de un grupo 3'- hidroxilo (Figura 6) (Boyd et al., 1987; Elion et
al., 1977).

El mecanismo de accion del ACV requiere inicialmente de una trifosforilacion
selectiva en células infectadas. La primera fosforilacion es catalizada por la timidina
quinasa viral (HSVtk), mientras que la segunda y tercera fosforilacion son catalizadas
por las quinasas celulares GMP y NDP, respectivamente (Miller & Miller, 1980). El
aciclovir trifosforilado compite con la dGTP por su incorporacién en la cadena de
ADN viral sintetizada. La incorporacion del aciclovir trifosforilado resulta en una
inhibicion selectiva de la replicacion del ADN al bloguear la introduccidn del siguiente
desoxinucleosido trifosfato por la ADN polimerasa viral (Fyfe et al., 1978; Miller &
Miller, 1980).
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Figura 6. Estructura quimica del Aciclovir y de la Desoxiguanosina. A. Aciclovir B.
Desoxiguanosina. Obsérvese que el Aciclovir carece de un grupo hidroxilo 3", a diferencia de
la desoxiguanosina.

Si bien los antivirales contra HSV-1 son Utiles para acortar la duracién o reducir la
incidencia de infecciones primarias o recurrentes, no existe un tratamiento eficaz que
pueda eliminar completamente los genomas del HSV-1 latentes en las células
nerviosas, por lo tanto, solo sirven para evitar los sintomas provocados por la

reactivacion, y no para curar definitivamente la enfermedad.

Debido a que el ACV sigue siendo utilizado como medicamento de primera linea para
tratar estas infecciones, su uso masivo ha llevado a la aparicion de virus resistentes a
ellas. Se han reportado mutaciones en el gen codificante de la timidina quinasa viral,
la cual se encarga inicialmente de la fosforilacion selectiva del ACV (Christophers et
al., 1998; Gaudreau et al., 1998), lo cual constituye un motivo adicional para buscar
nuevos farmacos o estrategias de tratamiento que puedan interrumpir la latencia y la

generacion de nuevos virus infectivos.

1.2. Sistema CRISPR-Cas9 como estrategia para tratar las infecciones por el

virus del Herpes simplex tipo 1.

Un enfoque novedoso y prometedor, actualmente estudiado para la interrupcion o
eliminacion de genomas latentes y de virus infectivos, es el uso de la terapia genica
basada en el sistema CRISPR-Cas9.

El sistema CRISPR-Cas fue postulado como un sistema inmune adaptativo de
bacterias y archaea, que confiere inmunidad frente a virus y plasmidos (Chylinski et
al., 2014). El sistema CRISPR-Cas tipo Il, esta codificado por los loci CRISPR
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) y los genes Cas. Los
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loci CRISPR contiene secuencias repetitivas y secuencias espaciadoras intercaladas,
mientras que los genes Cas (CRISPR associated genes) codifican las enzimas Cas que
poseen actividad nucleasa (Figura 7A) (Jansen et al., 2002; Mojica et al., 2000).

La hipotesis sugiere que, luego de una infeccién por un bacteriofago, fragmentos
cortos de ADN viral son integrados por Cas1/Cas2 en el genoma de la bacteria en el
locus CRISPR (Figura 7A). Posteriormente, se transcriben las secuencias repetitivas
y espaciadoras como una unica molécula, conocida como precursor de ARN CRISPR
(pre-ARN) (Bolotin et al., 2005; Mojica et al., 2005). Los pre-ARN son escindidos
mediante enzimas para producir los ARN CRISPR cortos (crRNA) (Mcginn &
Marraffini, 2019). Una vez transcritos y procesados en ARN pequefios e individuales,
los crRNA se alinean con el ARN transactivador (tracrRNA) (Haurwitz et al., 2010).
La interaccion del crRNA:tracrRNA forman el llamado ARN guia (QRNA), que
juntamente con la Cas9 forman el complejo CRISPR-Cas9 (Figura 7B). ElI crRNA
contiene la secuencia guia de 20 nucle6tidos cuya secuencia es complementaria con el
blanco a ser editado, el tracrRNA cumple una funcion estructural al interactuar con
Cas9 (Mojica et al., 2000).

Figura 7. Sistema de defensa CRISPR-Cas9. A. Fragmentos de secuencias de ADN
derivados de plasmidos o bacteri6fagos son insertados como espaciadores en el locus CRISPR
(Jiang & Marraffini, 2015). B. El sistema CRISPR-Cas9 est4 conformado por la enzima Cas9,
por el ARN guia (crRNA:tracrRNA) y la secuencia blanco a ser editada. Imagen tomada de
(Vieira et al., 2016).
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Basado en este mecanismo de accion natural bacteriana, fue desarrollada la técnica
CRISPR-Cas9. Latécnica consiste en utilizar una endonucleasa SpCas9 (generalmente
Cas9 de tipo silvestre de Streptococcus pyogenes), un ARN guia y el blanco a ser
editado (Ran et al., 2013).

La endonucleasa SpCas9 posee una estructura bilobulada: un l6bulo de
reconocimiento (REC), un l6bulo con actividad nucleasa (NUC), el cual contiene dos
dominios cataliticos: RuvC y HNH y un dominio de interaccion con PAM (PI) (Jinek
et al., 2012). Para que Cas9 pueda ser activada y direccionada al blanco, ella debe ser
guiada por un ARN. Dos moléculas de ARN han sido fusionadas en el laboratorio de
manera a facilitar el disefio del gRNA; ellas son el crRNA (~20 nucleétidos de longitud
en el extremo 57) y el tracrRNA o también conocido como scaffold de unos ~80

nucleotidos de longitud en el extremo 3" (Figura 8A) (Cong et al., 2013).

La secuencia a ser editada en el genoma es reconocida mediante la interaccion de
residuos conservados de arginina, presentes en el dominio Pl de Cas9, con GG! del
motivo PAM “5’-NGG-3"" (donde N puede ser cualquier nucledtido). Esta accion
resulta en una separacion de la doble hebra del ADN blanco y la interaccion de una de
las hebras con el gRNA complementario. La interaccion del gRNA con la secuencia
blanco inicia con el apareamiento perfecto del seed de ~ 8 nucledtidos de extension y
finalmente el resto de la secuencia del gRNA (Figura 8A) (Anders et al., 2015;
Semenova et al., 2011).

La interaccion estable entre el gRNA y Cas9 habilita a la enzima a escindir la secuencia
blanco de la doble hebra del ADN, por medio de sus dominios cataliticos HNH (que
escinde la hebra complementaria al gRNA) y RuvC (que escinde la otra hebra). Cabe
resaltar que la escision de la secuencia blanco ocurre cerca de 3-4 pb corriente arriba
de PAM, provocando una ruptura de doble hebra (DSB) que podria repararse mediante

la unién de extremos no homdélogos (NHEJ), induciendo una alteracién del gen blanco

1 GG: dos guaninas consecutivas
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por insercion/delecion y el consecuente cambio en el marco de lectura (Figura 8B)
(Jinek et al., 2012).

Alternativamente, se puede incorporar un segmento de ADN que posea extremos
complementarios con el gen blanco (ADN donador), de esta manera es posible que
ocurra la reparacién del gen blanco por medio del sistema de recombinacién HDR
(Homology directed repair) (Figura 8B). Utilizando esta estrategia es posible la
edicidn de la secuencia del material genético en diferentes huéspedes (Figura 8B) (Lin
et al., 2014; Nambiar et al., 2019).

El impacto que ha generado esta tecnologia en la ingenieria genética ha sido tal que
las investigadoras Charpentier y Doudna han sido galardonadas con el premio Nobel
de Quimica 2020 por el descubrimiento del mecanismo de accion del sistema CRISPR-
Cas9 (Ledford & Callaway, 2020).

Cas9

5' 3' Hebra de ADN no objetivo
4 IARRRR AN (NN RNNN < Hebra de ADN objetivo
Secuencia objetivo Sequéncia-alvo ‘f
LLLLRRRRN
Seed  |||[|[][]]
. . 3’y | Sequéncia universal gRNA
Secuencia universal (scaffold) (scaffold)
Formacion del complejo y
gRNA unién al objetivo. a
T — —
B Spacer Target+PAM
Escision del objetivo
(Formacion de DSB)
Unién de extremos no / \ eparacion ; Irigida por
homélogos (NHEJ) homologia (HDR)
T TN TTTTT]
wT T :
L T
Insercion L T} Plantilla de reparacién con extremos homdélogos, edicién
" gendmica deseada y mutacion PAM
Delecion L
Desplazamiento del marco de lectura LTI Edicidn precisa

Figura 8. Sistema CRISPR-Cas9 y mecanismos de reparacion del ADN. A. Representacion
esquematica del complejo Cas9/gRNA y blanco. B. Sistemas de reparacion del ADN.
Adaptada de Viera et al 2016. p. 39-49.
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Recientemente, se ha utilizado el sistema CRISPR-Cas como herramienta para
disminuir la replicacion o eliminacion del HSV-1 en modelos de infeccion litica y
latente. Para ello, se han disefiado gRNAs dirigidos a diferentes genes esenciales y/o
no esenciales del HSV-1, tales como ICPO, ICP4, ICP27, UL7, UL8, UL19, UL23,
UL24, UL29, UL30, UL52, entre otros (Aubert et al., 2020; Chen et al., 2020; Li et
al., 2018; Lin et al., 2016; Roehm et al., 2016; van Diemen et al., 2016; Xu et al.,
2016).

Numerosas aproximaciones en modelos de infeccién litica in vitro han demostrado
resultados auspiciosos en reducir o eliminar la produccién de nuevas particulas virales,
suministrando el cassette de expresion transiente o estable del gen Cas9 y gRNAs
dirigidos a los genes a, p y/o y (Chen et al., 2020; Lin et al., 2016; van Diemen et al.,
2016). Ademas, se han obtenido resultados prometedores en modelos de infeccion
latente in vivo e in vitro de HSV-1, ofreciendo la oportunidad de apuntar directamente
el sistema CRISPR-Cas9 a genomas latentes para su disrupcion o eliminacion,
preservando las neuronas y eliminando la posibilidad de reactivacion viral (Aubert et
al., 2016; Chen et al., 2020; van Diemen et al., 2016).

Hasta la actualidad, los vectores como los virus adenoasociados recombinantes
(rAAV) vy lentivirus son los mas utilizados en ensayos de terapia génica en HSV-1
(Aubert et al., 2020; van Diemen et al., 2016). Sin embargo, los rAAV aun presentan
retos a vencer para mejorar los niveles de edicion de genes, como: redirigirlos hacia
tejidos especificos, limitada capacidad de empaquetamiento de genoma (menos de 5
Kb), baja tasa de transduccién, inmunogenicidad y la accion de anticuerpos
neutralizantes pre-existentes en personas previamente infectadas con AAV, lo cual
representa un problema sobre la eficacia de la transferencia génica (Aubert et al., 2016;
Ronzitti et al., 2020; Wu et al., 2010). Por otro lado, el uso de vectores lentivirales
para la expresion estable de la Cas9 y gRNAs anti-HSV-1, no son seguros para su uso
en humanos, debido a su integracion aleatoria en el genoma (Moiani A, Paleari, Y,
2012; van Diemen et al., 2016).

Para mejorar la edicion de genes en un modelo de infeccion litica y utilizarlo a futuro

en un modelo de infeccion latente, proponemos el suministro del sistema CRISPR-
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Cas9 a células infectadas por el virus del Herpes simplex tipo 1, mediante el uso de

fagos filamentosos tipo M13.
1.3. Bacteridfagos filamentosos

Los bacteriofagos (fagos) son virus que infectan exclusivamente bacterias. Los fagos
filamentosos (Ff), pertenecientes a la familia Inoviridae, presentan una forma tubular
semiflexible. Dentro del género Inovirus, los fagos filamentosos M13, f1, fd y ZJ/2
comparten un 98,5% de identidad genémica y sus mecanismos de replicacién son
idénticos (Rakonjac et al., 2011; Wezenbeek et al., 1980).

Estos fagos se caracterizan por ser no patogénicos, no liticos y se replican de manera
exclusiva en bacterias Escherichia coli Gram negativas, que poseen un episoma
F’(pili) (Jacobson, 1972).

1.3.1. Estructura del fago M13

El fago M13 posee un ssDNA circular de 6407 nucleétidos de longitud (Wezenbeek
et al., 1980). Su genoma contiene 11 genes superpuestos, y una region intergenémica
no codificante que incluye un promotor, un terminador, los origenes de replicacion del
ssSDNA de hebra positiva y negativa (ori), asi como la sefial de empaquetamiento viral
que forman horquillas de doble hebra en el ssDNA (Figura 9A) (Dotto et al., 1981).

Las 11 proteinas estructurales y funcionales de la particula viral son: a) proteinas
implicadas en el ensamblaje del fago (pl, pIV y pXl); b) proteinas implicadas en la
replicacion del ADN viral (pll, pV y pX) y c) proteinas de la capside viral (plll, pVI,
pVII, pVIIl y plIX). Las proteinas de la capside recubren al genoma por medio de
interaccion proteina - &cido nucleico, incluyendo 2750 unidades de la proteina
mayoritaria pV1Il, 3 a 5 unidades de las proteinas minoritarias plll, pV1 en el extremo
proximal, y 3 a 5 unidades de pVII y plX en el extremo distal, dando a la particula
viral un aspecto cilindrico de ~ 900 nm de longitud (1 um) y ~ 6-6,5 nm de diametro
(Figura 9B) (Hay & Lithgow, 2019).
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Figura 9. Mapa del genoma del fago M13 y representacion esquematica de la particula
viral. A. El genoma esta organizado en dos unidades de transcripcion separadas; una region
codificante que contiene 11 genes superpuestos y una region intergénica que contiene la sefial
de empaguetamiento viral. B. EI genoma se encuentra recubierto por alrededor de 2700 copias
de la proteina pVIII. En el extremo proximal se encuentran ~ 5 copias de las proteinas pVI'y
plll, mientras que, en el extremo distal, ~ 5 copias de las proteinas pVIl y pIX. Imagen tomada
de (Hay & Lithgow, 2019).
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1.3.2. Bacteritdfagos filamentosos como herramienta biotecnoldgica

Hasta la actualidad, los fagos M13 han sido los mas estudiados y explotados como
herramientas biotecnoldgicas, con aplicaciones que van desde andamios de ingenieria
de tejidos para simular la matriz extracelular en las que se albergan las células in vivo
(Yoo et al., 2014), la exposicion de péptidos antigénicos en la superficie de las
proteinas plll, pVIII como plataforma para el desarrollo de vacunas (Gonzalez-Mora
et al., 2020), el descubrimiento de epitopos (Scott & Smith, 1990), humanizacion de
anticuerpos (Rader et al., 1998), tratamiento potencial para la adiccion a cocaina
(Carrera et al., 2004), potencial biotecnoldgico para combatir enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson (Messing, 2016), hasta el desarrollo

de biosensores (Moon et al., 2019).

