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Resumen de la tesis que presenta Miguel Alejandro Tapia Moreno como requisito

parcial para la obtencién del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con
orientacion en Biotecnologia Marina.

Funcionalizacion y direccionamiento de particulas tipo virus del bacteriéfago P22
con actividad citocromo P450

Resumen aprobado por:

Dr. Rafael Vazquez Duhalt Dr. Rubén Dario Cadena Nava
Codirector de tesis Codirector de tesis

Se ha determinado que ciertos tipos de cancer, como lo es el cancer de mama, presentan
resistencia a los tratamientos de quimioterapia debido a una baja actividad citocromo
P450 en las células tumorales, es por eso que en el presente trabajo, como parte de la
estrategia de activacion de profarmacos, se disefaron y sintetizaron particulas tipo virus
(VLPs) del bacteri6fago P22 con actividad citocromo P450 (CYP450) e
inmunoldégicamente inertes que fueron funcionalizadas para ser reconocidas por células
de cancer cervical humano (HelLa). La metodologia consiste en encapsular moléculas de
citocromo P450 de Bacillus megaterium dentro de la capside del bacteriofago P22
expresadas heter6logamente y de manera diferencial en E. coli. Una vez purificadas, las
VLPs con actividad enzimatica se cubrieron con polietilenglicol, el cual tenia unido acido
félico en el extremo distal con el objetivo de ser reconocidas por los receptores de folato
presentes en las células cancerosas. La actividad citocromo P450 fue llevada a células
HelLa mediante la transfeccidén de las nanoparticulas P22-CYP utilizando lipofectamina,
de tal forma se pudo demostrar el potencial de las VLPs biocataliticas para su uso como
vehiculos de entrega enzimatica de importancia médica para aplicaciones clinicas. Por
otro lado, se evalué la capacidad de las VLPs funcionalizadas para ser reconocidas por
células Hela in vitro y a su vez lograr la activacién del proéfarmaco utilizado en
quimioterapia tamoxifen. Los resultados comprueban que es posible el direccionamiento
de las VLPs con actividad biocatalitica especificamente a células cancerosas mediante
la funcionalizacién quimica, se consiguié una mayor eficiencia en la activacién del
tamoxifen a una concentracion de 7 uM logrando hasta un 75% de muerte celular en
comparacion con el control en donde practicamente a dicha concentracion no se observo
muerte celular. Estas particulas tipo virus con actividad citocromo P450 que pueden ser
dirigidas a células tumorales, resultan ser atractivas para su potencial uso como
nanobiorreactores con capacidad de entrega enzimatica para aplicaciones terapéuticas
a futuro.

Palabras clave: Citocromo P450, Nanobiorreactor, Terapia de activacion de
profarmacos, Particulas tipo virus.
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Abstract of the thesis presented by Miguel Alejandro Tapia Moreno as a partial

requirement to obtain the Master degree in Life Sciences with orientation in Marine
Biotechnology.

Functionalization and delivery of bacteriophage P22 virus-like particles with
cytochrome P450 activity

Abstract approved by:

Dr. Rafael Vazquez Duhalt Dr. Rubén Dario Cadena Nava
Codirector de tesis Codirector de tesis

It is known that many types of cancer, like breast cancer, could be resistant against
chemotherapy because of a low cytchrome P450 activity in tumor cells. Hence, the aim
of this work was to design and synthesize bacteriophage P22 virus-like particles (VLPs)
with cytochrome P450 activity, immunologically inert and functionalized in order to be
recognized by Human cervix carcinoma cells (HeLa). The methodology was based on
the encapsulation of cytochrome P450 from Bacillus megaterium inside the capsid
derived from the bacteriophage P22 both heterologously expressed in E. coli. Once
purified, VLPs with enzymatic activity were covered with poliethylenglycol that was
functionalized in its distal end with folic acid in order to be recognized by folate receptors
exhibited on tumoral cells. Cytochrome P450 activity was delivered into HelLa cells by
transfection of P22-CYP nanoparticles through lipofectamine. These particular essays
provide a clear demonstration of the potential of biocatalytic VLPs vehicles as medical
relevant enzyme delivery system for clinical applications. In addition, functionalized
VLPs were evaluated for their capacity to be recognized by Hela cells in vitro and also
the ability to transform the anti-carcinogenic prodrug tamoxifen. It was demonstrated the
capacity of biocatalytic VLPs to be delivered specifically into tumoral cells by chemical
functionalization, enhancing the efficiency of tamoxifen transformation which resulted in
75% of cell death in the presence of 7 uM of the prudrug, compared with controls in
which no cell death was observed. This work provides evidence that functionalized
nanoparticles with cytochrome P450 could be delivered into tumor cells offering an
interesting platform as nanobioreactors for intracellular delivery of enzymatic activity,

Keywords: Cytochrome P450, Nanobioreactor, Enzyme prudrug therapy, Virus-like
particles.
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Capitulo 1. Introduccién

Uno de los aciertos que ha logrado la convergencia de la quimica, la biologia y las
ciencias de materiales ha sido la manipulacion y el estudio de los biomateriales a escala
nanomeétrica en por lo menos alguna de sus dimensiones, con la finalidad de generar
aplicaciones practicas (Destito et al., 2009 & Uchida et al., 2007). A partir de ello surge la
Bionanotecnologia, como una divisién de la nanotecnologia, la cual se enfoca en la
investigacion y desarrollo de nuevos materiales a escala nanométrica basados en
biomoléculas, como son los acidos nucleicos, proteinas y carbohidratos, con el fin de
desarrollar nuevos materiales y artefactos (Destito et al, 2009). Dentro de los
nanomateriales que han adquirido gran importancia en los ultimos afios son las particulas
tipo virus o VLPs (del inglés, “virus-like particles”), que gracias a su arquitectura y
caracteristicas particulares presentan un gran potencial en el area de la nanomedicina y
la ciencia de materiales (Manchester & Steinmetz, 2009). Resulta importante sefialar que
si bien se han usado de manera intensiva las particulas virales como nanoplataformas
para la produccion de vacunas (Uchida et al., 2007 & Roldao et al., 2010), su uso para el
desarrollo de nuevas tecnologias de caracter biomédico presenta grandes desafios;
como lograr la reduccién o eliminacion de la respuesta inmune durante el suministro de
los nanomateriales; asi como mejorar su efecto por medio de la extensién de su
biodisponibilidad en el cuerpo, y finalmente la funcionalizacién y el direccionamiento hacia

células o tejidos diana.

1.1 Problematica

A nivel mundial una de las enfermedades con mayor incidencia es el cancer, se estima
que afecta alrededor de 13 millones de personas anualmente y a pesar de los esfuerzos
que se realizan para abordar dicha problematica, la realidad es que aun no se ha resuelto
(Cancer Research UK, 2012). Esta enfermedad no va en descenso y recientemente se
proyecté que la incidencia del cancer aumentaria de 13.3 millones a 21.4 millones de
casos por afio entre 2010 y 2030 (Cancer Research UK, 2012 & Wild, 2012). La
quimioterapia es la estrategia terapéutica que mas se utiliza actualmente para combatir
los tumores cancerigenos, esto a pesar de los avances en el desarrollo de terapias

anticancer mas eficientes, sin embargo en muchos casos es exitosa pero no deja de tener
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efectos secundarios dramaticos que pueden llevar inclusive a la muerte (Al-Lazikani et
al., 2012).

Los medicamentos comunmente utilizados en quimioterapia son inhibidores
mitéticos, agentes alquilantes, antimetabolitos, inhibidores de la topoisomerasa y
antracenodionas (antraciclinas) que inhiben la sintesis del ADN y la mitosis, con la
finalidad de reducir la rapida proliferacion de las células. Por otro lado, uno de los grandes
problemas de estos farmacos citotoxicos utilizados en la quimioterapia es que estos no
reconocen la diferencia entre las células cancerigenas y los otros tipos de células, como
consecuencia la mayoria de dichos medicamentos ocasionan un efecto téxico para las
células sanas del cuerpo, por tanto la habilidad para controlar la entrega de farmacos y
su subsecuente liberacion en los sitios especificos aun se considera un gran reto
(Sanchez-Sanchez et al., 2014).

1.2 Particulas tipo virus (VLPs)

Los virus son entidades biolégicas que se ensamblan a partir de multiples copias de las
proteinas de la capside logrando arquitecturas con huecos precisos, los cuales en su
estado nativo, contienen como cargo su material genético, protegiéndolo del ambiente
exterior para que este pueda ser depositado dentro de una célula huésped. Tomando
ventaja de estas caracteristicas, muchas particulas virales pueden ser utilizadas y
ensamblas de tal forma que no contengan el material genético como cargo, por lo cual
no son particulas infecciosas y en efecto no tienen la capacidad de auto propagarse. De
esta manera se generan particulas que mantienen sus geometrias exactas para ser
utilizadas como andamiajes basicos para el disefio y fabricacion de materiales
nanoestructurados, concretamente contenedores proteicos que son llamados VLPs
(O’Neil et al., 2012 & Sanchez-Sanchez et al., 2014).

Las VLPs confieren excelentes ventajas para su uso en el disefio y sintesis como
nanomaterial, entre ellas destacan: i) su arquitectura altamente ordenada y su capacidad
de autoensamblarse in vitro; ii) una vez ensambladas sirven como contenedores con

huecos, capaces de encapsular cargamentos no nativos a través de procesos de
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ensamblaje directo; iii) una vez encapsulado dicho cargamento dentro de las VLPs, puede
ser protegido del ambiente externo gracias a la estabilidad de las particulas (a pH, fuerza
idnica, temperatura, etc.); iv) cuentan con grandes areas superficiales con una gran
cantidad y variedad de sitios reactivos que permiten el acoplamiento de multiples ligandos
(importantes para la funcionalizacion de las particulas); v) aunque estas estructuras
permiten la permeabilidad de moléculas pequefas, naturalmente estos contenedores
proteicos no son penetrados por enzimas proteoliticas de gran tamafo; vi) asi mismo
tienen la capacidad de internalizacion dentro de las células, y son biocompatibles y
biodegradables (Strable & Finn, 2009; Lee et al., 2009; O’Neil et al., 2012).

La compartamentalizacion es una caracteristica que define la vida, como evidencia
podemos observar que a través de membranas lipidicas los compartimentos han
evolucionado para crear entornos locales basados en su actividad, creando un epicentro
funcional especializado y altamente eficiente (O’Neil et al., 2012). Una de las razones por
las cuales estos contenedores proteicos derivados de virus han atraido un gran interés
es debido a su alto grado de ordenamiento: un numero exacto de proteinas con una
simetria cubica, gracias a dicha simetria las unidades funcionales estan presentes en
posiciones precisas (Cornelissen, 2012). Estos cuentan con tres interfaces disponibles
para ser manipuladas ya sea quimicamente o genéticamente dependiendo de la
aplicacion: la cara interna, la cara externa y la interface entre las subunidades proteicas
(Fig. 1) (Douglas & Young, 2006).

ﬂ *  Polymerization =} ﬁ e
—_—
Exterior y i ‘_ > e

P22 capsid ®‘ .
modification Z el
‘ ﬁ . Polymerization
3 . and crosslinking

Figura 1. Representacion esquematica de las interfaces internas y externas de las VLPs que pueden
ser modificadas (Modificado de Cornelissen, 2012).




En un inicio las VLPs fueron estudiadas ampliamente para su uso potencial en la
terapia génica, tratando de explotar la capacidad natural de estas particulas para
transportar material genético e integrar sus genes al genoma del hospedero (Verma &
Weitzman, 2005). Ademas de explotar dicha aplicacion en terapia génica, han adquirido
un gran auge las investigaciones enfocadas al encapsulamiento de proteinas con la
finalidad de administrar dichas moléculas como agentes terapéuticos por medio de las
VLPs. De los modelos mas utilizados han sido la encapsulacién de la proteina verde
fluorescente (GFP) y la mCherry debido a su facil deteccion (Schmidt et al., 2001; Abbing
et al., 2004; Minten et al., 2010; O’'Neil et al., 2012). A la fecha, existen algunos trabajos
en los que se han encapsulado enzimas dentro de estos contenedores, generando
nanobiorreactores con propiedades y capacidades cataliticas diferentes a sus
contrapartes sin encapsidar (Patterson et al, 2013). Como ya se menciond
anteriormente, el uso de las VLPs como vehiculos ofrece grandes ventajas, entre las mas
importantes para el transporte de proteinas terapéuticas estan su amplia capacidad de
carga y la proteccion contra la degradacion por proteasas y la funcion como barrera contra

el reconocimiento por el sistema inmune (Inoue et al., 2008 & O’Neil et al., 2013).

Existen dos retos importantes para el uso de las VLPs como nanovehiculos: a) La
reduccion de la respuesta inmune al ser introducidas al organismo. La modificaciéon
superficial con polimeros como el polietilenglicol (PEG) y poli-N-(2-hidroxipropil)
metacrilamida (poli-HPMA) tiene la finalidad de disminuir la inmunogenicidad de la
particula evitando asi su rapida eliminacién del organismo (Kreppel & Kochanek, 2008).
b) La funcionalizaciéon de las particulas es, sin duda, uno de los campos mas activos de
investigacién y que tiene como objetivo la posibilidad de entregar cargamentos a células

especificas (Cornelissen, 2012).