En el campo de la biomedicina los fagos filamentosos son usados como
nanoportadores de farmacos y genes reporteros en células mamiferas, pues ofrecen
ventajas como por ejemplo: 1) a diferencia de los retrovirus los bacteri6fagos no
poseen sefiales de integracion en el genoma humano, esto es particularmente relevante
debido a que se han observado casos donde al insertarse los virus han alterado genes

humanos provocando la aparicion de células cancerosas (Moiani A, Paleari, Y, 2012;
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Schlimgen et al., 2016); 2) carecen de tropismo intrinseco para células de mamiferos
(Barrow, P A, Soothill, 1997); 3) sin embargo, pueden ser modificados genéticamente
de tal manera a exponer en su superficie pequefias proteinas o péptidos, tecnologia
denominada Phage display (Clackson et al., 1991; Smith, 1985); 4) son estables bajo
una variedad de duras condiciones quimicas y ambientales (Branston et al., 2013;
Brigati & Petrenko, 2005; Moghimian et al., 2016); 5) poseen mayor capacidad de
empaquetamiento de ADN en comparacion a otros vectores virales (Lundstrom, 2003);
6) incluso, hasta la actualidad existe registro que los fagos filamentosos M13 han sido
utilizados como portadores inmunoldgicos (vacuna idiotipica) para un ensayo clinico
de fase I/11 dirigido a pacientes con mieloma multiple avanzado, asi como su uso en
pacientes con cancer para identificar ligandos dirigidos a tumores, con resultados
prometedores, gracias a la simplicidad de los fagos, rentabilidad en tiempo y costo,
seguridad y factibilidad (Krag et al., 2006; Roehnisch et al., 2014).

Esto permite que los fagos M13 sean altamente versatiles para su uso como vectores
seguros en terapia génica, para la entrega de genes en células eucariotas y tejidos
especificos (Lundstrom, 2003; Poul & Marks, 1999; Yata et al., 2014).

Teniendo en cuenta estas ventajas y aplicaciones, generamos fagos recombinantes
transportadores de un sistema CRISPR-Cas9, con el fin de abolir la replicacion viral
del HSV-1 en un modelo in vitro de infeccidn litica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general:

1. Construir fagos filamentosos recombinantes transportadores de un sistema
CRISPR-Cas9 capaz de inhibir el ciclo viral del Herpes simplex tipo 1.

2.2. Objetivos especificos:

Desarrollar vectores tipo fagdmido que permitan la expresion de Cas9 y
gRNAs dirigidos contra el genoma del virus del Herpes simplex tipo 1.

1. Producir fagos recombinantes transportadores del sistema CRISPR-Cas9
dirigidos contra el genoma del virus del Herpes simplex tipo 1.

2. Analizar la capacidad de los fagos recombinantes de inhibir el ciclo viral del

Herpes simplex tipo 1.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Construccion de vectores para la expresion de Cas9 y gRNAs
3.1.1. Disefio in silico de vectores

Del articulo publicado por (van Diemen et al., 2016), se seleccionaron los gRNAs
dirigidos a los genes esenciales del HSV-1, UL29 y UL52, codificantes de la proteina
mayor de union a ssDNA (ICP8) y de la subunidad ADN primasa del complejo
heterotrimérico primasa-helicasa, respectivamente. Los gRNAs seleccionados a partir
de un conjunto fueron gRNA-UL29 #1 y gRNA-UL52 #1, cuyas secuencias se detallan
en la Tabla 1.

Seguidamente, se realizd una busqueda del plasmido que permita la expresion
transiente del complejo Cas9/gRNAs en células eucariotas, en el repositorio Addgene
(www.addgene.org). El plasmido seleccionado fue el pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458)
de 9288 pb, que incluye todos los elementos de un vector de tipo fagémido. Este fue
redisefiado por Ran y colaboradores (Ran et al., 2013), tomando como base al plasmido
pX330-U6-chimeric_BB-CBh-hSpCas9 disefiado por Cong y colaboradores (Cong et
al., 2013).

Las secuencias de los diferentes elementos que componen el plasmido fueron
descargadas del repositorio Addgene (Plasmid #48138) en formato GenBank y
analizadas en el editor de secuencias ApE 2.0.49 (A plasmid Editor) (Disponible en;

https://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape/).


http://www.addgene.org/
https://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape/
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El disefio in silico de dos vectores con un Gnico gRNA, requirié en un primer paso,

disefiar el daplex de oligonucléotidos, agregando en los extremos de este, secuencias
complementarias con los extremos cohesivos generados por Bbsl (isoesquizémero de
Bpil) en PX458 (Tabla 1). El esquema de como se insertan estos fragmentos en el
vector puede observarse en la Figura 10.

De esta manera se disefiaron dos vectores, denominados en adelante PX458-UL29 y
PX458-UL52.

Tabla 1. Oligonucledtidos disefiados para la obtencion de gRNAs dirigidos al
genoma de HSV-1, en base a lo publicado por (van Diemen et al., 2016).

Norr;tgﬁls;ise los cl)\lli%rgr?urglsegfi:j%ss Secuencias de oligonucleotidos? (5" —3")
GRNA-UL29 UL29gRNA_Fw CACCGCGAGCGTACACGTATCCC
UL29gRNA_RvV AAACGGGATACGTGTACGCTCGC

GRNA-UL5? UL52gRNA_Fw CACCGCCGTCGGTCGCATAAAGCG
UL52gRNA_Rv AAACCGCTTTATGCGACCGACGGC

a Se afladio el nucledtido guanina (resaltado en negrita “G”) al inicio de las secuencias de los gRNAs dirigidos a los genes UL29
y UL52, ya que comUnmente es necesaria para iniciar la transcripcién y expresion eficiente de gRNAs y otros RNA pequefios no
codificantes, a través del promotor U6. Los nucleétidos subrayados indican las secuencias adicionales afiadidas que son
complementarias con los extremos cohesivos del vector digerido con Bbsl.

20-nt guide

Guide oligo (top) 5- CACC -3
(bottom) FTERERRRRRRRRRreereeel
g- CAAA -5
‘ Ligate

v Bbsl Bbsl = sgRNA scaffold

Guide oligo ﬁ‘llll I \‘1 I u i m mw 1 | I H‘l &
insertion site e g
¥-. TTGTGE ATCTCGATCTTTATCGTTCAATTT. . -6’
A A
3x GFP or
us CBh FLAG NLS SpCas9 2A Puro NLS bGH pA

pSpCas9(BB)-2A- Bbs! Bbsl
GFP or Puro

gRNA 1 C"J—'-U-L gRNA 2
gRNA-UL29 gRNA-UL52

Figura 10. Representacion esquematica de la clonacion de los duplex de oligonucle6tidos,
para la expresion de cada gRNA en el plasmido PX458. Adaptada de (Ran et al., 2013).

Seguidamente, se disefio un vector multiplex con doble gRNA. Para el mismo, se
disefio un par de cebadores que amplifican a partir de la construccion PX458-UL52,
la secuencia del promotor U6 + gRNA-UL52 + scaffold, de 449 pb de longitud (Tabla
2).
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El amplicon generado fue clonado en el vector PX458-UL29 en los sitios de

reconocimiento de las enzimas de restriccion Xbal y Kpnl. La construccién obtenida
fue denominada PX458-UL29/ UL52.

Tabla 2. Oligonucledtidos disefiados para la amplificacion del promotor U6 +
gRNA-ULS52 + scaffold.

Tamafio del
amplicon (pb)

Nombres de los
oligonucleétidos

U6_Xbal_Fw GGGGTCTAGAGAGGGCCTATTTCCCATGAT
tracRNA_KpnI_Rv | GGGGGGTACCGCCATTTGTCTGCAGAATTG

Secuencias de nucleétidos? (5" —3")

449

2 Las secuencias subrayadas indican el sitio de reconocimiento de las enzimas de restriccién Xbal y Kpnl, respectivamente.

Mientras que las “G” (en negrita) fueron afiadidas para mejorar la escision de corte de las enzimas de restriccion.

3.1.2. Obtencion del plasmido PX458

El plasmido PX458 solicitado a Addgene, fue proporcionado en Escherichia coli cepa
Stbl3 transformadas con el plasmido de interés. EI ADN plasmidial fue extraido para
verificar la presencia de PX458 y posteriormente utilizarlo para transformar bacterias

E. coli cepa ER2738. En la Figura 11, se detalla el flujo de trabajo seguido.

Seleccién de 5

clones

Miniprep Cuantificacion Purificaciéon gqPCR

Extraccién de ADN plasmidico Espectrofotometria Columna de silice GFP

Figura 11. Flujo de trabajo para la obtencién y verificacién del plasmido PX458, a partir
de bacterias transformadas E. coli Stbl3.

A partir del stock original de bacterias E. coli Stbl3 transformadas con el plasmido
PX458, se procedio a realizar un sub-cultivo mediante estriado por agotamiento en
agar LB (Luria Bertani) en presencia de 100 pug/mL de ampicilina. El sub-cultivo se
incub6 a 37 °C por 16 h. Transcurrido este tiempo, se seleccionaron 5 colonias aisladas
y se extrajo ADN plasmidial siguiendo el protocolo de Miniprep, con algunas
modificaciones del laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Quimicas

de la Universidad Nacional de Asuncion.

Brevemente, se sembro individualmente cada uno de los 5 clones de bacterias en 4 mL

de medio liquido LB, en presencia de 100 pg/mL de ampicilina. El cultivo se incub6
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a 37 °C por un méximo de 16 h., con agitacion constante. Luego se procedid a

centrifugar alicuotas de 2 mL del cultivo a 8000 rpm por 5 min. a temperatura
ambiente. Se eliminé el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 200 uL de
solucién fria P1 (50 mM Tris- HCI, pH 8; 10 mM de EDTA, 100 pg/mL de RNAsa
A). Posteriormente se agregd 200 pL de solucion P2 (200 mM NaOH, 1% SDS) y 200
puL de solucion fria P3 (3M de acetato de potasio pH 5,5). Entre agregado de
soluciones, se invirtié 4 veces cada tubo para homogeneizar. Se centrifug6 a 13000
rpm por 10 min. a 4 °C. Se recuperd 500 pL del sobrenadante al cual se agrego 350
WL de isopropanol (0,7 volimenes), se homogeneizé por inversion, y se incubd a —20
°C por 30 min. Seguidamente, se centrifugé a 13000 rpm por 20 min. a 4 °C. Se
descartd el sobrenadante y el precipitado se lavd con 300 pL de etanol 70%. Se
centrifug6 a 13000 rpm por 10 min. a4 °C. Se descartd el sobrenadante y el precipitado
se dejd secar a 65 °C para eliminar el resto de etanol. Finalmente, el precipitado se
resuspendio en 30 uL de agua ultrapura grado molecular (UltraPure™ DNase/RNase-
Free Distilled Water, Thermo Fisher Scientific).

El producto de la Miniprep se purificé mediante un kit comercial basado en columnas
de membrana de silice, siguiendo las indicaciones del fabricante (PureLink™ Quick
Gel Extraction & PCR Purification Combo Kit, Thermo Fisher Scientific).

La concentracion y pureza de los &cidos nucleicos se determind mediante
espectrofotometria, midiendo la absorbancia de las muestras a tres longitudes de onda;
230 nm, 260 nm y 280 nm. Para determinar la concentracion, se tuvo en cuenta la
Formula 1 y la relacion 1 DO2eo nm equivale a 50 ng/uL de ADN de doble hebra.
Mientras que, la pureza de los acidos nucleicos fue determinada mediante la relacion
de los valores de absorbancia a 260/230 y 260/280. Se consideraron como valores

Optimos, relaciones de 260/230=x > 2 y relaciones 260/280=1,8 <x < 2.

Formula 1.

Concentracion de ADN (ng/pL) = Absorbanciazeo nm X 50 X factor de dilucion.
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3.1.3. Tamizaje de plasmidos extraidos de clones bacterianos, mediante

GFP-gPCR.

Con la finalidad de verificar la presencia del gen GFP en los plasmidos purificados
anteriormente, se amplificé una secuencia parcial de 201 pb del gen GFP, mediante
PCR en tiempo real (QPCR). Para lo cual, se utilizaron los cebadores genéricos
GFP_gPCR_Fw y GFP_gPCR_Rv (Gaudin & Kirchhausen, 2015), cuyas secuencias
se detallan en la Tabla 3. La qPCR de dos pasos se llevd a cabo utilizando el kit
comercial SSO Advanced Universal SYBR® Green Supermix (Bio - Rad, USA) el
cual contiene dNTPs, Sso7d fusion polymerase, MgCl,, SYBR Green | dye,
potenciadores y estabilizadores.

La mezcla de reaccion contenia 1x de la Supermix, 5 UM de cada cebador forward y
reverse, 50 ng del plasmido y el volumen final de reaccién de 10 pL se ajusto con agua
ultrapura grado molecular. El esquema de termociclado, se estandarizé en funcién a
las indicaciones propuestas por el fabricante del kit comercial citado anteriormente
junto con lo reportado por (Gaudin & Kirchhausen, 2015). Los pardmetros utilizados
fueron: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 10 min., seguidos de 40 ciclos de 95 °C

por 15 s., hibridacion de cebadores y extension a 61 °C por 60 s.