1.2.1 Reduccioén de la inmunogenicidad de las VLPs

Como se menciond anteriormente, uno de los compuestos mas utilizados para reducir la
inmunogenicidad en el suministro de medicamentos es el polietilenglicol (PEG), este es
un polimero anfipatico cuya estructura basica es H-(O-CH2-CH2),-OH. Esta es una
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molécula neutra no inmunogénica que puede ser sintetizada en diferentes longitudes. Es
importante resaltar su aprobacion por la Agencia Norteamericana de Alimentos y Drogas
(FDA) para su uso en cosméticos, alimentos y medicamentos. Actualmente existen
abundantes publicaciones y algunos productos farmacéuticos comerciales en donde la
unién covalente del PEG sobre moléculas reduce significativamente su antigenicidad e
inmunogenicidad, asi como incrementando su solubilidad, logrando mantener su
bioactividad in vivo (An et al., 2007; Kreppel & Kochanek, 2008; Akhtar et al., 2012; da
Silva Freitas et al., 2013).

1.2.2 Funcionalizacién y direccionamiento de VLPs a células de cancer

Uno de los campos de investigacién en medicina y farmacologia con gran futuro ha sido
el proceso llamado en inglés “drug delivery” (suministro controlado de medicamentos) el
cual tiene como finalidad el direccionamiento de biomoléculas a tejidos especificos, el
cual se describira con mayor detalle mas adelante. Se han reportado diferentes casos de
éxito, como el direccionamiento de nanoparticulas (puntos cuanticos) hacia células
cancerosas mediante la funcionalizacion con un péptido (arginina-glicina-acido aspartico)
para dirigirse y visualizar la vascularizacion de tumores, mostrando buena especificidad
y mediante una posterior pegilacion se consiguié una mejor estabilidad (Cai et al., 2006).
Asi como el suministro de manera intravenosa de fragmentos de ADN a gliomas con fines
de terapia génica utilizando la conjugaciéon de las particulas con la clorotoxina (un
polipéptido que se une especificamente a los receptores expresados en los gliomas)
logrando el acoplamiento especificamente a las células tumorales del sistema nervioso
(Huang et al., 2011).

1.3 Bacteriofago P22

Se ha estimado que de la vasta cantidad de biomasa que comprenden los virus en la
Tierra, los mas abundantes son los bacteriéfagos con cola constituidos de DNA de doble
cadena (dsDNA), este es el caso del bacteriofago P22 el cual infecta Salmonella
typhimurium (Parent et al., 2010). El ensamble in vivo del P22 involucra la co-
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polimerizacién de 420 proteinas de la capside (coat protein, CP) (producto del gen 5;
gp5b), con la ayuda de 60 a 300 copias de la proteina de andamiaje (scaffolding protein,
SP) (gp8), asi como también de algunas proteinas minoritarias (proteinas del portal y de
expulsion) (Suhanovsky et al., 2010 & Parent et al., 2010). La proteina de andamiaje (SP)
es la que dirige el ensamblaje y promueve la incorporacion de las proteinas de la capside
(CP) al centro de nucleacion logrando una nanoestructura icosaédrica de 58 nm conocida
como procapside (Fig. 2). La posterior maduracion del virus involucra el
empaquetamiento del DNA mediante las proteinas del portal al mismo tiempo que las
proteinas de andamiaje son expulsadas de la estructura (ocurre una expansion de la
capside, 63 nm); finalmente son incorporadas las proteinas de cola, dando como

resultado el virus en su forma infectiva (Teschke & Parent, 2010).
Tail Needle
(gp26)
ﬁ " i ; O Tailspike
njection proteins
ﬁﬁ(gp7 16, 20) Qﬂ m(gpg
@ . —_— Maturation
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=¥ == % wle)-
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@ il .
O Procapsid :"Ug proteins

gp4/10)
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Scaffolding Packaging Heel
protein (gp 8) (gp2/3) Mature P22

/s £ dsDNA

Figura 2. Ruta de ensamble del bacteriéfago P22 (Modificado de Teschke, 2010).

La caracteristica interesante del bacteriofago P22 es su mecanismo de
autoensamble, para obtener la nanoparticula en su estructura de procapside, tan sélo
requiere la proteina de andamiaje (para dirigir la nucleacion) y la de la capside (Sanchez-
Sanchez et al., 2014). Se ha demostrado que la proteina de capside no llega a
ensamblarse en ausencia de la proteina de andamiaje, o en su defecto por altas
concentraciones de la misma, como resultado son observadas capsides icosaédricas

T=4 y estructuras aberrantes con forma de espiral (Suhanovsky et al., 2010).

La arquitectura de la procapside es el resultado del ensamble de 71 capsémeros
constituidos por la proteina de la capside, de los cuales 60 son hexameros y 11 son
pentameros (Fig. 3A). En cuanto a la proteina de la capside, esta se encuentra formada
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por 430 aminoacidos que comprenden una masa de aproximadamente 47 kDa que a su
vez se encuentran plegados en 6 dominios distintos (Fig. 3B). De acuerdo a la
organizacion de los capsomeros, los hexameros se encuentran distorsionados,
presentando en el centro un poro con un didmetro que va de los 3 a los 4.5 nm (Thuma-
Commike et al., 1996 & Parent et al., 2010).

Figura 3. Conformacion de la estructura de la capside del bacteriofago P22. A) Modelo de
cryoreconstruccion mostrando el arreglo de 3 hexameros de la procapside. B) Capsémero
de la proteina de la capside (CP) mostrando los seis dominios (Modificados de Parent,
2010)uta de ensamble del bacteriéfago P22 (Modificado de Teschke & Parent, 2010).

1.4 Citocromos P450

Los citocromos P450 (CYPs) forman una familia grande de hemoproteinas microsomales
que catalizan muchos tipos de reacciones de oxidacion sobre sustratos enddgenos vy
exogenos. Se han identificado mas de 270 familias diferentes de CYPs, de las cuales 18
han sido identificadas en mamiferos (Huttunen et al., 2008). En general, los CYPs que
metabolizan compuestos enddégenos son muy especificos para ciertos sustratos,
mientras que los CYPs que metabolizan compuestos exégenos presentan una baja
especificidad y son capaces de transformar una gran variedad de compuestos (Huttunen
et al., 2008).

Los CYPs son hemoproteinas que catalizan una gran variedad de reacciones,
como la hidroxilacion de cadenas largas de amidas y alcoholes e igualmente la
epoxidacion de acidos grasos insaturados de cadena larga (Vidal-Limén et al., 2013). En
el caso particular de los CYPs, estos son responsables de metabolizar los compuestos

xenobidticos, por tanto estos se encargan de la detoxificacién del organismo presentando
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de igual forma un amplio rango de especificidad (Sanchez-Sanchez et al., 2014). La
importancia médica del estudio de los CYPs radica en la capacidad que tienen para
metabolizar farmacos, exhibiendo un gran potencial para su uso como proteinas
terapéuticas debido a que son los responsables de activar profarmacos, principalmente
aquellos implicados en quimioterapia y antivirales (Huttunen et al., 2008 & Sanchez-
Sanchez et al., 2014).

De manera general, los CYPs presentan similitud en cuanto a su estructura y mecanismo
general de accién, aunque algunos presentan marcadas diferencias en funciones mas
detalladas. La reaccion basica catalizada por estas enzimas es la monooxigenacion, en
donde un atomo de oxigeno es incorporado al sustrato, esta oxidacion puede realizarse
en atomos de carbono o de igual forma en heteroatomos (N, S, P, |) (Sanchez-Sanchez
et al., 2014).

1.4.1 CYP de Bacillus megaterium

La oportunidad para desarrollar sistemas enzimaticos para la detoxificacion y
biotransformacion ha logrado diversos avances, como es el caso particular del CYPBMS3.
Este es un citocromo P450 proveniente de Bacillus megaterium, ha sido ampliamente
estudiado debido a su gran estabilidad y solubilidad a diferencia de citocromos de
eucariontes. Diversas mutantes han sido generadas a partir de esta enzima con el fin de
mejorar sus propiedades cataliticas por sustratos especificos. Una de estas mutantes es
la variante CYPBM3 “21B3” la cual fue generada por Cirino y Arnold (2003), contiene
unicamente el dominio hemo e incluye la mutacion F87A asi como otras 9 substituciones
generadas por mutagénesis al azar, con esto se logré que la enzima tenga un significativo
aumento en la actividad peroxigenasa, una disminucion en la Km (constante de Michaelis)

para el peroxido de hidrogeno de la enzima original (Sanchez-Sanchez et al., 2014).

1.5 Terapia de activacion de profarmacos

La mayoria de los compuestos quimicos utilizados en quimioterapia son administrados

como profarmacos, de tal forma que deben ser activados y por tanto transformados en el
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farmaco con potencial anticarcinogénico. Esta activacion es realizada principalmente por
los citocromos de la superfamilia P450. Una gran parte de dichos profarmacos son
activados en el higado, en donde comunmente los citocromos se encuentran sobre-
expresados, mientras que en otros tejidos la expresion de los CYP varia
significativamente (Choudhary et al., 2003). Es importante hacer notar que en algunos
casos como en el cancer de mama, la actividad CYP es mucho menor en el tumor que
en las células sanas circundantes (Zhao et al, 2012). Como respuesta a esta
problematica existe lo que se conoce como terapia de activaciéon de profarmacos
utilizando enzimas exdgenas, que tiene como objetivo aumentar la concentracion local
del farmaco activo en las células tumorales, lo cual incrementaria la eficiencia del
medicamento en el tumor y reduciria la toxicidad producida por el farmaco en el resto de

las células del hospedero (Hetch & Wazman, 2000 & Sanchez-Sanchez et al., 2014).

La terapia de activacion de profarmacos antes descrita se lleva a cabo en dos
pasos; en el primero, la enzima exdgena debe ser dirigida a las células de interés y
acumularse en el sitio para posteriormente, en un segundo paso, administrar el
profarmaco (ya sea de manera dirigida o sistémica), activandose selectivamente en las
células blanco (Al-Lazikani et al., 2012). A grandes rasgos, se han propuesto dos métodos
para llevar a cabo el suministro de la enzima capaz de activar el profarmaco a las células
de interés: mediante el suministro de genes que codifican las enzimas activadoras,
conocido por sus siglas en inglés como GDEPT (gene-directed enzyme prodrug therapy)
(Xu & McLeod, 2001 & Dachs et al., 2005); y la terapia basada en anticuerpos, conocida
como ADEPT (antibody-directed enzyme prodrug therapy) (Niculescu-Duvaz & Springer,
1997 & Francis et al., 2002).

Debido a lo anterior, el presente proyecto propone como una alternativa
terapéutica, el desarrollo y produccién de VLPs estables capaces de contener estas
enzimas terapéuticas y que sean reconocidas por las células tumorales con el objetivo

de utilizarlos como nanobiorreactores para la activacién de profarmacos.
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Capitulo 2. Hipotesis y Objetivos

2.1 Hipétesis

Las moléculas de la variante del citocromo P450 de Bacillus megaterium encapsuladas
en procapsides del bacteriéfago P22, recubiertas con polietilenglicol y funcionalizadas
con acido félico seran reconocidas especificamente por células cancerosas. Ademas

tendran la capacidad de activar el profarmaco tamoxifen utilizado en quimioterapia.

2.2 Objetivo principal

Disefar, producir y caracterizar particulas tipo virus (VLPs) del bacteriofago P22 con
actividad citocromo P450 para su uso como nanobiorreactores para la activacion de
profarmacos y que sean inmunolégicamente inertes, ademas de ser reconocidas

especificamente por células cancerosas.

2.2.1 Objetivos particulares

* Produccion de VLPs del bacteriéfago P22 que contengan el CYPBM3 en su interior
mediante la expresion diferencial en células electrocompetentes de E. coli BL21
DE3.

+ Disefio de una estrategia eficiente de purificacién de VLPs P22-CYP.

* Reducir la inmunogenicidad de las VLPs P22-CYP mediante la pegilacion.

» Insercidn y evaluacion de la actividad de los nanobiorreactores dentro de células

cancerosas Hel.a.

» Direccionamiento de las VLPs P22-CYP in vitro hacia células cancerosas de la

linea celular HeLa mediante la funcionalizacién con acido félico.
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» Estudio de muerte celular de células cancerosas Hela direccionadas con VLPs
P22-CYP funcionalizadas.
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Capitulo 3. Materiales y métodos

3.1 Plasmidos (Anexo 1)

e pBAD CYP-SP (resistente a ampicilina, promotor araBAD, inducible por arabinosa,
gen que codifica para el CYPBM3 “21B3” fusionado a SP141-303, un fragmento de
la proteina de andamiaje del bacteriofago P22. Suministrado por la Dra. Lorena

Sanchez quien lo clond y expreso previamente.

e pRSF CP P22 (resistencia a kanamicina, promotor T7, inducible por IPTG, gen
que codifica para la proteina de la capside del bacteriéfago P22). Suministrado por

el Dr. Trevor Douglas, Indiana University.

3.2 Cepas

e Escherichia coli BL21 DE3 pLysS (contiene el gen de la T7 RNA polimerasa
controlado por el promotor lacUVS5 en su DNA cromosomal y el gen lisozima T7 en
el plasmido pLysS). Suministrado por la M. en C. Viviana Cabanillas, Unidad de
Desarrollo Biomédico CICESE.

3.3 Expresion diferencial del CYPBM3-SP y CP P22

Los plasmidos pBAD CYP-SP y pRSF CP P22 (30 ng de cada uno) se electroporaron en
50 pL de células competentes BL21 DE3 pLysS. Al final de 1 hora de recuperacién, 10
ML de células fueron plaqueadas en cajas de LB con ampicilina y kanamicina y fueron
crecidas por 16 h a 37°C. Se realizd un screening para obtener la clona que fuera
inducible por IPTG y L-arabinosa y que presentara altos niveles de expresion,
corroborado mediante la separacién de las proteinas en un gel SDS-PAGE al 12%, que

se corrio a 20 mA y se tifié con InstantBlue (Expedeon, Cambridge, UK).

Se expreso primero la proteina CYP-SP para posteriormente expresar la proteina

de la capside CP. Se llevé a cabo 1 L de cultivo, se tomaron 10 mL de un precultivo de la
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cepa transformada para inocular el cultivo de medio TB (Terrific Broth) con ampicilina y
kanamicina suplementado con 0.5 mM de tiamina y elementos traza. Se dejo crecer a 35
°C a 150 rpm durante 7 h. En este punto se indujo la expresién de la proteina CYP-SP
adicionando 0.125% de L-arabinosa y 1 mM de acido aminolevulinico. Se dejaron crecer
los cultivos por 16 h mas a 30 °C a 120 rpm. Finalmente se indujo la expresién de la CP

adicionando 0.3 mM de IPTG y se crecieron los cultivos por 3 h mas a 30 °C y 150 rpm.

Al término de la induccién los cultivos se centrifugaron en frio a 3840 x g por 10
min, se resuspendieron las células en amortiguador de lisis (50 mM Na2HPO4, 100 mM
NaCl, pH 7.6) y se sonicé la muestra. Se centrifugé a 12000 g por 30 min a 4 °C y se

recupero el sobrenadante.

3.4 Purificacion de VLPs P22-CYP

La purificacion de las capsides del P22 que contienen citocromo como cargo se realizé
mediante un esquema de dos pasos: ultracentrifugacién y posteriormente una

cromatografia por filtracion en gel.

Una vez recuperado el sobrenadante (aproximadamente 100 mL por litro de
cultivo) proveniente de la lisis celular, se ultracentrifugd utilizando un colchon de
sacarosa al 35% (5 mL) preparado en amortiguador PBS (50 mM Na2HPO4, 25 mM NaCl,
pH 7). La ultracentrifugacion se llevo a cabo a 215,000 g (42 240 rpm) durante 1 h a 4°C
utilizando el rotor de angulo fijo 50.2 Ti Beckman Coulter, Inc. (Optima XPN-100
Ultracentrifuge, Beckman Coulter). Se eliminé el sobrenadante y se resuspendio el pellet

en amortiguador PBS (aproximadamente 2.5 mL) utilizando agitacion leve y constante.

Posteriormente la muestra se centrifugé a 12000 x g por 15 min a 4 °C (remocién
de agregados) y se carg6 en una columna de filtracion en gel HiPrep 16/60 Sephacryl S-
500 HR (GE Healthcare) utilizando un flujo de 1 ml/min de amortiguador PBS en el equipo
AKTA prime plus (GE Healthcare). La cromatografia tuvo una duracion de 125 min. Las
fracciones correspondientes a la elucion de las capsides correctamente ensambladas
(con un pico maximo alrededor de los 59 min) fueron colectadas y posteriormente
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concentradas por medio de una ultracentrifugacién (sin colchén de sacarosa) a 215,000
gdurante 1 h a4 °C. Se elimind el sobrenadante y se resuspendio el pellet de capsides

en 100 mM Tris-HCI pH 8 utilizando agitacion leve y constante a 4 °C.

Una vez resuspendidas las capsides virales se analizaron mediante el microscopio
electronico de transmisiéon (TEM). Para esto se utilizd la técnica de tincion negativa,
colocando las VLPs P22-CYP en una rejilla de cobre de 400 mesh, cubiertas con una
pelicula fina de carbon, durante dos minutos. Posteriormente, se retird el exceso de la
muestra con papel filtro (Whatman No.4) y se realizé la tincion negativamente con acetato
de uranilo al 2% durante un minuto. Las observaciones fueron analizadas con un
microscopio electronico de transmision JEOL JEM-2010 (JEOL Ltd., Peabody, MA, USA).

3.4.1 Perfil de desensamble de VLPs P22-CYP

Se utilizé el protocolo de desensamble de la capside del bacteriéfago MS2 reportado por
Glasgow et al. (2012) con ciertas modificaciones. Una muestra de 10 mg/mL de VLPs en
buffer Tris-HCI pH 8 es mezclada con acido acético glacial frio a una concentracién final
de 66% de acido. La mezcla es incubada en hielo por 30 min, posteriormente es cargada

en un gel de agarosa al 1% bajo un voltaje constante de 40V a 4 °C durante dos horas.

3.5 Determinacion de la concentracion y actividad CYP de VLPs P22-
CYP

Se realizd un ensayo de unién a CO, el cual es especifico para los citocromos P450. El
CO tiene una gran afinidad por el hierro presente en el CYP, en su forma reducida (Fe?),
dicha union forma un complejo que produce un espectro con un maximo de absorcion a
450 nm. A través de dicho ensayo es posible determinar la integridad del CYP, ya que la
pérdida en la actividad del CYP esta asociada a una pérdida en la banda a 450 nm
(Guengerich et al., 2009). Tomando como referencia el protocolo descrito por Guengerich
et al., 2009, se procedié a diluir 200 pL de las VLPs P22-CYP en 2 mL de buffer Tris-HCI
pH 8 y el volumen se dividi6 en cantidades iguales en dos celdas de plastico,

posteriormente se tomdé una celda como blanco (linea base) en un espectrofotometro
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Perkin-Elmer haciendo un barrido de 400 a 500 nm. Se removié la celda muestra del
equipo y se realizdé un burbujeo lento de CO dentro de la celda con una pipeta Pasteur
insertada al fondo de la misma. El flujo de CO se regul6 a alrededor de 60 burbujas por
min. EI CO se produjo al poner a reaccionar acido férmico con &acido sulfurico.
Posteriormente, se afiadio a ambas celdas alrededor de 1 mg de ditionita de sodio y se
disolvié el compuesto por inversidn. Finalmente, se realizé la lectura de las muestras
haciendo un barrido de 400 a 500 nm varias veces hasta que la banda de absorcion a
450 nm no cambio (aproximadamente 35 minutos). Se anotaron las absorbancias a 450
y 490. Se utilizd un €450 = 0.091 nM cm™.

A(Absy,s0 — Absyg0)
0.091

[CYP] = X dilucion = uM P450

Se probo la actividad de las capsides P22 con CYP encapsulado utilizando como
sustrato el 2,6-dimetoxifenol (2,6-DMF) a 500 uM y el H202 como aceptor de electrones.
La determinacion de actividad se realizé con una concentracion final de 5 mM de peréxido
de hidrégeno. Para la determinacion de la cantidad de la enzima encapsulada que se
utilizé para el ensayo, se realizd el método concentracion por unién a CO, especifico para
CYPs. La actividad catalitica fue monitoreada espectrofotométricamente a 468 nm (£468
= 14800 M-'cm') usando un espectrofotdémetro Agilent 8453 UV-Vis. Las constantes
cataliticas se obtuvieron por medio del programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software,

Inc.).

3.6 Lipofeccion de VLPs P22-CYP en la linea celular de carcinoma
cervical humano (HelLa)

Se utilizé la linea celular HeLa proveniente de carcinoma cervical humano. Los cultivos
celulares se mantuvieron en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado
al 10% con suero fetal bovino (FBS), 100 pg/mL de estreptomicina, 100 U/mL de

penicilina y 2 mM de L-glutamina. Los cultivos se mantuvieron en atmdsfera humeda a
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37 °C y con un contenido de CO2 del 5%. La linea celular fue subcultivada por
tripsinizacion cada 2 dias, de forma de mantener una confluencia menor o igual a 70%.
Todas las lineas celulares que se utilizaron fueron de un margen de tiempo que no superé

los 12 pases o ciclos de cultivo.

Para la lipofeccién se utilizaron 2.5 x 10° células HelLa por cada muestra en cajas
Petri de 35 mm con fondo de vidrio (MatTek, 35 mm glass bottom dishes No. 15) en medio
DMEM después de 12 hrs a 37°C y 5% de COz2 para permitir su adhesion. Se realizaron
dos tratamientos utilizando dos concentraciones diferentes de VLPs, 1.57 x 10"y 3.14 x
10", Para cada tratamiento en tubos separados se afiadieron: las VLPs en 100 uL de
medio DMEM; por otro lado 3 y 6 uL, por cada tratamiento respectivamente, de
lipofectamina 2000 (Life Technologies) en 100 uL de medio DMEM,; se incubaron por 15
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se mezclaron las VLPs y la
lipofectamina de acuerdo a cada tratamiento, dejando incubar por 30 minutos a
temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se afiadié cada uno
de los tratamientos a las placas que contienen las células, una por tratamiento, se dejaron
incubar por 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se agregé medio DMEM a
cada placay se incubo por 4 horas a 37°C y 5% de CO2. Una vez transcurrido este tiempo,
se retird el medio y se lavo con PBS (NaCl 120 mM, KCI 2.7 mM y buffer fosfato 10mM
y pH 7.4) y se incub6 en medio DMEM por 12 hrs a 37°C y 5% de CO..

3.7 Ensayo de actividad citocromo P450 en células HelLa lipofectadas
con VLPs P22-CYP

La actividad citocromo P450 se determind utilizando 7-benciloxiy-4-(trifluorometil)
coumarina (BFC, Invitrogen), una vez que las células fueron lipofectadas con las VLPs
P22-CYP. El medio de las placas con las células lipofectadas fue removido, y se agrego
BFC para una concentracién final de 2 mM diluido en medio completo y se dejé incubando
por 30 minutos a 37°C y 5% de COz, al final se cambid por medio fresco. Posteriormente,
se afiadié H202 hasta una concentracion final de 3 mM y se dejo incubando por 10
minutos a 37°C y 5% de CO2. Se removio el medio y se lavd con PBS, y al final se agrego

medio fresco y se incubd durante 2 horas a 37°C y 5% de COa.
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Por ultimo, se retird el medio y se agregdé 1 mL de solucion fijadora (formaldehido

al 4% diluido en PBS) y se incub6 por 10 minutos en frio y en oscuridad. Una vez
transcurrido el tiempo de fijacion, se retiro el fijador y se lavo en dos ocasiones con PBS.
Se agregd 1 mL de solucion de permeabilizacion (Triton 0.5% en PBS) y se incub6 por
15 minutos en frio y en oscuridad. Posteriormente, se removid la solucion de
permeabilizacidén, se agregd DAPI y se incubd por 10 min en agitacién constante a
temperatura ambiente. Finalmente, se retiré el DAPI y se realizaron cinco lavados con
PBS de 1 min por lavado, y al término de los lavados las muestras se mantuvieron en la

solucion de PBS y a 4°C bajo oscuridad.

En cuanto a la placa control, esta se proces6 de igual forma que es descrito
anteriormente con la excepcién de que las células no fueron lipofectadas con las VLPs
P22-CYP. Todas las muestras se analizaron utilizando el microscopio confocal Olympus
FluoView FV1000 (Olympus, Japan).

3.8 Pegilacion de VLPs P22-CYP

Se realizé la modificacion de la superficie de las VLPs utilizando un polietilenglicol
funcionalizado con acido fdlico, el cual por el otro extremo contiene un éster de
succinimida (Acido félico-PEGsoo-NHS) obtenido de Nanocs Inc. (New York, NY). La
reaccion se llevo a cabo a pH 8 con un exceso de 5 en base molar a los aminos libres de
la capside a temperatura ambiente. La comprobacion de las VLPs pegiladas fue realizada
mediante una cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) con una columna Zorbax
GF-250 (Agilent, 0.94 x 25 cm, 4 um), el equilibrio y la fase de elucion se realizaron con

agua destilada.

3.9 Ensayo de citotoxicidad en células HelLa

Se llevaron a cabo ensayos de citotoxicidad para evaluar la sensibilidad de las células
HelLa al tamoxifen, el cual es activado por los nanobiorreactores. Con el fin de comparar

las respuestas tanto para VLPs P22-CYP pegiladas y no pegiladas, se realizaron
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paralelamente dos bloques de mediciones; en el primero, las VLPs P22-CYP no
pegiladas fueron lipofectadas segun el método anteriormente descrito; en el segundo, las
VLPs P22-CYP pegiladas y funcionalizadas fueron direccionadas hacia los receptores de
folato presentes en las células HelLa. Para ambos bloques se emplearon 3.14 x 10"
VLPs. Una vez que las células fueron lipofectadas o direccionadas, se sembraron en
placas de 96 pozos a una densidad de 10,000 céulas por pozo y por triplicado para cada
tratamiento en 100 pL de medio DMEM, e incubadas durante toda la noche. Al dia
siguiente, se adicion6é 3 mM de H20: a las céulas y se incubaron por 10 minutos a 37 °C
y 5% de COz, se removio el medio y se lavé con PBS,. Al final las células fueron tratadas
con 0.007, 0.015, 0.031, 0.062, 0.125, 0.25, 0.5 y 1 mM de tamoxifen diluido en medio
fresco y se incubaron toda la noche a 37°C y 5% de CO2. Cumplido el tiempo de
tratamiento, se adicionaron 100 yL de MTT (Sigma Chemical Co., St. Louis) en
concentracion 0.5 mg/mL en cada pozo con medio sin suplementar. Las células fueron
incubadas durante 4 horas a 37 °C y 5% de COa. Al final del periédo de incubacion se
elimind el sobrenadante y se adicioné isopropanol acidificado con HCI 0.05 N. Para la
lectura de las placas de cultivo, se midié la absorbancia a 570 nm para el muestreo y a
690 nm como longitud de onda de referencia por medio del espectrofotometro (Mutiskan
GO; Thermo Scientific, USA).