La recoleccion de datos de fluorescencia se realiz6 al final de cada ciclo, mediante una
curva de fusion (melting) de los amplicones, para verificar la especificidad del cebador
al final de cada reaccién, iniciando a 60 °C para luego continuar con tiempos de rampa
de 0,1 °C/s hasta 95 °C por 20 s.

Tabla 3. Cebadores para la amplificacién de una secuencia parcial del gen GFP
por gPCR.

Nombre de los

Secuencias de nucleétidos (5" —3")

Tamario del

Temperatura de

oligonucleétidos amplicén (pb) melting (°C)
GFP_gPCR_Fw | AAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGC 201 65,3
GFP_gPCR_Rv | CTTGTAGTTGCCGTCGTCCTTGAA 65,3

Los clones de E. coli Stbl3 positivos por GFP-gPCR, fueron criopreservados a -80 °C,
en 10% de glicerol estéril. Asi mismo, los plasmidos extraidos fueron guardados a -20

°C hasta su posterior uso para transformacion bacteriana.
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3.1.4. Preparacion de bacterias E. coli ER2738 calcio-competentes y

determinacion de eficiencia.

Se produjeron bacterias E. coli ER2738 competentes, mediante el método de Cloruro
de calcio (CaCly), siguiendo la metodologia estandarizada en el laboratorio. Estas
bacterias fueron criopreservadas a -80 °C en glicerol estéril a una concentracion

porcentual del 10% y volumen final de 100 pL.

Posteriormente, se calculd la eficiencia de transformacion. El célculo de la eficiencia
se basé en determinar la cantidad de colonias bacterianas transformadas en funcion a
la cantidad de pg de ADN con el cual son transformadas. EI método consistié en
utilizar tres stocks de bacterias calcio-competentes, dos sometidas a transformacion
con 100 ng del plasmido pcDNA 3.1. A (+), el cual contiene un cassette genético de
resistencia a ampicilina. El tercer stock se utiliz6 como control del proceso,

reemplazando el plasmido por 2 pL de agua ultrapura grado molecular.

Brevemente, luego de la adicion del plasmido, la mezcla se incubé en hielo por 30
min, posteriormente se realiz6 un choque térmico a 42 °C por 1 min. 30 s. con una
posterior incubacién en hielo por 2 min. Se adiciond 900 pL de medio liquido LB a 37
°C, y se recuperaron las bacterias por incubaciéon a 37 °C por 1 h., sin agitacion.
Mediante centrifugacion a 7000 rpm, se obtuvo un precipitado. Se retird 900 pL del
sobrenadante, y el precipitado se resuspendio en los 100 L restantes del medio liquido
LB. Los 100 pL de bacterias resuspendidas fueron distribuidas uniformemente con la

espéatula de Drigalski, sobre agar LB en presencia de 100 pg/mL de ampicilina.

Finalmente, las placas fueron incubadas a 37 °C por un méximo de 16 h. Transcurrido
este tiempo, se contabilizaron y se promediaron las colonias obtenidas en las placas de

ensayo Yy control para determinar la eficiencia, aplicando la Formula 3.

Formula 3

n° de colonias x 10

concentracion de ADN en pg/ulL

Donde: € representa la eficiencia de transformacion, medida en col/pg de ADN.
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3.1.5. Transformacion de bacterias E. coli cepa ER2738 calcio-

competentes con el plasmido PX458.

Se transformaron dos stocks de bacterias E. coli ER2738 calcio-competentes con 100
ng del plasmido PX458 extraido del clon bacteriano 1 (seccion 3.1.2. y 3.1.3.).
Mientras que, un tercer stock de bacterias se utilizd6 como control del proceso,
reemplazando el plasmido por 2 pL de agua ultrapura grado molecular. La
metodologia de transformacion bacteriana fue la descrita anteriormente en la seccion
3.1.4. Las bacterias ER2738 transformadas con el plasmido PX458 y el control, fueron
distribuidas uniformemente en agar LB en presencia de 100 pg/mL de ampicilina. Las
placas fueron incubadas a 37 °C por un maximo de 16 h.

Transcurrido este tiempo, se contabilizaron y se procedio a realizar el tamizaje de

colonias por PCR a punto final, para la verificacion de la transformacion exitosa.

3.1.6. Tamizaje de clones E. coli ER2738 transformadas con los
plasmidos PX458, mediante PCR de colonias.

Para el tamizaje de bacterias transformadas con PX458, se amplifico una secuencia
parcial del gen GFP por PCR en tiempo real, utilizando los oligonucle6tidos detallados
en la Tabla 3. Los parametros seguidos de qPCR, se detallaron anteriormente en la

seccion 3.1.3.

Se aislaron 5 colonias de bacterias que crecieron en las placas del ensayo de
transformacion. Cada colonia se resuspendio en 50 pL de agua bidestilada estéril, y se

utilizé 4 pL de la misma como templado en la reaccion de PCR.

Los clones de E. coli ER2738 positivos por GFP-gPCR, fueron criopreservados a -80

°C, en 10% de glicerol estéril.
3.1.7. Generacion de los vectores PX458-UL29, PX458-UL52.

El paso previo para la construccion de los vectores PX458-UL29 y PX458-UL52
consistio en llevar a cabo una reaccion de digestion del plasmido PX458 (extraido,
purificado y cuantificado como se indica en la seccién 3.1.2.), con la enzima de

restriccion Bpil (GAAGAC(2/6)™), con la finalidad de generar los extremos cohesivos
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necesarios para la clonacién del duplex de oligonucleétidos de la secuencia guia

(QRNA) Tabla 1.

Para cada constructo la reaccion de digestion se llevo a cabo con 5 pg del plasmido
PX458 purificado, 1 U de la enzima Bpil (Thermo Fisher Scientific), 1x del Buffer G
y el volumen final de reaccion de 30 UL se ajustd con agua ultrapura grado molecular.
La incubacion se realizé a 37 °C por 3 h. 30 min. en el termociclador de PCR de punto

final SimpliAmp™ Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific).

El producto de la restriccion se resolvio mediante electroforesis en gel de agarosa al
1% en solucién amortiguadora TAE 1x (40 mM de Tris, 200 mM de &cido acético y
10 mM de EDTA), a 100 Voltios por 45 min. El marcador de peso molecular utilizado
fue de 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). Para verificar la escision
del plasmido, en uno de los carriles se agreg6 el producto de la Miniprep sin digerir

con la enzima de restriccion.

La tincion del gel se realizé mediante el empleo de 1x de SYBR® Safe DNA Gel Stain

(Thermo Fisher Scientific). El gel se visualizé bajo luz UV y se fotodocumento.

La banda esperada de 9266 pb correspondiente al vector linearizado, se purifico a partir
del gel siguiendo las indicaciones del fabricante del kit comercial (PureLink™ Quick
Gel Extraction & PCR Purification Combo Kit, Thermo Fisher Scientific), y el eluato

se cuantificd mediante espectrofotometria, aplicando la Férmula 1.

Una vez obtenido el vector linearizado purificado, se llevé a cabo la reaccion de
ligacion del inserto en el vector. Para lo cual, cada inserto se disefi6 como
oligonucleotidos, como se indicd en la seccion 3.1.1. Estos oligonucleétidos fueron
sintetizados por la empresa (Macrogen, Korea) y parcialmente hibridados

(overlapping primers) en el laboratorio.

La hibridacion de oligonucleotidos se realizd preparando dos mezclas, una para el
gRNA-UL29 y la otra para el gRNA-UL52. Cada mezcla contenia 3,75 pM de cada
par de oligonucledtidos detallados en la Tabla 1, y el volumen final de 20 pL se ajustd
con agua ultra pura grado molecular. El tubo contenedor, se incub6 a 100 °C por 5

min. en el termociclador de punto final. Se retird el tubo contenedor y se dejé enfriar
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a temperatura ambiente para favorecer la hibridacion parcial de los oligonucle6tidos,

a fin de obtener el inserto de doble hebra.

Cada inserto fue clonado en el vector PX458 digerido y purificado. La reaccion de
ligacion se llevo a cabo mediante la actividad de 1 U de la enzima T4 DNA ligasa
(Promega), en presencia de 1x Buffer T4 ligasa, 100 ng del vector linearizado PX458,
mientras que la cantidad del inserto se calculo teniendo en cuenta la razon molar 5:1 y
aplicando la Formula 2, en un volumen final de reaccion de 10 pL. La reaccion se

Ilevd a cabo a 22 °C por 3 h. 30 min., en el termociclador de punto final.

Como control negativo, se utiliz6 la misma mezcla de reaccion, excepto sin el

agregado del inserto, cuyo volumen fue sustituido por agua ultra pura grado molecular.

Férmula 2.

ng vector x kb inserto inserto

x razén molar
kb vector vector

ng del inserto =

El producto de la ligacion se utilizé en su totalidad, para transformar bacterias calcio-
competentes E. coli ER2738, siguiendo la metodologia de transformacion descrita en
la seccion 3.1.4.

3.1.8. Tamizaje de clones E. coli ER2738 transformadas con los
plasmidos PX458-UL29, PX458-UL52, mediante PCR.

Se aislaron 5 colonias de bacterias que crecieron en las placas del ensayo de
transformacion correspondiente a cada plasmido (PX458-UL29 y PX458-UL52). Cada
colonia se resuspendié en 50 puL de agua bidestilada estéril, para utilizarla como

templado en la reaccion de PCR en punto final.

La mezcla de reaccion de la PCR contenia; 1x del Buffer TopTaqg, 1x de Coral Load,
0,3 mM de dNTPs, 0,3 UM de cada uno de los cebadores (Para ambas construcciones,
se utilizaron el mismo cebador forward BLA fwl 5-
TGATAACACTGCGGCCAACT-3", mientras que el cebador reverse fue diferente
para cada constructo: UL29gRNA _Rv 5"-AAACGGGATACGTGTACGCTCGC-3’,
para PX458-UL29; UL52gRNA_Rv 5-AAACCGCTTTATGCGACCGACGGC-3’
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para PX458-UL52), 1 U de TopTag DNA polymerase (Qiagen), 2 pL de las bacterias

resuspendidas y el volumen final de reaccion de 10 pL se ajustd con agua ultrapura
grado molecular. En todos los casos, el control negativo de PCR, contenia todos los
reactivos de la mezcla de reaccion, excepto el agregado de bacterias resuspendidas,
cuyo volumen fue reemplazado con agua bidestilada estéril (ddH-O). Ademas, como

control de especificidad de la PCR, se utilizo el plasmido PX458 sin inserto.

Las condiciones de amplificacion en el termociclador fueron; desnaturalizacion inicial
a 95 °C por 5 min., seguidos de 35 ciclos de los pasos de desnaturalizacién a 95 °C por
1 min., hibridacion de cebadores a 63 °C por 1 min., extensiéon a 72 °C por 2 min. y
extension final a 72 °C por 10 min.

Los productos de PCR, fueron resueltos mediante electroforesis en gel de agarosa al
1%, siguiendo las mismas condiciones descritas en la seccién 3.1.7. EI amplicon
esperado para PX458-UL29 fue de 1570 pb y 1571 pb para PX458-UL52,

aproximadamente.

Todos los clones positivos para PX458-UL29, PX458-UL52, fueron criopreservados

a -80°C, en presencia de 10% de glicerol estéril.
3.1.9. Generacion del vector PX458-UL29/UL52.

Posteriormente se construyé el vector con doble gRNA. Para lo cual se amplificé la
secuencia del promotor U6 + secuencia del gRNA-UL52 + scaffold, a partir del
plasmido PX458-UL52, seguido de la clonacion del inserto generado en PX458-UL29.

La reaccién de amplificacion se realizé en una mezcla que contenia; 1x del Buffer Plat
Pfx, 1 mM de MgSQOs4, 0,3 mM de dNTPs, 0,3 uM de cada uno de los cebadores
detallados en la Tabla 2, 1 U de la ADN polimerasa de alta fidelidad Platinum™ Pfx
DNA Polymerase (Invitrogen) y 100 ng del plasmido PX458-UL52 clon 5. El volumen
final de reaccion de 50 pL se ajusto con agua ultrapura grado molecular. EIl control
negativo de PCR contenia todos los reactivos de amplificacion, excepto el ADN

molde, el cual fue sustituido por agua ultrapura.

Las condiciones de PCR a punto final fueron; desnaturalizacién inicial a 94 °C por 5

min., seguidos de 35 ciclos de los pasos de desnaturalizacion a 94 °C por 1 min.,
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hibridacién de cebadores a 56 °C por 1 min., extension a 68 °C por 45 s. y extension

final a 68 °C por 10 min.

El producto de PCR se resolvié mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%
siguiendo las mismas condiciones descritas en la seccion 3.1.7. El fragmento esperado
de aproximadamente 449 pb, se purificé a partir del gel y el &cido nucleico fue

cuantificado aplicando la Formula 1.

Con la finalidad de generar los extremos cohesivos en el inserto, aproximadamente 3,6
pg del amplicon purificado fueron digeridos con 10 U de cada una de las enzimas de
restriccion Xbal y Kpnl (Thermo Fisher Scientific), cuya mezcla de reaccion contenia
1x del Buffer Tango. El volumen final de reaccion de 50 pL se ajustd con agua
ultrapura grado molecular y la incubacion se realizo a 37 °C por 3 h. 30 min. en el

termociclador de PCR a punto final.

El producto de la restriccion se resolvié mediante electroforesis en gel de agarosa al
1% siguiendo las mismas condiciones descritas en la seccion 3.1.7, la banda fue

purificada a partir del gel y el acido nucleico se cuantifico aplicando la Formula 1.

Posteriormente, 2,4 ug del plasmido PX458-UL29 purificado fue digerido con las
enzimas de restriccion Xbal y Kpnl en las mismas condiciones anteriormente descritas.
El producto fue resuelto mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% siguiendo las
mismas condiciones descritas en la seccidon 3.1.7, la banda se purificé a partir del gel

y el &cido nucleico se cuantifico aplicando la Férmula 1.

La reaccion de ligacion se llevd a cabo como se describi6 anteriormente en la seccion

3.1.7, utilizando raz6n molar 4:1.