3.10 Evaluacion de la estabilidad frente a degradacion por proteasas

Los ensayos de protedlisis se llevaron a cabo utilizando como muestras la enzima
CYPBMS3 libre, VLPs P22-CYP y las VLPs P22-CYP pegiladas y funcionalizadas con
acido félico. Las tres muestras fueron tratadas con 100 U de tripsina, incubando por 148
horas a 37°C. Al termino del tiempo se tomo6 una alicuota de la muestra y se midio la
actividad residual en buffer 100 mM Tris-HCI pH 8 utilizando como sustrato 500 uM de

2,6-DMF e iniciando la reaccion con 5 mM de H202.
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Capitulo 4. Resultados y Discusion

4.1 Obtencidn de clonas para la produccion de VLPs P22-CYP

Para llevar a cabo la encapsulacién del citocromo CYPBM3 dentro de la capside del
bacteridfago P22 in vivo, se selecciond la cepa Escherichia coliBL21 DE3 pLysS la cual
contiene la T7 RNA polimerasa capaz de reconocer el promotor T7 presente en la

proteinas de la capside CP.

Se realiz6 una electroporacion utilizando ambos plasmidos (pBAD CYP-SP y
pRSF CP P22) al término de este paso las células fueron depositadas en cajas con medio
LB adicionadas con ampicilina y kanamicina. Una vez formadas las colonias, se realizé
un screening para seleccionar una clona capaz de sobreexpresar ambas proteinas. Para
esta exploracion se pusieron precultivos de 9 colonias en medio LB adicionado con
ambas resistencias, posteriormente se tomaron 250 uL de los precultivos (excepto uno
para utilizarlo como control) para inocular medio fresco LB adicionado con ambas
resistencias en dos esquemas diferentes; el primer grupo afadiendo 0.5 mM de IPTG
para la induccién de la proteina de la capside CP (Fig. 4A), en el segundo grupo
afiadiendo 0.125% de L-arabinosa (Fig. 4B).
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Figura 4. SDS-PAGE al 12% de 8 clonas BL21 DE3 pLysS pBAD CYP-SP + pRSF CP P22, clona 4
control sin inductor, MP = marcador de peso molecular (Precision Standard 250 kDa, Bio-
Rad Labs). A) Induccién con 0.5 mM IPTG. B) Induccién con 0.125% L-arabinosa.

Como se puede observar en la figura 4B, existe una expresién basal de la proteina
de la capside (46.6 kDa) lo cual sugiere realizar un ajuste en la induccién afadiendo
cloranfenicol al medio para activar la represién de T7 RNA polimerasa y asi evitar la
sobreexpresion de la proteina de la capside ya que como se ha descrito en trabajos
previos, la expresion temprana de la proteina de la capside ocasiona una mayor
proporcion de especies aberrantes. De acuerdo a este ensayo, se seleccionaron las
clonas 1 y 6 ya que como se puede observar en la figura 4, estas presentan

aparentemente una menor expresion basal de la proteina de la capside.
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4.2 Expresion diferencial para la encapsulacioén in vivo del CYPBM3 en
capsides P22

Como se ha detallado anteriormente, los genes fueron clonados en distintos vectores
(pBAD-CYPBM3-SP y pRSF-CP P22) para poder realizar la induccion de los genes de
manera diferencial. En este caso, el gen que codifica para el CYP-SP fue expresado

primero y posteriormente se realizé la induccion del gen de la proteina de la capside.

La expresion diferencial se inicié utilizando un precultivo de la clona 6 para inocular

1 L de medio TB en un esquema de induccién representado en la figura 5.

35 9C, 150 rpm 302eC, 120 rpm 30 eC, 150 rpm
L 7 hr 1 16 hr 1 3 hr .
| T 1
Inoculacidn 10 mL/L 0.125% L-arabinosa 0.3 mM IPTG Obtencidn de
Medio TB + antibidticos 1 mM acido aminolevulinico pellet celular
(Amp200 y Km50) mediante
0.5 mM Tiamina centrifugacidn

Elementos traza

Figura 5. Esquema de induccion para la encapsulacion in vivo CYP-SP en P22.

Una vez realizada la inoculacion con el precultivo de la clona seleccionada, se expresa
primero el CYP fusionado a la SP truncada (Unicamente el dominio C-terminal) utilizando
la arabinosa como inductor del gen y el acido aminolevulinico necesario para la sintesis
del grupo hemo. Una vez realizada la induccién del CYP-SP se procede con la expresion
de la proteina de la capside utilizando IPTG como inductor, de esta manera se espera
obtener una mayor proporcién de capsides correctamente ensambladas, debido a
probablemente a una relacion CYP-SP/CP mas adecuada, como lo senala Lorena

Sanchez en un trabajo previo.

Cabe sefalar que al contrario del trabajo previo en donde se dividia el litro de
medio en 4 matraces de 250 mL, en esta ocasion mediante este esquema se pudo
obtener una mayor cantidad del pellet celular, aproximadamente 13 g, empleando un solo

matraz capaz de contener el litro de cultivo.
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4.3 Purificacion de VLPs P22-CYP

Una vez realizada la sonicacion del pellet celular procedente de la expresion diferencial,
se llevo a cabo la purificacién en dos pasos. La facilidad de este método involucra
ultracentrifugacion y cromatografia de filtracion en gel, que resulta en una alta pureza
segun el trabajo previo, y por consiguiente se logra una ventaja importante para la

produccion de las VLPs derivadas del bacteriofago P22.

En cuanto al primer paso que es la ultracentrifugacién con el colchén de sacarosa,
fue llevado a cabo a 215,000 x g y los pellets fueron resuspendidos en frio con PBS y en
agitacion constate, logrando asi aproximadamente 14 mL una vez realizada una
centrifugacion a 12,000 x g para remover agregados. Cabe sefalar que hasta este paso
ya nos permite observar el grado de pureza de las VLPs con citocromo en su interior,

como se puede observar mediante un gel SDS-PAGE al 12% (Fig. 6, carril 9).

CYP-SP
(71.5 kDa)

Cp
(46.6 kDa)

Figura 6. SDS-PAGE al 12% con muestras de expresion y primer paso de purificacién. Carriles 1=
Control positivo de capside P22, 2= Control positivo de CYP-SP, 3= Control negativo sin
induccién, 4= Muestra de 23 hr de expresion, 5= Muestra de 26 hr de expresién, 6=
Muestra del pellet celular al término de la expresion, MP= Marcador de peso molecular
(Precision Standard 250 kDa, Bio-Rad Labs), 7= Sobrenadante una vez realizada la
sonicacion, 8= Sobrenadante de la ultracentrifugacion, 9= Pellet de la ultracentrifugacion.
Las muestras 1-6 son de 1 mL de extractos crudos, la muestra 7 es a partir de 15 pyL del
sobrenadante, la muestra 8 de 30 pL y la muestra 9 de 5 pL
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Como se puede observar en el carril 3 de la figura 6, existe una expresioén basal

de la proteina de la capside, lo cual plantea una posible reduccion mediante la adicion de
cloranfenicol al medio de cultivo de modo que promueva la transcripcion de la lisozima
(debido al plasmido pLysS de la cepa) y esta a su vez inhiba la expresion basal de la
proteina de la capside mediante el atrapamiento de la T7 RNA polimerasa. Los carriles
del 1-6 son provenientes de muestras de 1 mL de extractos crudos, es por ello que se

observa un barrido en el gel.

Con base en el SDS-PAGE de la figura 6, se realizé6 una cuantificacion de las
bandas mediante densitometria utilizando el software Imaged (NIH); como control para la
proteina de la capside el carril 1, correspondiente a la induccion unicamente con IPTG;
como control para la proteina CYP-SP el carril 2, correspondiente a la induccion con L-
arabinosa (Fig. 7). En los carriles 4-6 pareciera que la proteina CYP-SP podria no estar
siendo expresada, sin embargo esto no sucede, ya que como podemos observar en el
carril 7 (correspondiente al sobrenadante después de la sonicacion) la proporcidon de
CP:CYP-SP es de 2.3:1, lo cual sugiere que el déficit en la cuantificacion podria deberse
al barrido observado en el gel, recordando que dichas muestras proceden de extractos
crudos (Fig. 6), y no asi por la inexistencia de la proteina. En cuanto al carril 9,
correspondiente a la resuspension una vez realizada la ultracentrifugacion, la relaciéon
CP:CYP-SP es de 2.2:1, esto sugiere una pérdida minima en la proporcién de proteina

que conforman las VLPs una vez que se inicia la purificacion.



24

VLPs P22-CYP

B CYP-SP
g B CPP22
& -
[4)
(1’4
©
©
S
T
c
[¢}]
(=]
0- T

Figura 7. Grafica que muestra la densidad relativa mediante densitometria utilizando el software
ImagedJ.

Una vez resuspendidos los pellets provenientes de la ultracentrifugaciéon, se
procedié al segundo paso de la purificacion, el cual consiste en una cromatografia de
filtracion en gel. Se llevé a cabo durante un tiempo de elucién promedio de 125 minutos
mediante buffer PBS, inyectando 2 mL por corrida. En el trabajo previo de Lorena
Sanchez ya se ha identificado que la proporcidén de capsides correctamente ensambladas
eluyen alrededor de los 65 min y las especies aberrantes a los 45 min, en el presente
trabajo se encontré un pico maximo alrededor de los 59 min aparentemente perteneciente
a capsides correctamente ensambladas y un pico a los 48 min aparentemente de

especies aberrantes (Fig. 8).
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Figura 8. A. Cromatograma de filtracion en gel por FPLC. Las estructuras correctamente
ensambladas eluyen alrededor de los 59 min; las estructuras aberrantes eluyen alrededor
de los 47 min. La elucién de proteinas fue monitoreada a A=280nm, B. Gel SDS-PAGE al
12% con muestras representativas de las fracciones colectadas mediante FPLC.

Se colectaron 3 grupos de fracciones: en el primer grupo se colectaron de la 44-
50; en el segundo de la 51-66; y en el tercero del 67-89. Estos grupos de fracciones se
concentraron mediante ultracentrifugacion a 215,000 x g a 4°C por 1 hr., y resuspendidos
en frio en buffer Tris-HCI pH 8 en agitacion leve y constante. Posteriormente, las muestras
se analizaron por TEM para corroborar el grupo de fracciones que contenga la mayor

proporcion de VLPs correctamente ensambladas.

Por otro lado, cuando la temperatura de induccién para la proteina de andamiaje
variaba hasta seis grados mas de la requerida, se observd un incremento en la expresion
basal de la proteina de la capside. Debido a lo anterior, mediante de una cromatografia
de filtracion en gel se pudo observar un perfil que sehalaba una mayor proporcion de

VLPs aberrantes bajo los mismos parametros de purificacion (Fig. 9). Estas
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observaciones son semejantes a lo descrito por O’Neil et al. en 2013, en donde se reporta
que una excesiva expresion basal de la proteina de la capside logra ensamblarse

tempranamente en corazas abiertas y aberrantes.
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Figura 9. Cromatograma de filtracion en gel por FPLC. Mayor proporcion de estructuras aberrantes
las cuales eluyen alrededor de los 47 min. La elucidon de proteinas fue monitoreada a
A=280nm.

4.3.1 Perfil de desensamble de VLPs P22-CYP

Una vez concentradas las VLPs se procedi6 a realizar un perfil de desensamble para
determinar su correcta formacion. Utilizando el protocolo modificado de Glasgow et al
(2012), se observd mediante un gel de agarosa al 1% que las muestras con dicho
tratamiento permanecen en el carril sin movimiento electroforético alguno (Fig. 10;
carriles 2, 4 y 6), y no asi para las muestras sin tratamiento (Fig. 10; carriles 1, 3 y 5).

Como se puede observar en la muestra control de VLPs correctamente formadas (carril
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5), se presenta una migracion definida sin un aparente barrido. Por otro lado, las muestras
concentradas una vez realizada la purificacion (carriles 1 y 3) presentan un barrido

definido lo cual podria indicar que existen poblaciones diferentes de VLPs.

1 2 3 4 5 6

+

Figura 10. Perfil de desensamble en gel de agarosa al 1%. 1) VLPs control diluciéon 1:10 con
tratamiento y 2) sin tratamiento; 3) VLPs dilucién 1:20 con tratamiento y 4) sin tratamiento;
5) VLPs dilucién 1:10 con tratamiento y 6) sin tratamiento El gel de electroforesis se
realizo utilizando una corriente de 40V a 4 °C durante dos horas tefiido con Instant Blue.

Con base en lo observado en los perfiles de desensamble, se procedid a
discriminar las VLPs correctamente formadas mediante geles de electroforesis una vez
obtenidas las fracciones por FPLC. Se corrieron diversas muestras pertenecientes a las
fracciones en un gel de agarosa al 1%, una vez que se logré la separacion se
seleccionaron las fracciones 67 a 100 debido a las observaciones antes descritas,

finalmente se procedio a su concentracidon por ultracentrifugacién (Fig. 11).
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Figura 11. Gel de agarosa al 1% para la determinacion de VLPs correctamente ensambladas. Los
numero corresponden al niumero de fraccién obtenida mediante FPLC. La muestra (*)
corresponde a un control negativo perteneciente a una fraccion del sobrenadante una vez
realizada la purificacion por ultracentrifugacion. El gel de electroforesis se realiz6
utilizando una corriente de 40V a 4 °C durante dos horas tefiido con Instant Blue.

Una vez concentradas las fracciones, se procedié a realizar un gel SDS-PAGE al
12% para observar la presencia de las proteinas que conforman las VLPs y de esta forma
confirmar el éxito de la purificacién. Las muestras que se cargaron en el gel fueron el
producto de diversas diluciones, desde 1:20 hasta 1:50 mostrando una alta proporcion
de las proteinas tanto de la capside (CP = 46.6 kDa) como del citocromo (CYP-SP =71.5
kDa) (Fig. 12).

CYP-SP
(71.5

Cp

(46.6 WD s

Figura 12. Gel SDS-PAGE al 12% que muestra las proteinas que conforman las VLPs una vez
concentradas. Los carriles 1 al 7 son diluciones 1:20, 1:25, 1:30, 1:35, 1:40, 1:45 y 1:50;
MP = marcador de peso molecular; carril 8: el control positivo de VLPs.
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Para el analisis cuantitativo de la concentracion de las VLPs P22-CYP, se evalu6

por densitometria tomando como referencia mediciones de absorbancia a 280 nm de la
proteina total con NanoDrop 2000c (Thermo Scientific Inc., USA), bajo el supuesto de
que en cada una de las diluciones la propocion de proteina de la capside y la del
citocromo fusionada a la de andamiaje siempre es igual en una misma poblacioén o lote
de purificacion. La concentracion se estimoé en 44.77 mg/mL de proteina total; donde 7.19
mg/mL 6 99.88 uM corresponden al citocromo fusionado a la proteina de andamiaje; y
37.57 mg/mL u 806.43 pM es la concentracion correspondiente a la proteina de la

capside.

4.3.2 Analisis de las VLPs por medio de TEM

Utilizando la tincidon negativa con acetato de uranilo, las muestras colectadas fueron
analizadas mediante microscopia electronica de transmision. Mediante esta técnica de
tincion, caracterizada por una distribucion preferencialmente de contorno de las VLPs
P22-CYP, permitid observar con buen detalle su morfologia icosaédrica casi esférica
propia de las particulas tipo virus. De igual forma, pudo observarse como efectivamente
estan totalmente llenas con las moléculas de citocromos P450 en su interior. Las
dimensiones de las particulas y las imagenes respectivas se obtuvieron mediante el
software Imaged (U.S. National Institutes of Health), de esta forma se determiné el
diametro promedio de las VLPs P22-CYP, calculado como la media geométrica de dos
mediciones ortogonales. Estos nanobiorreactores cuentan con un tamafno parcialmente
homogéneo, igualmente observados en el perfil de desensamble, con un diametro de
53.8 (5) nm (Fig. 13).
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Figura 13. Nanobiorreactores P22-CYP vistos al TEM ( 200,000 V, 15,000X). Tincién negativa con
acetato de uranilo. Diametro promedio de 53.8 (+5) nm. Barra de escala = 100 nm.

4.4 Determinaciéon de la concentracion y actividad CYP450 de VLPs
P22-CYP

A pesar de que bajo el esquema de expresién diferencial se obtiene una gran cantidad
de VLPs, existe una alta proporcion de estructuras aberrantes, que como se explico
anteriormente esto se ha debido a la fuga en la expresion de la proteina de la capside, la
cual sucede en una fase prematura al autoensamble. Sin embargo, la proporcién de
citocromo activo dentro de las VLPs, obtenido por la relacién de la concentracion
mediante el ensayo de CO entre la encontrada por el ensayo de densitometria, es del
32% (Tabla 1), lo cual es consistente con lo reportado por Sanchez-Sanchez et al., 2014.

Tabla 1. Concentraciones de CYP encapsuladas en VLPs P22.

Concentracion de CYP por Concentracion de CYP por Relacién de la concentracion
densitometria-Abs2so (UM) ensayo de CO (uM) CO/densitometria-Abs2so
99.88 31.99 0.32

Una vez determinada la proporcion de citocromo activo dentro de las VLPs, se
midio la actividad del mismo. Con base en los parametros cinéticos utilizando el 2,6-DMF
y H202, 500 uM y 5 mM respectivamente, como sustratos reportados por Sanchez-
Sanchez et al., 2014, lecturas tomadas a 468 nm a temperatura ambiente utilizando el



31
espectrofotometro PerkinElmer. Se comprobd que las VLPs P22-CYP son cataliticamente

activas.

VLPs P22-CYP

0.4- 500 uM 2,6-DMF y 5 mM H,0,

0.3+
0.2+

0.1+

Absorbancia 468 nm

OC ] 1 1 ] | |
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Figura 14. Grafica de actividad de VLPs P22-CYP. En base a los parametros cinéticos reportado por
Sanchez-Sanchez et al., 2014 para el sustrato 2,6-DMF con 5mM H.O. monitoreada a 468
nm.

La actividad de los nanobiorreactores es de 0.0194 (+ 0.001) U/mL bajo las
condiciones previamente determinadas, tomando en cuenta la cantidad de VLPs P22-
CYP que se utilizaron para el ensayo, esto equivale a 1,746 (£ 93) moléculas de sustrato

transformadas por minuto por nanobiorreactor.

4.5 Lipofeccion de VLPs P22-CYP en células HeLa y evaluacion de
actividad citocromo P450

La lipofeccion es un método comunmente utilizado para la transfeccion de material
genético a células, en donde la forma de conocer que ha sido exitosa la insercion es
mediante métodos de seleccion basados en antibidticos, expresion de proteinas
fluorescentes, etc. Sin embargo, para evaluar el éxito de la lipofeccién de las VLPs P22-

CYP en células HelLa se optd por realizar un ensayo de actividad citocromo P450
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mediante el uso del BFC como sustrato para el citocromo contenido en el interior de las
VLPs.

El BFC es oxidado por el CYP450 utilizando el peréxido de hidrégeno como
aceptor de electrones produciendo el HFC que es un compuesto fluorescente. Las
muestras de células HelLa control y lipofectadas (3.14 x 10"" VLPs P22-CYP) fueron
analizadas por microscopia de fluorescencia utilizando un microscopio confocal invertido
Olympus FluoView FV1000 (Olympus, Japan); ajustado con un laser de ion de argon con
un filtro para GFP, a longitudes de onda de 488 nm de excitacion y a 510-550 nm de
emision; un laser de diodo 405 con un filtro para DAPI a 330-385 nm de excitacion y 420
nm de emision, con el objetivo de observar una diferencia en la fluorescencia debido a la

presencia del HFC.

Ambas muestras fueron tefiidas con DAPI para identificar el nucleo celular, el cual
es marcado con “n” (Fig. 15A y D). En las células control, al no haber sido lipofectadas
con las VLPs, la fluorescencia observada es explicada por la actividad de los citocromos
endégenos, sefialado con flechas se encuentra localizada la presencia del HFC en la
region citoplasmica de las células (Fig. 15B); de igual forma se puede apreciar en la
superposicion de ambas fluorescencias (Fig. 15C). En células Hela lipofectadas con
VLPs P22-CYP se observa un incremento en la fluorescencia en comparacién con el
control, esto puede ser explicado por la suma de la actividad citocromo endégena mas la
actividad CYP450 proporcionada por las VLPs (Fig. 15E). Es evidente la delimitacion del
nucleo en la imagen superpuesta de ambas fluorescencias asi como la notoria presencia

del HFC en la region citoplasmica (Fig. 15F).
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Figura 15. Ensayo de actividad citocromo P450 en la linea celular de carcinoma de cérvix humano (HeLa). Tenidos con DAPI y sefialados con
“n” se muestran los nucleos de las células HeLa. en paneles A y D. La actividad CYP endégena sobre el sustrato BFC es visualizada
en las células HeLa como se observa en el panel B. El incremento en la actividad CYP de las VLPs P22-CYP lipofectadas en las células
HelLa es mostrado en el panel E. La oxidacion del BFC que da como producto el reactivo fluorescente HFC, es localizado en la region
citoplasmatica de la célula (flechas). El traslape del DAPI y el HFC claramente muestran la actividad CYP en el citoplasma de las
células Hela (flechas), paneles C y F. La barra de la escala representa 20 ym. Las células fueron visualizadas con un objetivo plan
apocromatico de inmersion en aceite 63x (DIC), 1.4 N.A. (Tomado de Sanchez-Sanchez et al., 2015).
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Las evidencias senalan que es posible introducir VLPs del bacteriéfago P22 con
actividad citocromo P450 en células HeLa mediante lipofeccion. Es importante realizar
estas pruebas en lineas de cancer de mama MDA-MB-231 bajo la misma metodologia,
recordando que es uno de los objetivos de este trabajo y tomando en cuenta que se ha
reportado una disminucion en la expresion de citocromos en este tipo de cancer, se

esperaria una menor respuesta enddgena en el ensayo de actividad con el BFC.

4.6 Pegilacion de VLPs P22-CYP

La pegilacion de las capsides se llevo a cabo mediante la utilizacion de un polietilenglicol
funcionalizado con &cido félico por uno de sus extremos (Acido félico-PEG5000-NHS) el
cual fue obtenido de Nanocs Inc. (New York, NY). De forma general, el PEG
funcionalizado se hizo reaccionar con grupos amino libres presentes en la superficie
externa de la capside, para esto se procedié a contabilizar las lisinas presentes en los
capsomeros del bacteriéfago P22. La estructura del capsémero se obtuvo del Banco de
Datos de Proteinas (PDB: 31YI) y se visualiz6 mediante el software PyMOL (ver Anexo
2), de esta forma se pudieron contabilizar 2,556 lisinas en la cara externa de la superficie

la capside.

Inicialmente fue necesario aplicarle a la muestra un cambio de buffer mediante
dialisis con PBS, debido a que se encontraba en un buffer Tris y este ultimo puede
ocasionar conjugados con el polietilenglicol resultando en una baja eficiencia de
funcionalizacion de las VLPs. Una vez realizado el cambio de buffer, la reaccion se
efectud utilizando una muestra de VLPs a una concentracion de 17.3 mg/ml que contenia
un total aproximado de 6.73 x 10'3 capsides, tomando en cuenta un exceso del PEGsooo
funcionalizado de 5 en base molar al nUmero de lisinas previamente calculadas, 7.15 mg
se hicieron reaccionar con la solucién de VLPs en buffer de fosfatos, pH 8. La reaccion

se realizd a temperatura ambiente con agitacion durante 2 h.

La pegilaciéon se monitre6 en una cromatografia de permeacion en gel (Fig. 16).
Los cromatogramas muestran que antes de la pegilacion se obtiene un pico

correspoendiente a a particulas de un solo peso molecula. Después de la modificacion
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de la superficie de las capsides con PEG se obtiene particulas con mayor peso molecular,

indicando una modificacion efectiva.
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Figura 16. Cromatograma de exclusién molecular para determinacion de VLPs P22-CYP pegiladas
y funcionalizadas. A. VLPs P22-CYP no pegiladas, presentan un tiempo de retencion 6.2
minutos. B. VLPs P22-CYP pegiladas y funcionalizadas con acido félico, presentan un
tiempo de retencion de 3.5 minutos, observandose diversas poblaciones, incluyendo el
pico a los 6.2 min que indica la presencia de capsides no pegiladas. Columna Zorbax G-
250 a un flujo de 0.5 ml/min utilizando agua como fase movil.

4.6.1 Evaluacion de la actividad de VLPs P22-CYP PEG-AF

Se evaluod la capacidad catalitica de las VLPs P22-CYP una vez realizada la pegilacion
(Fig. 17). A pesar de que si se encontr6 cataliticamente activo el citocromo al interior de
las capsides una vez realizada la pegilacion, se observa una disminucién de la misma en
comparacion de las VLPs no pegiladas y el CYPBM3 “21B3” libre. La disminucion

observada podria ser debido a que el recubrimiento ocasionado por las cadenas de
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polietilenglicol sobre la superficie de la capside impiden o hacen mas complicado la

difusion del sustrato hacia el interior del nanobiorreactor, lo cual aparentemente ya es

observado este efecto en las VLPs no pegiladas.

Actividad CYP P450
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Figura 17. Gréafica de actividad CYP P450. Mediciones en base a los parametros cinéticos reportado
por Sanchez-Sanchez et al., 2014 para el sustrato 2,6-DMF con 5 mM H20. monitoreada a

468 nm.

La actividad se midié de la forma descrita anteriormente, para las lecturas se tomé

un cantidad similar en base a la cantidad de citocromo, y disminuye cuando el citocromo

se encuentra en el interior de las VLPs, mas aun cuando las capsides son pegiladas

(Tabla 2).

Tabla 2. Actividad CYP P450 para enzima libre y encapsulada en VLPs P22 pegiladas y no pegiladas.