El producto de la ligacion se utiliz6 en su totalidad para transformar bacterias E. coli
ER2738 calcio-competentes, siguiendo la metodologia anteriormente descrita en la

seccion 3.1.4.

El tamizaje de clones se realizo mediante PCR de colonias, siguiendo la metodologia
descrita en la seccion 3.1.8, pero utilizando los cebadores UL29 gRNA Fw y
UL52_gRNA _Ruv, cuyas secuencias se detallan en la Tabla 1. El producto de 462 pb
se resolvio mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% siguiendo las mismas

condiciones descritas en la seccién 3.1.7.
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Todos los clones positivos para PX458-UL29/UL52, fueron criopreservados a -80 °C,

en presencia de 10% de glicerol estéril.

3.2. Transfeccion de células HEK?293T con los diferentes constructos e infeccién
con HSV-1.

Para el ensayo de transfeccion, se extrajeron y se purificaron los plasmidos de cada
constructo al igual que el control PX458, siguiendo la metodologia descrita en la

seccion 3.1.2.

Las células adherentes HEK293T se transfectaron con los diferentes constructos
(PX458, PX458-UL29, PX458-UL52, PX458-UL29/UL52), con la finalidad de
verificar que el sistema CRISPR-Cas9 generado, es capaz de eliminar la produccion

de nuevas particulas del HSV-1, en un modelo de infeccion litica.

Para lo cual, en 6 pocillos de una placa de 24 se cultivaron células HEK293T en un
porcentaje de confluencia del 90% (~45.000 células/pocillo) en Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) suplementado con suero fetal bovino al 10%, aminoacidos
no esenciales, penicilina y estreptomicina (Pen/Strep). Las células fueron mantenidas
en estufa a 37 °C en una atmosfera humedecida con COz al 5%, hasta observar

adherencia de las células en el porcentaje de confluencia indicado anteriormente.

El ensayo de transfeccion se realiz6 siguiendo el método de alta eficiencia con
precipitado de fosfato de calcio y ADN formado en HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid) reportado por (Kingston et al., 1996). EI método
consistié en preparar una solucién estéril que contenia 0,125 M de CaCly, 1x del Buffer
HeBS pH 7,2 (0,28 M NaCl, 0,05 M HEPES, 1,5 mM NazHPOQs), 1 ug del plasmido
purificado (para cada grupo de ensayo) y el volumen final de 100 pL se ajusté con
agua bidestilada estéril. Esta solucidn se agité manualmente y luego pre-incub6 por 20
min. a temperatura ambiente, para favorecer la formacion de un complejo de fosfato
de calcio-ADN. Posterior a ésta pre-incubacion, los 100 pL de la solucion fue agregada
gota a gota a la monocapa de células. La placa se incubd por 16 h. a 37 °C en una
atmosfera de 5% de CO2. Transcurridas las 16 h., el medio de cultivo se reemplazo por
medio completo en todos los grupos, previo lavado con PBS 1x pH 7,4, y nuevamente
se incubo a 37 °C en una atmosfera de 5% de CO> (Figura 12).
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Luego de 46 h. post-transfeccion, las células HEK293T fueron tripsinizadas y se

volvieron a sembrar por triplicado 15000 células/pocillo para cada condicion (~30%
de confluencia) en una placa de 24 pocillos que contenian coverslips de vidrio (12 mm
de diametro y 0.13 mm ~ 0.16 mm de grosor) recubierto con gelatina al 0,1% en PBS
esteril. Las células fueron mantenidas en estufa a 37 °C en una atmosfera humedecida

con CO; al 5% por 24 h. para permitir la adherencia de las células.

Los grupos de ensayo fueron: células infectadas con HSV-1 y transfectadas con:
PX458, PX458-UL29, PX458-UL52 y PX458 UL29/UL52. Los controles fueron:

control de células sin infectar y control de células infectadas con HSV-1.

3.2.1. Infeccion de células HEK293T con el virus del Herpes simplex tipo
1.

La cepa F de HSV-1 utilizada, fue proporcionada amablemente por el Dr. Jonas
Chnaiderman de la Universidad de Chile y el Dr. Bernard Roizman Sc. D. de la
Universidad de Chicago (Ejercito et al., 1968). El virus se propag6 en células Vero
utilizando técnicas de cultivo estandar, cosechado a partir del sobrenadante y se titulo
en el laboratorio mediante el ensayo de reduccion de placa (PRA). Para la infeccién

de las células, se utiliz6 un stock de HSV-1 de titulo viral 7x10” Pfu/mL.

Luego de las 70 h. post-transfeccion, los grupos de ensayo y el control infectado fueron
infectados con el virus del Herpes simplex tipo 1. Primeramente, las células fueron
lavadas con PBS 1x y seguidamente la infeccion se realiz6 adsorbiendo el virus a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 30 por 1 h. a 37 °C. Transcurrido este tiempo, se
retir6 el indculo y las células fueron lavadas dos veces con PBS 1x y nuevamente se
agregd medio DMEM 1x + Pen/Strep suplementado con SFB 10% y posteriormente
se incubd a 37 °C en una atmdsfera de 5% de CO, hasta completar 100 h. post-

transfeccion (30 h. adicionales).

Finalmente, los coverslips con las células adheridas a ellas fueron retiradas y se

utilizaron para el ensayo de Inmunofluorescencia indirecta (IF1) (Figura 13).
3.2.2. Inmunofluorescencia indirecta (IFl)

Las células adheridas a los coverslips fueron fijadas con paraformaldehido al 4%
durante 20 min. a temperatura ambiente, y se permeabilizaron con Triton X-100 al
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0,2% en PBS 1x pH 7,4 por 5 min. Seguidamente, las células se incubaron con una

solucion de gelatina 0,2% en PBS 1x pH 7,4, por 1 h. a temperatura ambiente.
Posteriormente, las células adheridas fueron incubadas con una dilucién 1:100 del
anticuerpo primario monoclonal de raton Anti - Herpes simplex virus Glycoprotein D
clon LP14 (Merck) a 37 °C durante 30 min. Los coverslips fueron lavados con PBS
1x, para luego incubar con una dilucion 1:250 del anticuerpo secundario Alexa Fluor®
555, a 37 °C durante 30 min., bajo oscuridad.

Finalmente, las ldminas fueron montadas utilizando liquido de montaje (Mowiol-488,
agua ultrapura grado molecular, Glicerol y DABCO) e incubadas a 60 °C por 20 min,

en oscuridad.

Para observar la emision de fluorescencia de la GFPExc/Em 1 475/509 nm, 18S Células fueron
excitadas con luz azul en el microscopio invertido de fluorescencia, mientras que, para
determinar la presencia de la gD, las células fueron excitadas con luz verde (Figura
12).

Para determinar el porcentaje de infeccidn en el grupo control infectado, se contabiliz
100 células con luz blanca y se observé cuantas de ellas se encontraban infectadas con
HSV-1. Por otro lado, en los diferentes grupos de tratamiento, se contabilizaron 100
células GFP positivas y de ellas se observaron si se encontraban infectadas o no. Los
resultados fueron expresados en % de células infectadas y se elaboré graficos de barras
con el programa GraphPad Prism. Se tomaron imagenes de las células y se analizaron

con el software ImageJ.
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Figura 12. Ensayo de transfeccion de células HEK293T e infeccién con HSV-1. En 6
pocillos de la placa de 24 se sembraron 45000 células HEK293T/pocillo (primera fila completa
de la placa de 24). Las células de los pocillos 1 al 4, fueron transfectadas con los constructos
correspondientes (tubos 1-4) siguiendo el método de fosfato de calcio. A las 16 h. post-
transfeccion, las células de todos los pocillos fueron lavadas y el medio de cultivo se
reemplazo. Transcurridas las 46 h. post-transfeccion, las células transfectadas (pocillos 1-4) y
controles (pocillos 5" infecta-o _ ginfectadoy feron tripzinizadas y distribuidas equitativamente en
3 pocillos que contenian coverslpis recubiertos con gelatina al 0,1%. A las 70 h. post-
transfeccion, las células (pocillos 1-4 y 6), fueron infectadas con HSV-1 MOI: 30 por 30 h.
para finalmente determinar la presencia de la glicoproteina gD de HSV-1 mediante IFI. Se
indica la duracion en horas (h.) para cada procedimiento experimental. Figura elaborada con
BioRender.com.

3.3. Produccién de fagos wild type (M13KO7), phPX458, phPX458-UL29,
phPX458-UL52, phPX458-UL29-UL52.

Para la produccion de fagos helper M13KO7 se realizd un pre-indculo de 5 mL de
bacterias Escherichia coli cepa ER2738 no transformadas, en presencia de 50 pg/mL
de tetraciclina. Mientras que, para la produccion de fagos phPX458, phPX458-UL 29,
phPX458-UL52, phPX458-UL29/UL52 se realizaron pre-in6culo de clones de
bacterias transformadas con los diferentes plasmidos utilizados en el ensayo de
transfeccion, en presencia de 50 pg/mL de tetraciclina y 100 pg/mL de ampicilina.

Todos los pre-indculos fueron incubados a 37 °C en agitacion constante por 16 h.

Transcurrido este tiempo, se realizaron inoculos en volumen final de 15 mL en medio
LB, de tal forma a obtener cultivos bacterianos con una DOggo nm entre 0,4 — 0,8,

medido mediante un espectrofotometro (MultiSkan™ GO, Thermo Scientific, USA).
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Se tomaron 10 mL de las bacterias permisivas y se infectaron con 10 pL de fago helper

M13KO7 (New England Biolabs, 5,977x10* VGC/mL) por 1 h. a 37 °C sin agitacion.
Unos 5 mL de cada cultivo, se transfirio a dos Erlenmeyer con 500 mL de LB
suplementado con 100 pug/mL de ampicilina y 50 pg/mL de kanamicina para los fagos
recombinantes y sélo con 50 pg/mL de kanamicina para M13KO?7. El cultivo se incub6

a 37 °C en agitacion constante por 16 h.

Transcurrido este tiempo, el volumen total se fracciond en botellas estériles Fiberlite
500 mL Bottle (Thermo Fisher Scientific) para su centrifugacién a 8000 g por 20 min.
a 4 °C en la centrifuga de alta velocidad Sorvall LYNX 4000 (Thermo Fisher
Scientific). EI sobrenadante se recuper6 y se transfirié a tubos que contenia 3% de
NaCl y 4% de PEG 8000. La mezcla, se incubd en hielo y a 4 °C durante toda la noche.

Seguidamente se centrifugé a 15000 g a 4 °C por 30 min. Luego se elimino el
sobrenadante y se recuper0 el precipitado que contiene los fagos. El precipitado fue
resuspendido en 4 mL de TBS 1x pH 7,5 estéril. EI volumen obtenido se filtro
mediante un filtro estéril de acetato de celulosa sin surfactante (SFCA) de poro 0,45

pum para jeringa y almacenado a 4 °C, hasta su posterior uso.
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3.4. Cuantificacion absoluta de fagos filamentosos mediante PCR en tiempo real.
Posteriormente, los fagos fueron cuantificados mediante la curva de calibracion de
ORI M13 utilizando los cebadores, disefiados y publicados por (Méndez-Scolari et al.,
2019). Ademas, para obtener un valor que indique la cantidad de fagos recombinantes
que fueron empaquetados vs los fagos helper, se disefié una curva de calibracién con
GFP utilizando los cebadores detallados en la Tabla 3.
La curva de calibracion para GFP fue disefiada utilizando el plasmido PX458
purificado y cuantificado como se indica en la seccion 3.1.2. La misma, consistio
inicialmente en calcular la concentracion del fagémido PX458 (9288 pb) que contiene
una copia del gen GFP. La Formula 3, permite convertir las unidades de masa de una
molécula de PX458 (pg/uL) a N° de copias de ADN/uL. A partir de este resultado, se
realizaron diluciones que contengan 3.0 x107, 3.0x10°, 3.0x10°, 3.0x10% 3.0x10°y
3.0x10? copias de GFP. Posteriormente, cada dilucion seriada fue analizada por
duplicado en la qPCR, utilizando 1 pL de muestra y siguiendo las condiciones de
ciclado de la seccion 3.1.3. Los calculos, asi como la amplificacion fue realizada
teniendo en cuenta las instrucciones del fabricante del equipo utilizado StepOne™
Real-Time PCR System, Applied Biosystems™ (Applied Biosystems, 2003). Como
control negativo de la gPCR, se utilizé agua ultrapura grado molecular en sustitucion
del fagémido.
Los valores de Cq para el rango de concentraciones testadas, fueron introducidos en
planillas de calculo del programa Microsoft Excel. A partir de estos resultados se traz6
la recta de regresion lineal en base a los promedios de Cq obtenidos y el logaritmo de
nimero de copias testadas, obteniendo de esta manera la desviacion estandar, la
ecuacion de la recta, el coeficiente de correlacion Pearson, y adicionalmente se calculo
la eficiencia de la qPCR mediante la ecuacion 10(pendientedelarecta) 1 | og resultados
fueron considerados reproducibles cuando el ACq <0,5.

Formula 3:
m = (n). (1, 096’(10_21;%) (Applied Biosystems, 2003).
Donde: m representa la masa y n representa el tamafio del plasmido (pb).

Mediante el empleo de esta curva de calibracion, se puede determinar el nimero de

copias del gen GFP presente exclusivamente en el genoma de los fagos recombinantes
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(PX458, PX458-UL29, PX458-UL52, PX458 UL29/UL52) y este valor puede ser

expresado en VGC/mL (copias de genoma viral por cada mililitro). Adicionalmente,
los valores de cuantificacion fueron expresados en razon y % de fagémidos que fueron
empaquetados. Las ecuaciones de las rectas, tanto para ORI M13 como para GFP se
detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Ecuacion de la recta para la cuantificacion de genoma de fagos
filamentosos wild type (M13KO7) y recombinantes, por qPCR.