Muestra

AAbsiss/min

Actividad
especifica (U/mg)

Actividad (moléculas de sustrato
transformado/min*capside)

CYPBMS “21B3” libre

0.546 (+ 0.002)

0.0133 (+ 0.001)

VLPs P22-CYP

0.286 (+ 0.015)

0.007 (+ 1x109)

1,746 (+ 93)

VLPs P22-CYP PEG-AF

0.206 (+ 0.024)

0.005 (+1x10%9)

1,292 (+ 149)
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4.6.2 Analisis de las VLPs pegiladas por medio de TEM

Las muestras colectadas fueron analizadas mediante microscopia electronica de
transmision mediante la técnica de tincion negativa con acetato de uranilo, la cual se
describio anteriormente (Fig. 18). Mediante esta técnica de tincion fue posible observar
como el acetato de uranilo difunde con mayor facilidad dentro de las VLPs P22-CYP no
pegiladas (Fig. 18B) ya que existe un menor impedimento a través de los poros de la
capside logrando con esto una proyeccion mas oscura al interior de los
nanobiorreactores, no asi para las VLPs pegiladas y funcionalizadas donde puede verse
como el acetato de uranilo no difunde con facilidad y por tanto el interior de las capsides

pegiladas resulta de un color mayormente claro (Fig. 18A).

A pesar que bajo la resolucion de las imagenes tomadas del TEM no es facil
distinguir las cadenas de polietilenglicol en la superficie de las capsides, se puede
interpretar que todas estas cadenas envolviendo la superficie casi en su totalidad afectan
el flujo de moléculas a través de los poros del nanobiorreactor, de igual forma como es
explicada la disminucion en la actividad de las VLPs pegiladas. Las dimensiones de las
particulas y las imagenes respectivas se obtuvieron mediante el software ImagedJ (U.S.
National Institutes of Health), asi se determin6 el didametro promedio de ambas VLPs,
calculado como la media geométrica de dos mediciones ortogonales. Estos
nanobiorreactores cuentan con un tamafo parcialmente homogéneo para ambos con un
diametro de 54 nm (x4.4) (Fig. 18).
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Figura 18. Nanobiorreactores P22-CYP vistos al TEM ( 200,000 V, 15,000X). A. VLPs P22-CYP PEG-
AF. B. VLPs P22-CYP. Tincion negativa con acetato de uranilo. Diametro promedio de 54
nm. Barra de escala = 100 nm.

4.7 Ensayo de citotoxicidad en células HelLa

Células tumorales Hela fueron transfectadas por medio de lipofeccion con las capsides
biocataliticas. Una vez trasnfectadas se evalud la sensibilidad de las células HelLa a
diferentes concetraciones de tamoxifen (Fig. 19). Este profarmaco es activado por las
VLPs. En las células control en presencia de tamoxifen a concentraciones de 15 uM se
oberva una supervivencia del 100% mientras que a concentraciones por arriba de 31 yM
se presenta una muerte celular del 53%. Para el caso de las VLPs P22-CYP que fueron
lipofectadas se observa claramente una mayor inhibicién en la proliferacion celular en
comparacién a las células control; sin embargo, estos resultados son similares para el
caso de las células que fueron tratadas unicamente con lipofectamina. Lo anterior
comprueba el grado de toxicidad que presenta la lipofectamina para las células, lo cual
ya se ha reportado en diferentes trabajos (Zhong, 2008; Jones, 2013). Es por esto que la
muerte celular observada en la muestra lipofectada con VLPs P22-CYP esta relacionada
al efecto toxico ocasionado por la lipofectamina y no propiamente por el hecho de las
VLPs. Estos resultados son una prueba de que el uso de la lipofectamina para la

transfeccion celular (al menos en células HelLa) no es una estrategia eficiente, esta
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estrategia causa un dafo celular y por tanto no es una metodologia viable al menos para

su uso en la transfeccion de VLPs P22-CYP.

Ensayo de Citotoxicidad
100

-o- Control HelLa
-m~ VLPs + Lipo 2000
=+ Control Lipo 2000

Supervicencia (%)
3
[]

c || || ||
A N <

Concentracién de Tamoxifen (uM)

Figura 19. Ensayo de citotoxicidad mediante la activaciéon de tamoxifen utilizando VLPs P22-CYP

lipofectadas en células HelLa.

Para eliminar el efecto de la lipofeccién, capsides biocataliticas funcionalizadas
con acido folico fueron usadas para la transfeccién de las células tumorales (Fig. 20). El
acido folico es reconocido por receptores especificos que inducen a la intrenalizacién de
las capsides (REF). En este se observa una supervivencia del 29% a la concentracion de
tamoxifen mas baja del ensayo, a 7 uM. Esto nos indica que el direccionamiento de las
VLPs hacia los receptores de folato presentes en las células es exitoso. Para estos
nanobiorreactores funcionalizados, a concentraciones por debajo de 31 uM de tamoxifen
la inhibicidon de proliferacién celular es practicamente del 0%, en comparacion con el

control que es del 53%.
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Figura 20. Ensayo de citotoxicidad mediante la activacion de tamoxifen utilizando VLPs P22-CYP
PEG-AF.

Los resultados senalan dos aspectos importantes: primero, el uso de lipofectamina
como herramienta para la entrega de VLPs no es viable como estrategia de activacion de
préfarmacos, ya que a pesar de que si se logra llevar la actividad enzimatica a las células
lipofectadas el costo en el dafio celular es alto (al menos para células Hela), por otro
lado cabe recordar que esta estrategia no es selectiva. El segundo aspecto importante
es que la funcionalizacién de VLPs P22-CYP es una estrategia prometedora para su uso
en terapias de activacion de profarmacos, aunque para este trabajo el direccionamiento
de las VLPs fue parcialmente selectivo, esto debido a que los receptores de folato estan
presentes en todas las células pero sobreexpresados en células tumorales, como es el
caso de células HelLa (Weitman et al., 1992; Toffoli et al., 1997; Sudimack & Lee, 2000;
Saul et al, 2003; Yang et al, 2009), la evidencia sefiala que es posible el
direccionamiento de nanobiorreactores cataliticamete activos a células tumorales. Mas
alla de lo observado en este trabajo, es conveniente realizar pruebas en células tumorales
de mama, donde se ha visto una menor expresion de actividad citocromo P450, asi como

también ensayos de inmunogenicidad de los nanobiorreactores funcionalizados.
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4.8 Evaluacion de estabilidad frente a proteasas

Si bien es cierto que anteriormente la caracterizacion de la estabilidad de las VLPs P22-
CYP incluida la degradacion por proteasas ya fue realizada por Sanchez-Sanchez et al.,
2014, en esta ocasion el ensayo contemplaria las VLPs pegiladas, con esto
determinariamos si la pegilacién conferia aun mas el grado de proteccion que
anteriormente ya se ha reportado para estas VLPs P22-CYP, o por otro lado, haria mas

susceptible su degradacion.

Es bien conocida la capacidad que tienen los virus para resguardar el material que
almacenan en su interior, y en particular la facultad del P22 para retener la actividad del
citocromo frente a la tripsina. En este esayo se opt6 por prolongar el tratamiento con
tripsina hasta 148 horas y a 37°C. Se midio la actividad al inicio del tiempo de incubacién;
al cabo de 148 horas la enzima encapsulada en las VLPs tanto pegiladas como no
pegiladas retiene toda la actividad (100%); mientras que el CYP libre unicamente
mantiene el 31% de su capacidad para transformar el sustrato (Fig. 21). Con esto se
confirma que la proteccidn que confiere la capside del bacteriéfago P22 es una ventaja
para el uso practico de las VLPs como nanobiorreactores, de esta manera se prolongaria

el tiempo de vida media en el cuerpo en terapias de activacion de profarmacos.

Ensayo con Tripsina 100 U/mg 37 °C

150~
= CYPBM3

W VLPsP22-CYP
1004 W VLPs P22-CYP PEG-AF
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50+

0 A48 0 148 g 148

Tiempo (horas)

Figura 21. Estabilidad del CYP BM3 libre y encapsulado en P22 (VLPs sin modificar y VLPs PEG-
AF) en presencia de tripsina (100U). La actividad CYP fue medida con el sustrato 2,6-DMF
y5 mM de H;0..
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Pensando en esto ultimo, resulta de vital importancia dicha proteccion
especialmente en terapias contra cancer, debido a que se sabe de la sobrexpresion de
proteasas extracelulares en microambientes tumorales, como es el caso de las
metaloproteasas de la matriz extracelular (Klein & Buschoff, 2011). Estas proteasas en
particular, promueven el crecimiento de las células cancerosas, la invasion de tejidos,
angiogeénesis y migracion, entre otros (Coussens & Werb, 2002; Borgono et al., 2004,
Choi et al., 2012)).
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Capitulo 5. Conclusiones

La produccién de particulas tipo virus del bacteriéfago P22 que llevan como cargo el
CYPBM3 “21B3” fue exitosa mediante el esquema de expresion diferencial, logrando
rendimientos de aproximadamente 150 mg de VLPs. Se confirmo la alta capacidad de
carga en comparacion a la utilizacién del virus CCMV segun el trabajo previo (Sanchez-
Sanchez et al., 2014) una mayor estabilidad ante la de gradacion por proteasas, inclusive
aquellas VLPs pegiladas y funcionalizadas, asi como también la retencién de la actividad
catalitica; estas caracteristicas son evidencias importantes para la aplicacién potencial

de los nanobiorreactores como agentes terapéuticos.

Estructuralmente, las VLPs pegiladas y funcionalizadas no presentan cambios
dramaticos, sin embargo es posible indentificar aquellas VLPs modificadas mediante
TEM. Por otro lado, las VLPs modificadas presentaron una menor actividad catalitica que
las no modificadas, esto puede inferirse porque las cadenas de polietilenglicol se pliegan
de manera que no permiten con facilidad el acceso del sustrato a través de los poros de

la capside.

Si bien es cierto que la lipofectamina resulta ser toxica para las células, se pudo
observar que es posible lipofectar los nanobiorreactores con actividad citocromo P450 a
células tumorales. Sin embargo, la funcionalizacion de los nanobiorreactores resulta ser
una mejor alternativa, por lo que se pudo comprobar que es posible dirigir los
nanobiorreactores a los receptores de folato presentes en células HelLa, manteniéndose
la actividad a pesar de la modificacion de las capsides logrando asi la muerte celular a

bajas dosis del profarmaco tamoxifen.

Las evidencias sefalan que la funcionalizacién es un paso fundamental para el
direccionamiento y suministro de actividad enzimatica a células tumorales, esto marca un
gran logro y un paso adelante en lo referente a las terapias de activacion de profarmacos

para el tratamiento de cancer.
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Capitulo 6. Perspectivas

En un futuro se podria intentar obtener una nueva clona capaz de retener el plasmido
pLysS, el cual otorgaria un mayor control en la expresion basal de la proteina de la
capside y al mismo tiempo lograr altos rendimientos de VLPs al final de la purificacion.
Por otro lado, el uso del peroxido de hidrogeno como sustrato resulta toxico para las
células incluso a concentraciones bajas, por tanto, pensando en desarrollar una terapia
para la activacién de profarmacos in situ, es fundamental disefiar una estrategia capaz
de proveer dicho sustrato en las concentraciones minimas requeridas y dentro del mismo
nanobiorreactor, creado asi un sistema autosuficiente dentro de la célula tumoral, esto
podria lograrse al encapsidar a la glucosa oxidasa dentro de las VLPs P22-CYP de tal
forma que al metabolizar la glucosa, dicha enzima produzca el peroxido de hidrégeno

necesario para la activacion del citocromo.

Por ultimo seria conveniente extender los estudios a otros tipos de células
tumorales, como es el caso de células de cancer de mama. Actualmente la pegilacién es
un método ampliamente utilizado debido a las ventajas que confiere respecto a la
reduccion de la inmunogenicidad, sin embargo, es conveniente realizar estudios que

comprueben que esto es igualmente valido para la pegilacién de los nanobiorreactores.
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Abstract

Background: The intracellular delivery of enzymes for therapeutic use has a promising future for the treatment of
several diseases such as genetic disorders and cancer. Virus-like particles offer an interesting platform for enzymatic
delivery to targeted cells because of their great cargo capacity and the enhancement of the biocatalyst stability
towards several factors important in the practical application of these nanoparticles.

Results: We have designed a nano-bioreactor based on the encapsulation of a cytochrome P450 (CYP) inside the
capsid derived from the bacteriophage P22. An enhanced peroxigenase, CYPBM3, was selected as a model enzyme
because of its potential in enzyme prodrug therapy. A total of 109 enzymes per capsid were encapsulated with a 70 %
retention of activity for cytochromes with the correct incorporation of the heme cofactor. Upon encapsulation, the
stability of the enzyme towards protease degradation and acidic pH was increased. Cytochrome P450 activity was
delivered into Human cervix carcinoma cells via transfecting P22-CYP nanoparticles with lipofectamine.

Conclusion: This work provides a clear demonstration of the potential of biocatalytic virus-like particles as medical
relevant enzymatic delivery vehicles for clinical applications.