Curva de calibracién Ecuacion de la recta
y = -0,2752x + 10,59
ORI M13
R2 = 0,9998
y = -0,2487x + 10,283
GFP
R2 = 0,9955

3.5. Transduccidn de células mamiferas con fagos filamentosos.

Células HEK?293T, fueron incubadas en presencia de los bacteriéfagos siguiendo
protocolos con modificaciones (Baird, 2011; Hajitou et al., 2007). Brevemente, las
células HEK293T fueron cultivadas en una placa de 24 en un porcentaje de confluencia
del 90% (45000 células/pocillo) en medio DMEM 1x + Pen/Strep suplementado con
SFB 10% siguiendo los pasos de la seccion 3.2. Posteriormente, las células fueron
lavadas con PBS 1x y se agregaron inicialmente 1x10'? VGC de los bacteri6fagos
recombinantes diluidos en medio DMEM 1x + Pen/Strep sin suero SFB, en un
volumen final de 250 pL. Se incubaron a 37 °C en una atmdsfera de 5% de CO- por 4
h. Transcurrido este tiempo, el indculo se retird y se reemplazé por medio DMEM 1x
+ Pen/Strep suplementado con SFB 10% e incubado nuevamente a 37 °C en una
atmosfera de 5% de CO» hasta completar 48 h. post-transduccion. A las 48 h. post-
transduccion se verificd la presencia o ausencia de fluorescencia verde emitida por
GFP, al microscopio invertido de fluorescencia (Figura 13). Seguidamente, a las 48
h. post-transduccion, las células HEK293T fueron tripsinizadas y se volvieron a
sembrar por triplicado en placa de 24 pocillos (15000 células/pocillo) que contenian
coverslips de vidrio (12 mm de didmetro y 0.13 mm ~ 0.16 mm de grosor) recubierto
con gelatina al 0,1%. Las células fueron mantenidas en estufa a 37 °C en una atmosfera

humedecida con CO; al 5% por 24 h. para permitir la adherencia de las células.
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Luego de 72 h. post-transduccion, las células fueron infectadas con HSV-1 a MOI: 30

por 30 h., siguiendo la metodologia descrita en la seccion 3.2.1. Finalmente, los
coverslips con las células adheridas a ellas fueron retiradas y se utilizaron para el
ensayo de Inmunofluorescencia indirecta (IFI) para la deteccion de la gD del HSV-1
(Figura 13).

Ademas, se evaluaron experimentos alternativos como; utilizando células Vero y
células fagociticas THP1 para el ensayo de transduccion, se ensayaron diferentes
porcentaje de confluencia celular, tiempo de exposicion de las células a los
bacteriofagos, se evalud el uso de diferentes cantidades de fagos (desde 10°-10%2
VGC), la combinacion de los bacteriofagos con fosfato de calcio (Donnelly et al.,
2015), ensayo de transduccion utilizando medio de cultivo con SFB, método de spin

infection (Kodaka et al., 2018) y nuevas producciones de bacteriéfagos.
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Figura 13. Ensayo de transduccion de células HEK293T e infeccion con HSV-1. En 6
pocillos de la placa de 24 se sembraron 45000 células HEK293T/pocillo (primera fila completa
de la placa de 24). Las células de los pocillos 1 al 4, fueron transducidas con los fagos
correspondientes (tubos 1-4). A las 4 h. post-transduccién, las células de todos los pocillos
fueron lavadas y el medio de cultivo se reemplazd. Transcurridas las 48 h. post-transduccion,
se verificd la presencia o ausencia de emision de fluorescencia por GFP en las células
transducidas y controles, seguido de tripzinizacion y distribucidn equitativa en 3 pocillos que
contenian coverslpis recubiertos con gelatina al 0,1%. A las 72 h. post-transduccion, las células
de los pocillos 1-4 y 6, fueron infectadas con HSV-1 MOI: 30 por 30 h. para finalmente
determinar la presencia de la glicoproteina gD de HSV-1 mediante IFI. Se indica la duracion
en horas (h.) para cada procedimiento experimental. Figura elaborada con BioRender.com.
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4. RESULTADOS
4.1. Disefio de vectores para la expresion de Cas9 y gRNAs
4.1.1. Seleccion de gRNAs y plasmido de expresion

Se seleccionaron gRNAs dirigidos contra los genes UL29 y UL52, por los siguientes
motivos; 1) son dirigidos a genes esenciales cuyos productos son enzimas implicadas
en lareplicacion del material genético viral, 2) por la efectividad individual y actividad
aditiva que presentaron los complejos Cas9/gRNAs para eliminar el genoma del HSV-
1 en células epiteliales y neuronales 3) ademas de que estos gRNAs en combinacién
con la Cas9, son capaces de eliminar el genoma del HSV-1 en estado latente como en
estado litico 4) y finalmente, debido a que estos gRNAs no mostraron actividad hacia

sitios potenciales dentro del genoma humano (van Diemen et al., 2016).

Una vez seleccionados los gRNAS, se realizd la basqueda del plasmido que permita la
expresion transiente de Cas9 y gRNAs en una linea celular eucariota. Se selecciond el
plasmido pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) de 9288 pb, debido a que éste contiene
todos los elementos bésicos para la expresion del sistema CRISPR-Cas9 en células
eucariotas, ademas de un origen de replicacion (ori f1) y sefial de empaquetamiento
del bacteriéfago filamentoso f1, lo que permite que actie como un fagémido y pueda

ser empaquetado en el fago M13 (Figura 14A).

Este plasmido posee un cassette para la expresion de gRNAS, el cual se encuentra bajo
el control del promotor U6. Rio abajo se encuentran los sitios de restriccion de la
enzima Bbsl, para la insercion de un gRNA, seguido del scaffold (Figura 14).
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Por ultimo, el sistema posee el gen de la enzima Cas9, optimizada para su expresion

en células mamiferas. La expresion del gen se encuentra bajo el control del promotor
Cbh (hybrid form of a Cb). El gen de la Cas9 se encuentra fusionado con el gen de la
proteina verde fluorescente mejorada EGFP a través del péptido T2A. Luego de la
traduccion del ARNm, se cree que el mecanismo de autoescision mediada por el
péptido T2A se basa en que el ribosoma omite la formacion de un enlace peptidico
entre la prolina y la glicina en el extremo C- terminal del péptido T2A, separando a la
Cas9 de EGFP (Donnelly et al., 2001). La Cas9 migrara al nicleo por la presencia de
dos sefiales de localizacion nuclear posicionadas en el extremo N y C terminal del
polipéptido (SV40-NLS y nucleoplasmin NLS), mientras que EGFP se mantendra en
el citoplasma (Figura 14A).

De esta manera, al observarse la expresion de EGFP en las células, se puede afirmar

que el sistema Cas9 se encuentra activo.
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Figura 14. Representacion esquematica que muestra los principales componentes del
plasmido pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458), el sitio de corte de Bbsl y disefio de gRNAs. A.
En circulos rojos, se sefialan los diferentes elementos que componen el plasmido PX458 de
9288 ph. B. En gris se muestran los dos sitios de reconocimiento de la enzima de restriccion
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Bbsl, para la insercion de un gRNA. Mientras que, en rojo se muestra la secuencia parcial del
scaffold. Las regiones marcadas con flechas rojas, indican el sitio de escision de Bbsl. C.
Esquema representativo para el disefio de los oligonucledtidos que seran clonados en el
plasmido PX458. Las letras negras representan las secuencias que deben ser agregadas para
generar el extremo cohesivo del inserto a ser clonado en el vector, mientras que las letras N en
azul, representan la secuencia complementaria al gen que quiere ser editado (representa el
gRNA).

4.1.2. Preparacion de un sistema que permita la generacion de fagos que

transporten el plasmido PX458 como genoma.

Debido a que las bacterias Escherichia coli Stbl3 (F mcrB mrr hsdS20
(re,mg) recAl3 supE44 ara-14 galK2 lacY1 proA2 rpsL20(StrR) xyl-5 A— leu mtl-1),
no expresan el pilus- F, estructura necesaria para el inicio de la infeccion bacteriana
por los bacteriéfagos filamentosos f1, fd y M13, fue necesario extraer y purificar el
plasmido PX458, para posteriormente utilizarlo en la transformacion de bacterias E.
coli ER2738 (F proA+B+ laclq A(lacZ)M15 zzf::TnlO(TetR)/ fhud2 ginV A(lac-
proAB) thi-1 A(hsdS-mcrB)5) las cuales si expresan el pilus-F y por lo tanto son
susceptibles de infeccion por el fago helper M13KO7.

Se obtuvieron 19 colonias bacterianas aisladas resistentes a ampicilina, mientras que

en la placa control no se obtuvieron colonias.

Se seleccionaron 5 clones bacterianos y se verificd la presencia del plasmido mediante
gPCR de colonias, amplificando una secuencia parcial del gen GFP. En los 5 clones
se obtuvo una sefial detectable, visto como la curva sigmoidea tipica para el sistema,
tal como se observa en las curvas de la Figura 15A.

En los 5 clones se detectd la misma curva de melting a la temperatura de 91 °C, tal
como se observa en la Figura 15B. En el control negativo (lineas negras), no se detecto

sefial de amplificacion ni pico en la curva de melting correspondiente a la Tm esperada.
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Figura 15. gPCR de colonias para la deteccion del gen GFP en clones de bacterias
transformadas. A. Curvas de amplificacion del gen GFP a partir de clones de bacterias
transformadas. El Eje de las ordenadas corresponde a la intensidad de fluorescencia (RFU),
mientras que el eje de las abscisas corresponde al nimero de ciclos (Cq). B. Curva de melting
de los amplicones. El eje de las ordenadas corresponde a la derivada de la intensidad de la
fluorescencia en funcién a la temperatura (dF/dT), y el eje de las abscisas indica la temperatura
(°C) en aumento. En color verde el clon 1, en turquesa el clon 2, en lila en clon 3, en rosa el
clon 4, en azul el clon 5, en negro el control negativo.

4.1.3. Produccion de fagébmidos que permitan la expresion de Cas9 y
gRNAs individuales dirigidos contra genes del HSV-1.

Para la generacién de fagomidos que expresan un anico gRNA, se selecciono el clon
1 de Escherichia coli ER2738 transformado con PX458. El plasmido extraido y
purificado fue digerido por la enzima de restriccion Bpil para generar extremos
cohesivos. El analisis in silico del plasmido original, indic6 que la digestion enzimatica
debid generar dos fragmentos, uno de 9266 pb que corresponde al vector linearizado

y un remanente de 22 pb.

El tamafio de la banda observada en el carril PX4588%! de la Figura 16A, fue
verificado con el marcador de peso molecular 1 Kb, y se observo que el mismo fue
linearizado y poseia aproximadamente un tamafio de 9266 pb. No se observé el
remanente de 22 pb en el mismo carril, ya que el gel de agarosa al 1% no permite
distinguirlo. En el carril PX458Pasmid se ohservan las dos conformaciones espaciales
del plasmido sin tratamiento con Bpil. La banda de 9266 pb se purifico a partir del gel,

y se obtuvo 26,35 ng/uL de &cido nucleico.
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Para la sintesis de los gRNAs, se utilizaron los oligonucledtidos indicados en la Tabla

1. Los oligonucleotidos se ligaron en el vector PX458 como se muestra en el esquema
de la Figura 16B. Para cada reaccion de ligacion se tuvo en cuenta dos condiciones;
por un lado, un control del vector linearizado sin inserto (V) y la otra corresponde a la
reaccion de ligacion del vector con el inserto (V+1). El producto de la ligacion fue
denominado PX458-UL29 y PX458-UL52, respectivamente. La totalidad del producto

de la ligacion se utiliz6 para transformar bacterias calcio-competentes E. coli ER2738.

En el ensayo de transformacidn bacteriana, no se tuvo colonias en las placas controles
sin inserto, resultado que fue esperado ya que los extremos cohesivos generados por
Bpil en sus dos sitios de reconocimiento en PX458, no son complementarios. Mientras
que, en las placas V+l, correspondiente a los insertos gRNA-UL29 y gRNA-UL52 se

obtuvieron 22 colonias y 52 colonias aisladas, respectivamente.

Bpil Plasmid B
MW PX458 PX458

C_ Circular + , ﬂﬂﬂﬂﬂ 29
— ~9266 pb
C. superenrollado
> o0 o g A
3 E’ —
+ 2400 » (@ rasem

Figura 16. Clonacion de insertos (QRNAS) en el vector PX458. A. Electroforesis en gel de
agarosa al 1%, del producto de la digestion del plasmido PX458 con Bpil. En el carril
PX458%"" se observa el fragmento de 9266 pb correspondiente al vector linearizado, cuya
conformacion lineal fue comparado con el producto de la Miniprep no tratado con Bpil y con
el marcador de peso molecular (MW) 1 Kb. B. Esquema representativo de la clonacion de
oligonucledtidos parcialmente superpuestos (inserto) en el vector PX458 linearizado, los
insertos corresponden al gRNA-UL29 y al gRNA-UL52. El anélisis in silico, indicé que el
tamafio final del plasmido PX458-UL29 y PX458-UL52, fue de 9289 pb y 9290 pb,
respectivamente.
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Para confirmar la clonacion de los insertos, se realizaron PCRs de colonias utilizando

los cebadores indicados en la seccién 3.1.8. En la Figura 17A, se observan los sitios
de hibridacion de los cebadores forward y reverse. Los fragmentos esperados, para
PX458-UL29 es de 1570 pb, mientras que para PX458-UL52 es de 1571 pb.

Los resultados obtenidos se observan en las Figuras 17B y Figuras 17C. En los
carriles enumerados 1 al 5 de ambos geles se observé la presencia de bandas de
tamafios esperados tanto para PX458-UL29, asi como para PX458-UL52. No se
evidencié amplificaciones en los controles negativos de PCR (ddH20), y plasmido
PX458 sin inserto.

Estos resultados indicaron que se obtuvieron 5 clones de bacterias positivas para cada
constructo, que contenian el inserto deseado. Ademas, confirmé que la insercion

ocurri6 en el sentido esperado.