Keywords: Enzymatic delivery, Cytochrome P450, Virus-like particles, Nanobioreactor, Enzyme produg therapy

Background

The therapeutic use of enzymes is a fast growing field
that is the focus of extensive research from several
groups and pharmaceutical companies worldwide. The
interest in this class of biopharmaceuticals has dramati-
cally increased and it is changing the way several diseases
will be treated, since their mode of action involves highly
specific and efficient catalysts. Therapeutic enzymes
have been proposed to treat several illnesses including
genetic diseases, infectious diseases and cancer [1-3]. A
great proportion of the enzymes that are already in use
work extracellularly; nevertheless to efficiently treat the
above mentioned diseases, in particular genetic disor-
ders and cancer, enzymes have to be internalized within
the cell to reach their therapeutic target. Two significant
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therapeutic approaches based on enzymes have been
proposed. In Enzyme Replacement Therapy (ERT) [4—6]
an enzyme is exogenously provided to replace a missing
enzyme, while in Enzyme Prodrug Therapy (EPT) [7-9]
an enzyme capable of activating a pro-drug into its active
metabolites is delivered. In both of these therapies there
is a need for suitable vehicles to deliver these therapeutic
enzymes intracellularly to targeted cells, while avoiding
rapid inactivation and elimination from the body [10].
Virus-like particles (VLPs) offer an interesting plat-
form as potential therapeutic agents for such intracellular
delivery of enzymatic activity for several reasons includ-
ing their ability to load and transport significant quanti-
ties of enzymes, their intrinsic capacity to protect their
cargo and the ease with which they can be chemically and
genetically modified [11]. Until now the encapsulation of
enzymes inside VLPs has been useful to study biocataly-
sis in confined environments. Sequestration of enzymes
within these vehicles can lead to high internal concentra-
tions of cargo, in the mM range, difficult to reach with
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enzymes free in solution. Additionally, with the confine-
ment of enzymes inside these viral nanoparticles, new
features are generated in the resulting nanoreactor, such
as improvements in stability towards temperature or pro-
tease degradation [12-18].

One of the most well studied VLPs is the one derived
from the bacteriophage P22. It is a 58 nm icosahedral
capsid composed of 420 coat proteins (CP) that assem-
bles with the aid of 60-300 scaffold proteins (SP) [19]. It
has been used to encapsulate several enzymes with high
cargo density [15—-18]. The strategy used to incorporate
the enzymes into the interior of the P22 capsid requires
genetically fusing the desired enzyme to the N-terminus
of a truncated form of the scaffold protein, which is still
capable of interacting non-covalently with the interior of
CP and directing capsid assembly [20].

The aim of the work presented here was to encapsulate
a cytochrome P450 (CYP), which belongs to a family of
medically and industrially important enzymes, to cre-
ate a nanovehicle with high catalytic activity. The vari-
ant “21B3” of CYPBM3 from Bacillus megaterium, with
improved peroxigenase activity [21], was used as a model
of this family of enzymes since it is stable and soluble in
aqueous media, and it can be produced in large quan-
tities, in contrast to human CYPs. Moreover, several
mutants of this CYPBM3 have been generated which
facilitate the enzymatic transformation of non-natural
substrates such as pesticides [22], polycyclic aromatic
hydrocarbons [23], and drugs [24], suggesting potential
environmental and pharmaceutical applications. Interest-
ingly, in a previous report we found that CYPBM3 “21B3”
was able to transform the potential prodrug resveratrol
as well as the anti-carcinogenic prodrug tamoxifen, one
of the most commonly used drugs to treat breast cancer,
into their clinically active metabolites [25].

Results and discussion
The P22 coat protein (CP) and the CYPBM3-scaffold
fusion protein (CYP-SP) were heterologously expressed

Page 2 of 10

in E. coli. Two different strategies for the in vivo assembly
of the VLPs with encapsulated enzyme were used; simul-
taneous expression of the coat protein and CYP-SP, and
differential expression of the enzyme and CP. In the lat-
ter, a two-vector approach exploited the use of different
inducers to drive first the expression of CYP-SP, allowing
maturation of the enzyme, and then initiation of encap-
sulation by inducing expression of the CP. Correctly sized
capsids with cargo were produced using both approaches;
however, the proportion of active cytochrome was much
higher when the genes were differentially expressed
(Table 1). We were able to quantify the concentration of
active enzyme inside the capsids estimating the amount
of CYP able to form the carbon monoxide-heme Fe!l
complex, which produces an absorbance spectrum with a
maximum wavelength at 450 nm [26]. On the other hand,
the total protein was estimated from the absorbance at
280 nm and multiangle light scattering data (see below).
By these means we were able to distinguish between cata-
lytically active CYP and non-active enzyme. The maxi-
mum theoretical number of encapsulated CYPs (3.3 nm
hydrodynamic radius) per P22 particle, based on volume,
is around 180 enzymes. Co-expression showed the high-
est CYP loading, near this maximum number, but with a
lower percentage of active enzyme. The fast interaction of
the CYP polypeptide chain with the CP could be affecting
the integrity of the enzyme as showed by the large pro-
portion of inactive enzyme (93 %).

Differential expression was performed using two differ-
ent strategies. In the first case, 0.2 % L-arabinose was used
to induce expression from the CYP-SP gene and 0.5 mM
IPTG to induce the CP gene expression. In the second
case, 0.125 % L-arabinose was used to induce expression
of the CYP-SP gene and 0.3 mM IPTG to induce the CP
gene. By lowering the concentration of inducers we were
able to increase the percentage of active CYP without sig-
nificantly affecting the amount of encapsulated enzyme
per capsid (Table 1). Thus, in the differential expression
strategy the number of active enzymes per capsid could

Table 1 Comparison between expression systems for the encapsulation of CYPBM3 inside P22

Expression system (plasmids) CYP/capsid? Total CYP® Active CYP % active CYP?
Abs,g, (M) CO assay* (uM) (CO/Abs,g,)

Co-expression (pETDuet) 156.0 (£0.4) 1235 92 7

Differential expression 1 (pBAD + pRSF) 129.5 (£0.1) 1353 318 23

Differential expression 2 (pBAD + pRSF) 109.7 (£2.8) 123.7 429 35

? Determined by Eq. 1

b Total CYP determined using an extinction coefficient at 280 nm assuming a molar extinction coefficient e,g, = 44,920 M~' cm™" for coat protein and
€580 = 52,830 M~" cm™" for CYP-SP (theoretically calculated using ProtParam, Gasteiger, 2005). The concentration of protein was calculated using the Lambert-Beer

equation, Abs; = Cep.ecpl + Coypsp.cypspl as described previously [15]

¢ Active CYP determined by the formation of CO-CYP complex in reducing medium with a extinction coefficient of g,5, = 0.091 nM~'cm ™' [26]

9 Active/total CYP ratio expressed in percentage
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be improved by tuning expression parameters, such as
induction time and concentration of inducers.

In order to determine if all CYP molecules were
expressed as holoenzymes, and explain the signifi-
cant difference in concentration values encountered by
absorbance at 280 and the CO assay, the iron concen-
tration present in encapsulated CYPs was determined
by Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry
(ICP-MS). Samples from the second differential expres-
sion strategy showed a complete incorporation of iron-
heme cofactor (CYP:Fe molar proportion of 1:1) in all
encapsulated CYPs, in which only 35 % were observed
to be active by the carbon monoxide binding assay.
This suggests that the other two-thirds of encapsulated
enzyme could be trapped as misfolded intermediates
where the iron of the heme group is bound, but in an
incorrect coordination state [27]. This could be due to
the fast interaction of CYP-SP with the CP, disrupting
the CYP folding before the correct incorporation of the
heme prosthetic group, as supported by the low propor-
tion of active CYP found in the co-expression strategy
(Table 1).

The biocatalytic VLP preparations, with the highest
proportion of active CYP, corresponding to the second
strategy (differential expression) were further character-
ized structurally and kinetically. VLPs were produced in
high yields of 120 mg of P22-CYP VLPs per liter of cul-
ture, and were easily purified. Highly monodisperse VLP
preparations were obtained, with an average VLP diam-
eter of 53.6 &+ 0.2 nm as determined by HPLC-MALS-
RI. The amount of encapsulated CYP per capsid was
109.7 + 2.8 CYP molecules per particle as determined by
HPLC-size exclusion chromatography coupled to in-line
multi-angle laser light scattering (MALS) and refractive
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index (RI) detectors (Fig. 1a). As confirmed by TEM, the
nanoparticles are quasi-spherical and well structured,
suggesting that the packaging of the enzyme did not
have any repercussions on the assembly of the P22 capsid
(Fig. 1b).

Compared to other recently designed nanovehi-
cles for enzyme intracellular delivery, P22-CYP VLPs
showed a higher enzyme content of 40 % (w/w) of the
total nanoparticle weight, demonstrating a higher pay-
load capacity, compared to 16.7 % in a superoxide dis-
mutase-mesoporous silica nanoparticle system [28] and
15 % in a nanoparticle formed by the conjugation of
pB-galactosidase with enhanced green fluorescent protein
[29].

The catalytic constants for the encapsulated and free
CYPBM3 were determined (Table 2). For both prepara-
tions, only the catalytically active enzyme was considered
for the k , and K, calculations. The catalytic constants
are apparent since we could not reach the saturation
concentration of peroxide. The enzyme was rapidly inac-
tivated in the presence of high concentrations of hydro-
gen peroxide (>60 mM), as previously reported [21]. In
addition, at such high peroxide concentrations, substrate
oxidation seems to be affected by a possible Fenton-like
reaction (data not shown).

Encapsulated CYP showed a 70 % catalytic rate (k)
compared to that found with the free enzyme, while its
affinity constant (Kj,) for hydrogen peroxide was slightly
higher when compared to the free enzyme. Thus, the
catalytic efficiency (k./Ky,) found for the encapsulated
enzyme is around half of the free enzyme. The diffusion
coeflicients of P22-CYP VLPs and free CYP were calcu-
lated according to [30] using a hydrodynamic radius of
26.8 nm and 3.3 nm, respectively. The resulting diffusion
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Table 2 Apparent catalytic constants for free and encapsu-
lated CYPBM3

k¢ (min~") Km (H,0,) (mM) Keat/Km
(min~"mM~")
p22-CYP 507.9 (£37.1) 25.2(£4.2) 20.1
Free CYP 720.5 (+£27.8) 185 (£1.8) 389

@ The reaction mixture contained a catalytic saturating concentration of 500 uM
2,6-DMP

coefficients were 8.06 x 107> m* s™! for P22-CYP and
6.55 x 10~ m? s~ for the free enzyme.

The decrease in catalytic activity of encapsulated
enzymes has been reported for other VLP-enzyme systems
[13, 15, 17, 31], and has been mainly attributed to diffu-
sional problems and to a decrease in the structural flex-
ibility of enzymes as a result of a highly crowded space.
The diffusion rate of substrates through VLP pores could
affect their transformation rates. It depends on several fac-
tors such as the hydrodynamic radius of the substrates, the
pore diameter and the electrostatic environment around
the capsid pores, as well as the degree of obstruction of the
pores by the cargo enzyme. Comellas-Aragones et al. [12]
showed a diffusion time increase of almost three orders
of magnitude for rhodamine when it had to pass through
the 2 nm pores present in CCMV capsids, when compared
to the substrate diffusion time in distilled water. Another
limiting factor related to mass transfer phenomena is the
decrease, by one order of magnitude, of the diffusion coef-
ficient of P22-CYP compared to the free enzyme. This
likely affects the rate of collisions between enzyme and
substrate molecules influencing the kinetics.

On the other hand, the high degree of confinement
found inside the capsids, in our case M, = 3.14 mM
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(capsid internal volume of 5.8 x 1072° L), could restrict
the conformational changes needed to perform catalysis.
It is well known for this particular CYP that the F and
G helices undergo important structural motion while
executing catalysis [32] that could be impaired by the
high degree of confinement. A decrease in activity using
other immobilization materials, such as sol-gel matrices
and DEAE resins, has also been reported for the heme
domain of CYPBM3 as well for the whole protein [33, 34]
suggesting that this enzyme is sensitive to motion impair-
ment. The fact that CYPBM3 was expressed as a fusion
protein with a fragment of the P22 scaffold protein could
also have affected its kinetic behavior. Further evalua-
tion of the structural dynamics of this CYP inside the
P22 capsid are needed to better understand and explain
the particular changes observed in the catalytic param-
eters. Moreover, given the importance that diffusion may
impose in the system for relevant therapeutic treatments
this issue should be assessed.

Due to their confinement, it could be expected that
enzyme stability against therapeutically important fac-
tors could increase. Enzyme stability towards protease
degradation and to pH were assayed (Fig. 2). CYPBM3
encapsulation inside P22 capsid confers protection of
the cargo enzyme against proteases. After 1-h incuba-
tion in the presence of trypsin, the residual activity of
the encapsulated CYP was 90.3 % while the free enzyme
retained only 59.5 % of its original activity. After 20 h
of incubation with the protease, the retention of activ-
ity for the P22-CYP was 36.1 %, while the free enzyme
retained only 18.2 % (Fig. 2a). This intrinsic capacity
of viruses to protect their cargo from proteolytic deg-
radation can be exploited in the use of these VLPs as
enzyme delivery vehicles for therapeutic purposes,
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Fig. 2 Comparison between free and encapsulated CYP against protection from protease inactivation and acidic pH stability. a Residual CYP activ-
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ensuring a higher lifetime of cargo in vivo. Moreover,
this increase in the proteolytic stability is particularly
important in cancer therapy. It is well known that there
is an overexpression of extracellular matrix metallopro-
teinases (MMPs) in the tumor microenvironment. The
MMPs are involved in cell growth, tissue invasion and
metastasis, angiogenesis and migration, among oth-
ers processes, and they role is to cleavage a variety of
extracellular matrix components (adhesion molecules),
growth-factor-binding proteins, growth-factor precur-
sors, receptor tyrosine kinases, cell-adhesion molecules
and other proteases [35]. The proteolytic stability of
VLPs has been reported [36, 37] and could be originated
by less accessible hydrolysis sites due to new bond for-
mation in the compact VLP structure. It is important to
point out that for further in vivo experiments, the VLPs
will be covalently covered with PEG that, in addition to
render them less immunogenic, it could be envisaged a
higher proteolytic stability.