Cebador Ry Cebadores reverse (Rv):
- UL29gRNA Rv 0o
UL52gRNA_Rv

PSPCasO(BB) 2A-GFP (PX458)
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Figura 17. Tamizaje de colonias mediante PCR a punto final. A. Esquema representativo
que muestra los sitios de hibridacién de los cebadores utilizados para el tamizaje de clones
bacterianos UL29 y UL52, obsérvese que el cebador sentido fue el mismo para ambas PCRs,
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mientras que el cebador reverse (cebador Rv) fueron diferentes y especificos para ambos casos.
B, C. El tamizaje de clones bacterianos fue realizado por PCR de colonias, los amplicones
fueron corridos en electroforesis en gel de agarosa al 1%. En los carriles enumerados 1 al 5 de
ambos geles, se observan presencia de los productos esperados, 1570 pb aproximadamente
para UL29, y 1571 pb aproximadamente para UL52, los tamafios de las bandas fueron
comparados con el marcador de peso molecular (MW) de 1 Kb. No se evidenciaron
amplificaciones en los controles negativos utilizados.

4.1.4. Produccion de un fagomido que permita la expresion de Cas9 y
gRNAs dobles dirigidos contra genes del HSV-1.

La construccion del vector PX458-UL29/UL52 se realizo a partir de la amplificacion
de la secuencia del U6 promoter + gRNA-UL52 + scaffold de la construccion PX458-
UL52 clon 5 y clonacién del inserto entre los sitios de restriccion Xbal y Kpnl en el
vector PX458-UL29 (Figura 18A). Tras la amplificacion, el producto de PCR produjo
la banda esperada de 449 pb, la cual fue digerida con las enzimas de restriccion Xbal

y Kpnl con el objetivo de generar los extremos cohesivos (Figura 18B).
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Figura 18. Construccion del vector PX458-UL29/UL52. A. Esquema representativo de la
clonacion del cassette de expresién del gRNA-UL52 en el plasmido PX458-UL29. El
plasmido resultante fue denominado PX458-UL29/UL52 y contiene un tamafio final de 9718
pb. B. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, en el carril gRNA-UL52 se observa la presencia
de la banda esperada de aproximadamente 449 pb, la cual fue comparada con el marcador de
peso molecular de 1 Kb. No se evidencié amplificacion en el control negativo de PCR (Carril
C- pcr). C. El plasmido PX458-UL29 fue digerido con las enzimas de restriccion Xbal y Kpnl,
generando una banda de aproximadamente 9283 pb tal como se observa en el carril 2. En el
carril 1, se observa dos conformaciones espaciales del plasmido PX458-UL29 no tratado con
las enzimas de restriccion, las conformaciones observadas fueron superenrollada y circular.
Ademas, se observa probablemente un pequefio remanente de ARN.
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A fin de obtener el vector, se extrajo y se purifico el plasmido PX458-UL29 del clon

bacteriano 1 para su posterior digestion con las enzimas de restriccion Xbal y Kpnl.
Tal como se observa en la Figura 18C se obtuvo la banda de 9283 pb correspondiente
al pldsmido linearizado. Ademas, se observd que hubo una digestion parcial del
plasmido PX458-UL29, ya que se observa un pequefio remanente del mismo a una
altura de 20000 pb en el carril 2.

Solo la banda de 9283 pb se purifico a partir del gel y se cuantifico por
espectrofotometria, obteniéndose una concentracion de 23,46 ng/uL de acido nucleico,
mientras que, las relaciones de absorbancia Abszesoze0 fue de 1,842 y la Abszeoi230 de
2,120.

La ligacion del inserto en el vector PX458-UL29 fue realizada con razén molar
inserto:vector 4:1. La totalidad del producto de ligacion se utilizé para transformar
bacterias calcio-competentes Escherichia coli ER2738. Se obtuvo 22 colonias en la
placa de ensayo (V+I). Mientras que, en la placa control (V) se observo 5 colonias
resistentes a ampicilina, probablemente debido al arrastre de plasmidos no digeridos

eficientemente (Figura 18C).

La insercién del cassette de expresion del gRNA-UL52, fue verificado mediante PCR
de colonias, utilizando el cebador forward UL29 gRNA_Fw y el cebador reverse
UL52 gRNA _Rv (Tabla 1). Se seleccionaron 10 clones de la placa de ensayo (V+I)
y 1 clon de la placa control (V), para verificar la ligacion del inserto. La banda esperada
de 462 pb fue observada en los clones bacterianos 1, 6 y 9, no se observé amplificacion
en el control negativo de PCR (ddH20) ni en el control que contenia sélo el vector
(Figura 19).

Por tanto, la presencia del amplicén en los clones 1, 6 y 9 indican que el vector contiene

tanto la secuencia de gRNA-UL29 como la secuencia del gRNA-UL52.
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Figura 19. Tamizaje de clones bacterianos UL29/UL52 por PCR de colonias. Los
amplicones obtenidos fueron corridos en electroforesis en gel de agarosa al 1%. Los carriles
enumerados 1 al 10 representan los 10 clones seleccionados de la placa de ensayo. El carril C
(Placa control-v) COrresponde a un clon bacteriano que fue resistente a ampicilina en la placa control
negativo, mientras que, el carril C cry corresponde al control negativo de PCR (ddH:0). La
banda esperada de 462 pb fue comparada con el marcador de peso molecular de 1 Kb. El
tamafio de la banda esperada se observé en los clones 1, 6 y 9. No se observé amplificacion
en el control negativo de PCR, asi como en el clon bacteriano que crecid en la placa control
(V).

4.1.5. Evaluacion de los plasmidos producidos para inhibir la infeccion
por HSV-1.

En un proceso previo a la produccion de bacteriéfagos filamentosos recombinantes se
verificd la funcionalidad del sistema CRISPR-Cas9 producido. Para ello, se
transfectaron las células HEK293T con los diferentes fagomidos construidos. Tal
como se observan en la Figura 20 todas las construcciones expresaron la proteina
GFP, sin embargo, no se observaron altas tasas de transfeccion. Los clones de
plasmidos utilizados fueron: clon 1 de PX458, clon 5 de PX458-UL29, clon 5 de
PX458-UL52 y clon 9 de PX458-UL29/UL52.
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Figura 20. Transfeccion de células HEK293T con los diferentes fagémidos. Se tomaron
iméagenes con el microscopio invertido de fluorescencia a A: 400X. En la primera columna se
observan las células en campo claro, en la segunda columna las células que expresan la GFP,
mientras que, en la tercera columna se realiz6 un solapamiento de ambas imagenes para indicar
individualmente las células que fueron transfectadas. Aproximadamente, un 30% de las células
fueron transfectadas.

Considerando que no fue posible conseguir altas tasas de transfeccion, se decidio
realizar un ensayo de inmunofluorescencia para determinar el efecto inhibitorio del
sistema CRISPR-Cas9 sobre el HSV-1. Para ello, se procedio a transfectar células y
luego de 72 horas infectarlas con HSV-1. Las células infectadas fueron visualizadas
con un anticuerpo anti-gD marcado con Alexa 555, mientras que las células que

expresaban el sistema CRISPR-Cas9 se observaron mediante la expresion de GFP.

Como se observa en la Figura 21A, las células que expresan la Cas9-GFP (grupo
PX458) fueron infectadas con HSV-1 (fila 1). Mientras que, en los grupos de células

que expresan todos los componentes del sistema CRISPR-Cas9 contra HSV-1
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(PX458-UL29, PX458-UL52, PX458-UL29/UL52), no se detectd presencia de la

glicoproteina gD viral o la sefial de inmunofluorescencia fue sustancialmente menor.
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Figura 21. Imégenes de microscopia de fluorescencia y resultados expresados en gréaficos
de barras. A) La deteccion de la gD del HSV-1 fue realizado mediante el ensayo de
inmunofluorescencia indirecta. En el grupo PX458 se observaron células que co-expresan la
GFP y la gD como era de esperarse (cuadros blancos), mientras que, al utilizar gRNAs



73
dirigidos a los genes UL29 y/o UL52 no se observaron células infectadas o la intensidad de
fluorescencia era sustancialmente menor. B) Los recuentos fueron expresados en graficos de
barras y se observé que hubo una disminucion en la expresion de la gD en los grupos con
gRNAs, comparando con el control infectado y PX458.

Como se observa en la Figura 21B, se logré observar una disminucion en el porcentaje
de células infectadas tras la expresion del sistema CRISPR-Cas9. Ademas, no se
observo mayor efectividad del plasmido que contiene el doble gRNA en comparacion

con los grupos con un unico gRNA.

Mediante estos ensayos, se verificd que el sistema CRISPR-Cas9 utilizado, puede
ejercer un efecto inhibitorio de la infeccion, por lo que se continu6 con producir los
bacteriéfagos filamentosos y analizar la capacidad de los fagos recombinantes como
transportadores del sistema CRISPR-Cas9, de inhibir el ciclo viral del HSV-1.

4.2. Los fagomidos transportadores del sistema CRISPR-Cas9 son empaquetados

en bacteriofagos filamentosos recombinantes.

Para la produccion de bacteriéfagos filamentosos M13 recombinantes se utilizo
Escherichia coli ER2738, ya que expresa el receptor primario pilus F, necesario para

la infeccidn bacteriana por los bacteriofagos filamentosos M13KO7, fd y f1.

Bacterias Escherichia coli ER2738 que poseen los fagomidos PX458, PX458-UL29,
PX458-UL52 y PX458-UL29/UL52, fueron transformadas con el fago helper
M13KO7. El fago helper permite brindar todas las proteinas estructurales y no
estructurales para la formacién de nuevas particulas virales recombinantes. Ademas,
éste presenta una mutacion en su origen de replicacion que vuelve ineficaz el
empaquetamiento de su genoma. Por lo tanto, se favorece el empaquetamiento del
fagoémido en la particula viral en detrimento del genoma del fago M13KO?7.

Usualmente se realiza la cuantificacion de virus mediante gPCR dirigido contra el ORI
M13 (Méndez-Scolari et al., 2019). Sin embargo, ya que el fago helper posee un origen
de replicacién truncado activo, pero menos eficiente y considerando que los tamafios
de los fagémidos son muy grandes, se decidié analizar el grado de empaquetamiento
de los fagdmidos mediante una qPCR dirigido contra el gen GFP presente

exclusivamente en los fagomidos de interés. Para ello, se realizd una curva de
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calibracion contra el gen GFP utilizando 6 puntos que van de 3.0 x10’ de copias del

amplicon GFP hasta 300 copias del mismo. En todos los casos se observo sefial de
amplificacion (Figura 22A), a excepcion del control negativo de PCR. Para todos los

amplicones se obtuvo la Tm esperada, tal como se observa en la Figura 22B.

En la Figura 22C, se observa el grafico de la curva de calibracion para la
cuantificacion de nimero de copias de ADN correspondiente a GFP, que esta dada por
el Log de numero de copias de ADN agregado al tubo de reaccién en funcién a los
promedios de Cq de cada dilucion, respectivamente. Se obtuvo un comportamiento
lineal de la curva, con un coeficiente R2 = 0,9955 y cuya correspondiente ecuacion de
la recta est& dada por y = -0,2487x + 10,283. Adicionalmente, se calcul6 la eficiencia
de la gPCR, y se obtuvo un valor del 0,77 (cercano al 1), lo cual indica una buena
eficiencia de la qPCR.
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Figura 22. Curva de calibracion de GFP para la cuantificacion de fagos filamentosos que
poseen el fagbmido de interés. A. Grafico de intensidad de fluorescencia en funcion al
numero de ciclos de la gPCR, cada dilucion fue realizada por duplicado. B. Curva de melting
obtenida a partir de los amplicones generados para cada nimero de copias. C. Curva de
logaritmo de numero de copias de ADN en funcién al Cq. Se puede observar la relacién entre
el Log y los promedios de Cqg. Ademas, se detalla la ecuacion de la recta y el indice de
correlacion.

Los diferentes fagos fueron cuantificados utilizando las curvas de calibracion
mencionadas anteriormente. En las Figura 23 se observan las curvas de amplificacion
de ORI M13 en bacteriofagos filamentosos phPX458, phPX458-UL29, phPX458-
UL52 y phPX458UL29/UL52. Los Cqg obtenidos para cada bacteriéfago en el orden
indicando anteriormente, fueron: 17,24; 9,4; 14,95 y 6,98, respectivamente. No se

detecto sefial de amplificacion en los controles negativos de las reacciones de qPCR.
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Figura 23. Curvas de amplificacion de ORI M13. Los 4 gréaficos representan la intensidad
de fluorescencia en funcién al numero de ciclos de la gPCR de los productos generados A.
Cuantificacion de fagos phPX458 B. Cuantificacion de fagos phPX458-UL29. C.
Cuantificacién de fagos phPX458-UL52. D. Cuantificacién de fagos phPX458-UL29/UL52.
En los cuatro casos no se detectd sefial de amplificacion en los controles negativos (lineas

negras).

A fin de identificar la presencia de amplificaciones inespecificas o la formacion de
dimeros de cebadores, se determind la Tm de los productos de amplificacion. Los
graficos de las Figura 24, representan las curvas de melting para cada amplicon en el
orden anteriormente descrito. El eje de las ordenadas corresponde a la derivada de la
intensidad de la fluorescencia en funcion a la temperatura, mientras que el eje de las
abscisas pertenece a la temperatura en aumento. Se detect6 la misma Tm en todos los

casos, correspondiente al producto esperado.
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Figura 24. Curva de melting para ORI M13. Para cada amplicon generado, se realizo el
analisis de melting A. phPX458 B. phPX458-UL29. C. phPX458-UL52. D. phPX458-
UL29/UL52. No se detectd sefial del amplicén correspondiente a ORI M13 en los controles
negativos (lineas negras).

En las Figura 25, se observan las curvas de amplificacion de GFP en bacteri6fagos
filamentosos phPX458, phPX458-UL29, phPX458-UL52 y phPX458-UL29/UL52,
respectivamente. En todos los casos se obtuvieron curvas sigmoideas tipicas para el
sistema, donde el eje de las ordenadas indica la intensidad de fluorescencia (RFU) en
funcién al nimero de ciclos (Cq). Los Cq obtenidos para cada bacteriéfago en el orden
indicando anteriormente, fueron de: 17,916; 10,278, 15,245 y 22,482 respectivamente.
Unicamente se detectd sefial de amplificacion en el control negativo de la gPCR del
phPX458-UL29 en el ciclo 25,129 (Figura 25B).
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Figura 25. Curvas de amplificacion de GFP. Los 4 gréficos representan la intensidad de
fluorescencia en funcion al nimero de ciclos de la gqPCR de los productos generados A.
Cuantificacién de fagos phPX458 B. Cuantificacion de fagos phPX458-UL29. C.
Cuantificacién de fagos phPX458-UL52. D. Cuantificacién de fagos phPX458-UL29/UL52.
Se detectd sefial de amplificacion en el control negativo de la gPCR correspondiente al
phPX458-UL29.

Los gréaficos de las Figura 26 representan las curvas de melting para cada amplicon
obtenido. Se detect6 la misma Tm en todos los casos, correspondiente al producto
esperado. La sefial de amplificacion del control negativo observada en la Figura 25B
fue confirmada mediante el andlisis de melting, resultando tener la misma Tm que el
amplicén GFP, por lo que, este resultado se tuvo en cuenta en el momento de realizar

el célculo de cuantificacidn del bacteriéfago en cuestion.
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Figura 26. Curva de melting para GFP. Para cada amplicon generado, se realiz6 el analisis
de melting. A. phPX458 B. phPX458-UL52. C. phPX458-UL29/UL52.

La cuantificacion del numero de copias de genoma viral utilizando la curva de
calibracién de ORI M13 como la de GFP, permiti6 calcular una razén entre el nimero
de copias de genoma presente en los fagos recombinantes respecto a las totales
representadas por las copias del ORI M13. De esta manera, fue posible expresar en
porcentaje los fagos recombinantes que transportan el sistema CRISPR-Cas9 contra el
HSV-1.

Los valores de cuantificacion fueron expresados en VGC/mL (copias de genoma
viral/mililitros). Se calcularon la razon y el porcentaje de empaquetamiento de los

fagos filamentosos recombinantes teniendo en cuenta la cuantificacion obtenida por la
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curva GFP sobre la obtenida por la curva ORI M13 (Tabla 4). Se obtuvieron altos

valores de cuantificacion de los fagos filamentosos mediante las dos curvas de
calibracion, tal como se detalla en la Tabla 5. Los valores de cuantificacion van del
orden 10! a 10 VGC/mL. Cabe destacar que, hay una correspondencia entre las
cuantificaciones obtenidas tanto por GFP como por ORI en los fagos phPX458 y
phPX458-UL52. Mientras que, en el caso de phPX458-UL29 se observa que un 52,5%
de los fagos poseen el gen GFP, lo que nos indica que es probable que a medida que
se replican los fagémidos de interés, también se replica el genoma del fago helper

M13KO7, tal como se muestra en la Figura 27.

Mientras que, en el caso del bacteriofago phPX458-UL29/UL52, se obtuvo un bajo
rendimiento en el empaquetamiento (0,01%). Considerando estos resultados y para
determinar que realmente es un problema de empaquetamiento, se volvié a producir
los fagos phPX458-UL29/UL52, pero utilizando otro clon bacteriano (clon 1). Como
se observa en la Tabla 5, se obtuvieron resultados similares a la cuantificacion anterior
(segunda produccion). Esto denota que no es un problema del clon especifico, sino que
existe un problema de empaguetamiento del fagémido en el fago M13.

Tabla 5. Valores de cuantificacion de fagos filamentosos utilizando dos curvas de
calibracion.

Bacteridéfagos GFP (VGC/mL) | ORI (VGC/mL) Raz6n GFP/ORI %
M13
phPX458 3,359x101 3,503x10™ 0,95 95
phPX458-UL29 2,65x10%3 5,04x10% 0,525 52,5
phPX458-UL52 1,55x10%? 1,55x10%? 1,04 104
*phPX458-UL29/UL52 2,458x10%° 2,32x10% 1,05x10* 0,01
**phPX458-UL29/UL52 2.46x10% 3,72x10% 6,6x10* 0,07

* Primera produccion

** Segunda produccion




81

ORI + +
GFP - +

Figura 27. Esquema representativo del empaguetamiento de fagémidos tras la infeccion
de bacterias transformadas con el fago helper M13KO?7. Es probable que a medida que se
generan los fagos recombinantes, también se empaquetan los fagos M13KO7, debido a que
ellas poseen el ORI M13. La eficiencia del empaquetamiento de los fagos recombinantes, fue
calculado teniendo en cuenta el valor de VGC/mL de los fagos que poseen el gen GFP sobre
el valor total de VGC/mL obtenida por la curva de ORI M13.

En la Figura 28A y Figura 28B, se observan las curvas de amplificacion de ORI M13
y GFP en los bacteriéfagos filamentosos phPX458-UL29/UL52 respectivamente, tras
una segunda produccion. Se obtuvo la curva sigmoidea tipica para el sistema en ambos
casos. Los Cq obtenidos en el orden indicando anteriormente, fueron de: 9,876 y
22,482. Se detectd sefial de amplificacién en el control negativo de la gPCR de ORI
M13 en el ciclo 34,929 de 40 ciclos.

Por otro lado, en los graficos de las Figura 28C y Figura 28D se observan las curvas
de melting para cada amplicon en el orden anteriormente descrito. Se detect6 la misma
Tm en todos los casos, correspondiente al producto esperado. La sefial de amplificacion
del control negativo observada en la Figura 28A fue confirmada mediante el analisis
de melting, resultando tener la misma Tm que el amplicon ORI M13, por lo que este
resultado se tuvo en cuenta en el momento de realizar el célculo de VGC del

bacteriéfago en cuestion.
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Figura 28. Curvas de amplificacion de ORI M13 y GFP detectados en una segunda
produccion de los bacteriéfagos phPX458-UL29/UL52. Los graficos Ay B, representan la
intensidad de fluorescencia en funcién al nimero de ciclos de la gPCR de los productos
generados A. Curva de amplificacion de ORI M13 (curva en color violeta). Se detect6 sefial
de amplificacidn en el control negativo de la gPCR-ORI M13 (curva color negro). B. Curva
de amplificacion de GFP (curva en color violeta). C y D. Curvas de melting de ORI M13 y

GFP, respectivamente.
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4.3. Transduccion de células HEK293T con los diferentes constructos
Se transdujeron las células HEK293T por la permisividad que poseen ante la infeccién
por el HSV-1 (Lin et al., 2016).

Pese a diferentes intentos y cambiando diferentes pardmetros tales como el uso de
células Vero y células fagociticas THP1, porcentajes de confluencia celular, tiempo de
exposicion de las células a los bacteridfagos, el uso de diferentes cantidades de fagos,
la combinacion de los bacteriofagos con fosfato de calcio, método de transduccion
utilizando medio de cultivo con SFB, método de spin infection y nuevas producciones
de bacteriofagos, no se observaron altas tasas de transduccion. En las mejores
condiciones se observo solo un nimero limitado de células transducidas. El vector que
presentd una mejor tasa de transduccion durante los ensayos realizados fue el
phPX458-UL29. Sin embargo, pese a las numerosas estrategias evaluadas, los

resultados no fueron reproducibles, con los fagos phPX458.

En la Figura 29, se observan las imagenes obtenidas mediante microscopia de
fluorescencia de células transducidas con el vector phPX458-UL29. Se observan
células verdes que expresan GFP que no fueron infectadas ya que no se detecto la
glicoproteina gD del HSV-1. Por otro lado, el control de células infectadas, muestra
una alta tasa de infeccion en las condiciones de estudio, por lo que sugiere que la no
infeccion de células donde se expresa GFP se debe a la presencia del sistema CRISPR-
Cas9.
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Figura 29. Imagenes obtenidas por microscopia de fluorescencia de células HEK293T
transducidas con los bacteriéfagos phPX458-UL29 e infectadas con HSV-1 MOI: 30. Las
celulas transducidas expresan fluorescencia debida a GFP, cuyo gen se encuentra
exclusivamente en los bacteriéfagos recombinantes producidos. No se detecta la glicoproteina
gD del HSV-1 en dichas células transducidas, indicando que el sistema CRISPR-Cas9 tuvo un
impacto negativo sobre la produccion de nuevas particulas de HSV-1 (cuadro blanco).

phPX458-UL29

Ctrl. mfectado

Ctrl. no infectado
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5. DISCUSION

El tratamiento de las infecciones causadas por el virus del Herpes simplex tipo 1, sigue
siendo un desafio importante a nivel mundial, debido a que: 1) el virus es capaz de
establecer infecciones latentes en células neuronales, 2) el HSV-1 expresa pocos
productos génicos durante la latencia, lo que le permite persistir en su huésped sin ser
eliminados eficazmente por el sistema inmune, y 3) ademas generan resistencia frente
a las drogas antivirales de primera eleccion, los cuales se limitan a inhibir la
replicacion viral en el ciclo litico de infeccidn y no a reducir ni eliminar virus latentes
que impulsan la reactivacion. Estas problematicas, plantean la necesidad de desarrollar
nuevos compuestos o estrategias novedosas, directas y potentes que permitan afectar
la produccion de HSV-1 infectivos y la eliminacidn de genomas latentes en modelos
in vitro e in vivo. Un enfoque novedoso actualmente estudiado es el uso de la terapia

génica basado en el sistema CRISPR-Cas9.

Si bien, se han obtenido resultados prometedores, un desafio importante en el éxito del
sistema CRISPR-Cas9 anti-HSV-1 que sigue siendo abordado, es la seleccion
adecuada del vector para transducir las células de manera segura, eficaz, eficiente y de
bajo costo. Aunque numerosos estudios se han enfocado en utilizar vectores virales
eucariotas, como los lentivirus y AAV, su uso masivo se ve obstaculizado por el
potencial inmunogénico, riesgo oncoldgico, produccion costosa y limitada capacidad
de carga por capside (Aubert et al., 2016; Chen et al., 2020; Oh et al., 2019; Roehm et
al., 2016; van Diemen et al., 2016).

Considerando estos antecedentes, en este proyecto se desarrollaron los primeros pasos
para la construccion de vectores basados en bacteridéfagos filamentosos. En esta idea,
se disefiaron tres plasmidos de expresion que codifican todos los componentes del
sistema CRISPR-Cas9 con gRNAs individuales o dobles, dirigidos a dos genes

esenciales del HSV-1.
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La funcionalidad del sistema CRISPR-Cas9 y gRNAs, fue verificada mediante un

ensayo de transfeccion de células HEK293T, infeccion con el HSV-1 y deteccion de
la gD mediante IFI. En un primer paso, se observé que la longitud de los vectores
dificultdé notoriamente la eficiencia de transfeccion celular (Figura 20). Se ha
observado que la eficiencia de transfeccion puede ser afectada por el tamarfio del ADN,
pues, a diferencia de los vectores mas grandes (de 9-15 kb), los vectores pequefios
(hasta 3,9 kb) pueden atravesar rapidamente las membranas celulares y nucleares
(Hornstein et al., 2016; Sondergaard et al., 2020).

Seguidamente, se observod que las células HEK293T fueron susceptibles a la infeccién
por el HSV-1 a una multiplicidad de infeccion (MOI) alta, y con un valor cercano al
80% de infectividad celular (Figura 21B). Es importante destacar que, la
susceptibilidad de las lineas celulares, asi como la viabilidad de las particulas virales,
cumplen un rol importante en la infectividad del HSV-1. Se ha observado que la
variabilidad en el perfil de expresion de los receptores celulares utilizados por el virus,
tendria particularmente relevancia en la MOI a utilizar, pues MOI bajas podrian ser
suficientes para mediar la infeccion en otros modelos celulares (Fu et al., 2018;
Gruenheid et al., 1993; Kalamvoki & Roizman, 2014; Kramer et al., 1988; Wyler et
al., 2019; Zheng & Su, 2017).

Al analizar el efecto de sistema CRISPR-Cas9 en células transfectadas e infectadas se
observd un patron de reduccion parcial en la expresion de la glicoproteina D del HSV-
1 al utilizar gRNAs individuales dirigidos a los genes UL29 y UL52, pero no con una
alta eficacia a las 30 h post-infeccion (Figura 21A, B). En trabajos anteriores, se
observo que a las 24 h post-infeccién, los mismos gRNAs individuales dirigidos a los
genes esenciales UL29 y UL52, fueron parcialmente eficientes para alterar la
replicacion del HSV-1 en células Vero y MRC5 (Karpov et al., 2019; van Diemen et
al., 2016).

Por otro lado, se analizo la posibilidad de aumentar la eficiencia del sistema mediante
la actividad aditiva de los gRNAs dirigidos a los genes UL29 y UL52 codificados a
partir de un mismo plasmido. A las 30 h post-infeccion, el direccionamiento

simultaneo de multiples genes no resulté en una mayor efectividad en la disminucién
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de la replicacion viral respecto al uso de gRNAs individuales (Figura 21B). Estos

resultados estan en concordancia con observaciones anteriores en células Vero, donde
a las 24 h post-infeccidn, no se observo diferencias significativas en la disminucion de
la replicacion viral entre los grupos de células tratadas con gRNAS individuales y
dobles (van Diemen et al., 2016). Mientras que, en células MRC5 se observé que el
direccionamiento simultaneo de multiples genes afectd completamente la replicacion
viral alas 24 y 72 h post-infeccion (van Diemen et al., 2016). Por otro lado, en céelulas
HEK293T infectadas con HSV-1 a MOI: 10 por 36 h, se observd un 41% de
inserciones/deleciones y probablemente la eficiencia de escision mediada por
CRISPR-Cas9 esta relacionada a las cantidades del HSV-1 (Lin et al., 2016). Estos
resultados sugieren que ademas de los tiempos evaluados, el uso de doble gRNA, y la
susceptibilidad de las lineas celulares a la infeccion, podrian tener una implicancia
para lograr el efecto de edicion génica deseado (Lin et al., 2016; van Diemen et al.,
2016).

Una vez verificada la funcionalidad del sistema en las condiciones del laboratorio, se
abordd el impacto que tendria el tamafio del plasmido PX458 y sus derivados, sobre el
empaquetamiento de los bacteriéfagos filamentosos recombinantes. Los resultados
indicaron que se logroé empaquetar eficientemente los bacteriéfagos filamentosos con
tamafno de genoma hasta 9290 pb, entre los que se incluyen phPX458 y phPX458-
UL52. Curiosamente, el empaquetamiento de los phPX458-UL29 presentd una menor
eficiencia en el empaquetamiento respecto al phPX458-UL52, con quien comparte alta
similitud y longitud gendmica. Respecto a esta observacion en los phPX458-UL29, no
se descarta el mal plegamiento de la sefial de empaquetamiento durante la produccion
de los fagos, lo cual reduciria significativamente el numero de bacteri6fagos
filamentosos recombinantes (Chasteen et al., 2006; Dotto & Zinder, 1983; Russel &
Model, 1989).

Por otro lado, se puede proponer que el tamafio del plasmido afecté completamente el
empaquetamiento de los phPX458-UL29/UL52, cuya longitud del genoma es de 9718
pb (Tabla 5). Este resultado fue diferente a lo observado recientemente por (Zhou et
al., 2020), tras reportar obtener altos titulos de bacteriofagos filamentosos

recombinantes que poseen como genoma ADN de 10 kb de longitud, sugiriendo que
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es necesario realizar més estudios para explicar los factores que pudieron influir en el

empaquetamiento de los bacteriéfagos filamentosos disefiados en este trabajo.
Ademas, nuevamente no se puede descartar un efecto sobre el plegamiento de la sefial

de empaquetamiento de los bacteriéfagos.

Posteriormente, se analizo la capacidad de los fagos recombinantes de transportar el
sistema CRISPR-Cas9 e inhibir el ciclo viral del Herpes simplex tipo 1. Se logro
transducir las células con el bacteriéfago filamentoso recombinante phPX458-UL29,
pero no con alta eficiencia. Mientras que los resultados no fueron reproducibles para
phPX458. Esta baja eficiencia de transduccion celular pudo deberse a que las
particulas de fagos no poseen tropismo intrinseco hacia células de mamiferos (Kassner
et al., 1999; Larocca et al., 1998, 1999). Sin embargo, otros autores han observado la
unién y la internalizacion celular por la ruta endolisosomal o transcitosis de los
bacteriofagos PK1A2, T4, T5, T7, SP01, SPP1y P22, lo cual sugiere que los fagos no
modificados pueden ser internalizados (Lehti et al., 2017; Nguyen et al., 2017).

Por otro lado, la evidencia sugiere que la internalizacion de los bacteri6fagos
filamentosos puede darse por diferentes vias, dependiendo del tipo celular: endocitosis
mediada por clatrina y macropinocitosis en células epiteliales (p. ej.: células HeL A,
MCF-7) y endocitosis mediada por caveolas para células endoteliales (p. ej. células
HDMEC). Por tanto, en su mayoria esto implica, que los bacteriofagos trafican
mediante la ruta endolisosémica. Se sabe que los fagos toleran amplios rangos de pH
de los endosomas tempranos, endosomas tardios y lisosomas, pero se ha reportado que
un mayor porcentaje de fagos no resisten a la degradacion por las proteasas lisosomales
y las del complejo proteosomal (Branston et al., 2013; Casey et al., 2009; Hajitou et
al., 2007; Kim et al., 2012; Lehti et al., 2017; Przystal et al., 2013; Stoneham et al.,
2012; Tian et al., 2014). Es claro que las vias de acceso Yy el trafico intracelular pueden
influir en la estabilidad de los bacteri6fagos filamentosos, sin embargo, ain no esta
bien esclarecido el mecanismo por el cual algunos fagos pueden escapar de la

degradacion en el lisosoma o proteosoma.(Kim et al., 2012).

Desde una perspectiva de la funcionalidad de los bacteriéfagos como transportadores

de material genético, la entrada del ADN al nucleo seria el siguiente paso decisivo.
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Hasta la actualidad no existen mayores antecedentes de los mecanismos de transporte

nuclear de los bacteridéfagos filamentosos ni la liberacion de la carga genética, pero, se
sabe que el ingreso al nucleo celular es un proceso afinado, que requiere de la
exposicion de un péptido sefial de localizacion nuclear (NLS) tipico de los eucariotas
(Gorlich & Mattaj, 1996; Ludtke et al., 1999). Curiosamente, esto ha sido identificado
en las proteinas terminales (TP) de los bacteriéfagos @29, Nf, PRD1, Bam35 y Cp-1,
los cuales han sido localizados en el nucleo celular (Redrejo-Rodriguez et al., 2012).
Aunque las proteinas de los bacteridéfagos filamentosos de tipo silvestre no poseen
NLS, no se descarta que el ADN del fago pueda ingresar al ndcleo durante la
desintegracion de la membrana nuclear en la division celular, probablemente sea un
evento raro, pero posible, que requiere de mayores estudios a nivel protedmico y
funcional para dilucidar este fendmeno (Grosse et al., 2006; Lehti et al., 2017; Ludtke
etal., 2002).

En conjunto, los resultados obtenidos en este proyecto y las evidencias hasta la
actualidad, sugieren que la baja eficiencia de transduccion celular observada en este
estudio, podria ser explicada por: 1) el reconocimiento e internalizacion celular 2)
secuestro de los fagos internalizados en vesiculas endociticas con la eventual
degradacion lisosomal y proteosomal y 3) el transporte y liberacién de la carga
genética al nucleo celular. Estas observaciones fueron reportadas y abordadas
mediante el uso de la tecnologia Phage display (Hajitou et al., 2006; Kassner et al.,
1999; Larocca et al., 1998; Pasqualini & Ruoslahti, 1996; Poul & Marks, 1999).

La tecnologia Phage display consiste en incorporar por medio de ingenieria genética,
péptidos y/o proteinas pequefias en las proteinas estructurales de los fagos
filamentosos (proteinas de fusion) (Smith, 1985). Las proteinas plll, pVI, pVII, pVIII
y pIX pueden ser modificadas, en funcion a la longitud del péptido o proteina que
quiere ser expuesta (Barbas et al., 1991; Gao et al., 1999; lannolo et al., 1995). En
particular, la proteina pVIIl puede acomodar establemente péptidos cortos de 6-8
aminoacidos de longitud, mientras que la proteina plll puede exponer péptidos de
longitud més largos (Barbas et al., 1991; lannolo et al., 1995).
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Mediante el uso de la tecnologia Phage display, se han realizado adaptaciones a los

fagos con el fin de promover la unién ligando-receptor que conduce a la internalizacion
de los fagos filamentosos mediante endocitosis mediada por receptor (Hart et al.,
1994). Utilizando este enfoque, para permitir la internalizacion celular in vivo e in
vitro, se han disefiado proteinas quiméricas de plll acopladas: 1) al Factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF2) de interaccion con su receptor especifico (FGFR)
(Larocca et al., 1999) al Factor de crecimiento epidérmico (EGF) de interaccion con
su receptor especifico (EGFR) (Kassner et al., 1999) 2) anticuerpos scFv anti-ErbB2
de interaccion con el receptor de crecimiento ErbB2 (Poul & Marks, 1999),
nanocuerpos especificos del receptor de crecimiento endotelial vascular 2 (VEGFR2)
(Ranjibar et al., 2018), asi como con 3) péptidos con el motivo RGD de union a
integrinas avp3, en sus diversas variantes (Choi et al., 2014; A. Donnelly et al., 2015;
Hajitou et al., 2006, 2007; Hart et al., 1994; Ivanenkov et al., 1999; Kia et al., 2012,
Kim et al., 2012; Justyna M. Przystal et al., 2013; Trepel et al., 2009). Si bien, es de
notar, que el motivo RDG4C facilita la entrada en diversos modelos celulares, ademas,
se especula que este proceso podria ocurrir en las células neuronales debido a que
también expresan las integrinas av3 (Campbell et al., 2018; Hajitou et al., 2007; Kia
et al., 2012; Przystal et al., 2019; Staquicini et al., 2019; Wu & Reddy, 2012).

Paralelamente, a las modificaciones de la plll, (Suwan et al., 2019) sugieren modificar
la pVIII (WT) para disminuir la carga negativa total de pVIII, y evitar la union
inespecifica a moléculas cargadas positivamente. Para resolver este obstaculo, han
introducido propiedades zwitterionicas en el extremo N -terminal de una rpVIII,
mediante la incorporacién de un péptido neutralizante de carga corta con la secuencia
de aminoécidos Ala — Lys — Ala — Ser (AKAS) (Suwan et al., 2019).

Seguidamente, como se ha visto, la via de degradacion endosomal-lisosomal y
proteosomal cumplen un factor critico para mejorar la entrega de genes mediados por
bacteriofagos, tal como se ha observado en tumores y células cancerigenas mantenidas
in vitro (Justyna M. Przystal et al., 2013; Stoneham et al., 2012). Un estudio sugiere
que la inhibicion de las proteinas lisosomales y las del complejo proteosomal
permitiria la estabilizacion de la particula y favoreceria el escape del fago al citoplasma
(Przystal et al., 2013; Volcy & Dewhurst, 2009). Por otro lado, esta barrera de post-
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internalizacion puede ser superada mediante la exposicion de un péptido fusogénico

enrpVII1, como por ejemplo: el péptido HSWYG (23 mer) (Midoux et al., 1998), INF7
(23 mer) (Plank et al., 1994), C1(12 mer) (Hirosue & Weber, 2006), ya que se ha visto
que estos péptidos podrian promover el escape endosomal y evitar la degradacion en
el proteosoma (Hajitou et al., 2007; Suwan et al., 2019).

El escape del fago al citoplasma, permitiria la disponibilidad del mismo para entregar
la carga genética al nGcleo. Esta idea ha sido abordada en el disefio del bacteriéfago
AAVP, que expone en la rpVI1I el péptido sefial de localizacion nuclear del virus SV40
(PKKKRKY), observandose una mayor efectividad en el transporte del bacteriofago

al ndcleo celular (Hajitou et al., 2007; Suwan et al., 2019).

Es importante destacar que, recientemente se ha publicado una idea similar a la
propuesta en este trabajo, donde se ha evaluado el uso del bacteriofago AAVP como
transportador del sistema CRISPR-Cas9 en células de adenocarcinoma de pulmoén
humano (A549), dirigido a eliminar la expresion de la proteina p53, obteniéndose
resultados satisfactorios (Zhou et al., 2020). En base a este antecedente recientemente
publicado y a lo observado en este trabajo, se sugiere evaluar a futuro algunas
estrategias, para mejorar la eficiencia de transduccion celular: 1) el fagémido,
idealmente debe poseer un tamafio menor o igual a 9290 pb, 2) eliminar la necesidad
de afadir fagos auxiliares, y en su reemplazo, utilizar una linea celular de
empaquetamiento bacteriano sin ori f1, fd o M13, que proporcione las mismas
funciones que el fago auxiliar y que favorezca el empaquetamiento de bacteriofagos
recombinantes en detrimento de los fagos auxiliares (Chasteen et al., 2006), 3) co-
transformar E. coli con vectores plasmidicos bicistrénicos sin ori f1, fd 0 M13 que
permitan la expresion en trans de proteinas recombinantes plll y pVIlI u otros del fago
M13 (Rangel et al., 2013; Suwan et al., 2019; Yero et al., 2006). 4) evaluar el uso de
phage display en la proteina plll y pVIIl. Finalmente, se sugiere evaluar el

bacteriofago resultante en células neuronales.

Respecto al phage display en plll, es de particular interés direccionar los bacteriéfagos
filamentosos hacia las células epiteliales y neuronales donde el HSV-1 establece un

ciclo litico y latente de infeccion. En base a los antecedentes, se podrian evaluar; el
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péptido RGDAC de union a la integrina avB3 (Hajitou et al., 2006, 2007; Wu & Reddy,

2012), el peptido Tetl (12 mer) que posee una alta afinidad y especificidad de unién
al trisialogangliosido (G T1b) presente en las membranas neuronales, aunque también
se encuentra en células epiteliales (Federici et al., 2006; Liu et al., 2004, 2005), la
penetratina-1 (16 mer), el cual ingresa a las células por un mecanismo independiente
del receptor y es capaz de evadir la accion degradativa de la via endocitica en diversos
tipos de células, entre ellas, las células neuronales (Derossi et al., 1996; Rangel et al.,
2012, 2013). Las secuencias nucleotidicas codificantes de estos péptidos o pequefias
proteinas, pueden ser clonadas en marco de lectura entre el gen 111y la secuencia sefial

N-terminal (Nemudraya et al., 2016).

Por otro lado, el phage display en pVIII deberia ser multifuncional, por un lado, la
exposicion del péptido fusogénico HSWYG en rpVIII, para promover el escape de la
via de degradacion endolisosémica (Midoux et al., 1998; Suwan et al., 2019), asi como
la exposicion de un péptido sefial de localizacion nuclear no candnicas o la derivada
del virus SV40 (PKKKRKYV) en la rpVIII (Kalderon et al., 1984; Kosugi et al., 2009).

Finalmente, este estudio proporciona una plataforma para el desarrollo de herramientas
innovadoras para su uso amplio en biomedicina. Tras evaluar nuevas alternativas se
podria mejorar la eficiencia global de la transduccién celular, superando la endocitosis

por direccionamiento receptor-ligando, el escape endosomal y la localizacién nuclear.
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6. CONCLUSIONES

En este trabajo se logro desarrollar los vectores tipo fagomido para la expresion de
Cas9 y gRNAs dirigidos contra el genoma del HSV-1. Pese a la dificultad de
ensamblaje del bacteriéfago phPX458-UL29/UL52, los demas fagémidos fueron
empaquetados en un porcentaje mayor al 50%. Ademas, se logré establecer un sistema
de PCR en tiempo real para la cuantificacién de fagos recombinantes que poseen en

su genoma la secuencia codificante de GFP.

Se analizo la capacidad de los fagos recombinantes de transportar el sistema CRISPR-
Cas9 e inhibir el ciclo viral del HSV-1, se ha observado que las células HEK293T
fueron transducidas con los fagos phPX458-UL29, pero en una baja eficiencia, pese a
las estrategias alternativas evaluadas. Sin embargo, las construcciones podran ser
utilizadas para generar bacteriofagos filamentosos recombinante con atributos que

permitan mejorar la eficiencia de transduccion celular utilizando el Phage Display.
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