Another advantage of CYPBM3 confinement inside the
P22 viral cage is an increase in stability towards acidic
pH, where the free CYP precipitates. The encapsula-
tion of the enzyme prevents its precipitation at pH 5 and
retains, after 1-h incubation, 33.3 % of its original activ-
ity, while the free soluble CYP retains only 2.9 % of activ-
ity. After 1-h incubation at pH 6, the encapsulated CYP
retains full activity, while the free preparation loses 25 %
of its original activity (Fig. 2b). The isoelectric point of
the free CYPBM3-His Tag was 5.4 (experimentally calcu-
lated; data not shown), while the CYP-SP had a pI = 6.1
(theoretically calculated using ProtParam), this shift in
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pI could help to prevent the precipitation of the encap-
sulated enzyme. Also, the encapsulation of the enzyme
within the capsid avoids bulk precipitation and subse-
quent aggregation of the CYPBM3, therefore retaining
a higher proportion of activity. This increased stabil-
ity towards acidic pH is of particular importance from
a therapeutic point of view, since the majority of nano-
particles are internalized by cells through an endocytic
pathway, with early endosomes having a pH in the range
of 6-6.5 and late lysosomes having a pH between 4.5
and 5.5 [38]. Moreover, the extracellular environments
of tumors are known to be acidic (6.5-6.9) due to the
increase in fermentative metabolism [39]. Thus, the effect
of acidic pH on CYP can be relieved by its encapsulation
inside the P22 capsid.

To evaluate whether P22-CYP VLPs were suitable vehi-
cles for the intracellular delivery of cytochrome P450
activity, HeLa cells were transfected with the biocata-
lytic nanoparticles, which were then tested for enzymatic
activity using 7-benzyloxy-4-trifluoromethylcoumarin
(BFC) as a substrate. When BFC is metabolized into
7-hydroxy-4-trifluoromethylcoumarin (HEC) it produces
an easily detectable fluorescent product (Fig. 3). The fluo-
rescence intensity of cells treated with P22-CYP was sig-
nificantly higher when compared to those observed from
endogenous CYP activity in untreated HeLa cells. BFC
processing into the fluorescent HFC reagent was clearly
localized in the cytoplasmic region as expected, since
lipofectamine was used for nanoparticle internalization
given the lack of P22 surface functionalization for mam-
malian cell uptake.

HelLa cells

HeLa cells
+

VLPs-CYP

20pm

Fig. 3 Cytochrome P450 activity assay in human cervix carcinoma cell line (Hela). Staining with DAPI show nuclei of Hela cells labeled as ",
panels a and d. Endogenous CYP activity over BFC reagent was visualized in Hela cells as observed in panel b. CYP activity of transfected VLPs-CYP
nanoparticles in Hela cells is shown in panel e. Overlay of DAPI and BFC localize the CYP activity in the cytoplasm of Hela cells (white arrows), panels
cand f. Scale bar represents 20 wm. Cells were visualized with a x63 (DIC), 1.4 N.A. planapochromatic oil immersion objective
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In addition, CYP activity was quantitatively determined
as fluorescence intensity. BFC is a specific substrate for
CYP and it is transformed to 7-hydroxy-4-trifluoro-
methylcoumarin (HFC) that produces an intense fluores-
cence at 510 nm. As expected, the control cells showed a
basal endogenous CYP activity (110 £ 14 a.u.) while the
P22-CYP transfected cells showed 10-times higher CYP
activity (1136 + 244 a.u.) (Fig. 4). Experiments with free
CYP in the same reaction conditions showed a linear cor-
relation between fluorescence of HFC and CYP activity.
This result demonstrates the capacity of VLPs to deliver
enzymatic activity to cells. With the increase of CYP
activity in tumor cells, it is expected a better pro-drug
activation in the target tissue and thus a more effective
chemotherapy. This is important because the drug dose
could be diminished, reducing the drastic side effects of
treatment. Tamoxifen is metabolized to endoxifen, which
has high affinity for estrogen receptor with the desired
chemotherapeutic effect, but norendoxifen does not have
the desired effect with extreme side effects. Approxi-
mately 20 % of the population has low CYP2D6 activity
that renders tamoxifen less effective. The cellular uptake
of tamoxifen by MCF-7 breast cancer cells is known [40]
and because the estrogen receptors are located in the
periphery of the nuclear membrane, these nanoparticles
could provide increased therapeutic benefit by trans-
forming tamoxifen to the active drug inside cells and
binding to ER receptors.

Future studies on these biocatalytic P22 VLPs will be
required to functionalize the outer surface of the capsid
with specific ligands to target specific cells and trigger

1600

-
N
o
(=)
1
*

800 -

400 -

Fluorescence intensity

I

Hela cells
+
P22-CYP VLPs

Fig. 4 Cytchrome P450 enzymatic activity of transfected Hela cells.
The activity of endogenous CYP and lipofected P22-CYP VLP in Hela
cells was measured by the transformation of BFC reagent into the
fluorescent HFC compound. Intensity in fluorescence was obtained in
both cases from a 200,000 cells suspension with an excitation/emis-
sion spectra at 254/510 nm. Stastistical significance was analyzed by
the Student’s t test (*p < 0.01)
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internalization as well as to bypass the immune system.
Fortunately, there are abundant strategies being devel-
oped to target nanoparticles to specific cell linages [41—
43] that are compatible with VLP functionalization.

Conclusions

The P22 viral nanostructures are remarkable protein con-
tainers, as demonstrated in this study, where biocatalytic
VLPs were generated based on the directed encapsula-
tion of CYPBM3 “21B3”. This nanobioreactor contains a
considerable amount of CYP per capsid. The CYP cargo
retains 70 % of the catalytic activity, and showed a slightly
higher K, as compared to the free enzyme. New unique
properties, including protease resistance and stability in
acidic pH, were generated through the encapsulation of
the CYP inside the P22 capsid. These two improved char-
acteristics of the biocatalytic VLP over the free enzyme,
along with a great payload capacity and the successful
proof of concept of cytochrome P450 enzymatic delivery
in mammalian cells, are attractive for the potential use
of these nanoreactors as enzymatic delivery systems for
future therapeutic applications.

This potent CYP nanobioreactor can be exploited for
enzyme prodrug therapy, particularly to activate anticar-
cinogeneic drugs into its active metabolites since it out-
performs the generally low activities of human CYP. The
P22-CYP nanobioreactor also provides a unique model
for the study of kinetics in highly constrained environ-
ments, such as the one found inside the VLP.

Methods

Materials

DNA primers and DNA sequencing were obtained
from Eurofins MWG Operon (Huntsville, AL). E. coli
BL21(DE3) and 10G electrocompetent E. coli cells were
purchased from Lucigen (Middleton, WI). Pfu Ultra
DNA polymerase was obtained from Agilent Technolo-
gies (Santa Clara, CA). T4 DNA ligase and restriction
enzymes Ncol, BamHI and Sacl were purchased from
New England Biolabs (Ipswich, MA). MiniElute Reaction
Cleanup Kit, QIAquick Gel Extraction Kit and QIAprep
Spin Miniprep kit were acquired from Qiagen (Valen-
cia, CA). Hydrogen peroxide, 2,6-dimethoxyphenol (2,6-
DMP) and 7-benzyloxy-4-(trifluoromethyl)-coumarin
(BFC) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO). Trypsin from bovine pancreas (Type I, ~10,000
BAEE units/mg protein) was obtained from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO).

Expression and purification of free CYPBM3 “21B3”

The plasmid pCWori encoding the heme domain of
the CYPBM3 “21B3” was a kind gift from Prof. France
Arnold from the California Institute of Technology
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(Caltech). The CYPBM3 mutant 21B3 was expressed
in E. coli using the B-p-thiogalactopyranoside (IPTG)-
inducible pCWori vector as previously described [21].
CYPBM3 “21B3” purification was performed by chro-
matography in an EconoSystem from Bio-Rad equipped
with a 5 mL Ni-pre-charged HisTrap HP column (Amer-
sham Biosciences). The equilibration buffer consisted in
50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl and 10 mM imidazole,
pH 8. The protein mixture was loaded at 1.5 mL min ",
The CYP protein was eluted in a buffer containing
300 mM imidazole at 3 mL/min for 10 min. The colored
fractions were collected, concentrated by ultrafiltration
and stored at —20 °C in 50 mM Tris—HCl buffer, pH 8,
containing 10 % glycerol. CYP protein concentration was
determined by using the CO assay [26].

Plasmid constructs

The CYPBM3 “21B3” gene was amplified by PCR from
the plasmid pCWori CYBM3 using the forward primer,
5'-AAAAATCATGCCATGGCAATTAAAGAAAT
GCCT-3'and reverse primer, 5~ AAAAAAGCGGGATCC
AGTGCTAGGTGAAGGAA-3'.

The amplified gene product was digested with Ncol and
BamHI (underlined in primer sequences, respectively)
and ligated into the previously linearized pETDuet-1
assembler vector containing the truncated scaffold pro-
tein SP,,;_ 503 and the P22 coat protein [16]. The ligation
reaction was transformed into 10G electrocompetent
cells and colonies were screened by colony PCR and
restriction enzyme digestion. Hits were sequenced
(Huntsville, AL) to confirm the correct DNA sequence.
Once the correct sequence was verified, the pETDuet
CYP-SP+CPp,, plasmid (Amp®) was transformed into
BL21(DE3) for the simultaneous expression strategy. The
fusion CYPBM3 “21B3”—scaffold protein (CYP-SP) gene
was subcloned from the pETDuet CYP-SP + P22 into
the pBAD plasmid. The pETDuet CYP-SP + P22 plas-
mid and pBAD vector were both digested with Ncol and
Sacl. The digested products were ligated and transformed
into 10G electrocompetent cells. Colonies were screened
by colony PCR and restriction enzyme digestion. Hits
were sequenced (Huntsville, AL) to corroborate for the
right DNA sequence. Once the correct sequence was
verified, the pETDuet CYP-SP + CPp,, plasmid (Amp¥)
and the pRSF P22 plasmid (Km®) were transformed into
BL21(DE3) for the differential expression strategy.

Simultaneous protein expression strategy

E. coli BL21(DE3) cells harboring the expression plasmid
pETDuet CYP-SP+CPp,, were grown on Terrific Broth
(TB) medium, supplemented with 0.5 mM thiamine
and trace elements, at 37 °C and 180 rpm in the pres-
ence of ampicillin to maintain selection for the plasmid
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until reaching and ODgy, = 0.8. At this point, 0.5 mM
of isopropyl-f-p-1-thiogalactopyranoside (IPTG) and
1 mM 8-aminolevulinic acid were added. Cell cultures
were grown for additional 5 h at 30 °C and 135 rpm, then
cells were harvested by centrifugation and the pellets
stored at —20 °C overnight until purification.

Differential protein expression strategy

E. coli BL21(DE3) cells harboring the expression plas-
mids pBAD CYP-SP and pRSF P22 were grown on TB
medium, supplemented with 0.5 mM thiamine and trace
elements, at 35 °C and 150 rpm for 7 h in the presence of
ampicillin and kanamycin to maintain selection for both
plasmids. At this point, two different induction schemes
were followed: (1) The CYP-SP gene was induced first
with 0.2 % of L-arabinose and the culture was supple-
mented 1 mM 8§-aminolevulinic acid. The cell culture
was grown for 16 h. After this period of time, the CPyp,,
gene was induced with 0.5 mM of IPTG and the cultures
were grown for 3 additional hours at 30 °C and 150 rpm,
then cells were harvested by centrifugation and the pel-
lets stored at —20 °C. (2) The differential expression was
performed as stated above but the expression of the CYP-
SP gene was induced with 0.125 % of L-arabinose and the
P22 with 0.3 mM IPTG.

P22-CYP VLP purification

Cell pellets were resuspended in lysis buffer (50 mM
sodium phosphate, 100 mM sodium chloride, pH 7.6)
and lysed by sonication. Cell debris were removed by
centrifugation at 12,000x g for 45 min at 4 °C. P22 VLPs
were purified from the supernatant by ultracentrifugation
over a 35 % (w/v) sucrose cushion and spun at 215,041 xg
on a Sorvall WX Ultra 80 ultracentrifuge (Thermo
Scientific) for 50 min at 4 °C. The resulting P22 VLP
pellet was resuspended in PBS (50 mM sodium phos-
phate, 25 mM sodium chloride, pH 7.0) and then puri-
fied over a 60 x 1.6 cm HiPrep 16/60 Sephacryl S-500
size exclusion column (GE Helathcare) using an AKTA
Pharmacia FLPC. Flow rate for SEC purification was
1 mL min~! of PBS. Fractions taken from SEC contain-
ing P22 VLPs were concentrated by ultracentrifugation
at 215,041¢g for 50 min at 4 °C and the resulting capsid
containing pellet was resuspended in 100 mM Tris—HCl
pH 8 buffer. The purity of VLPs has been verified by gel
electrophoresis and transmission electron microscopy
(TEM). P22 VLPs concentration was determined by UV
absorption at 280 nm using a molar extinction coef-
ficients of e,g) = 44,920 M~! cm™! for coat protein and
€290 = 52,830 M~! cm™! for CYP-SP (theoretically cal-
culated using ProtParam, [44]). The total concentration
of protein in the P22 capsid with encapsulated CYP-SP
(P22-CYP VLPs) was calculated using the Lambert—Beer
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equation, Absy = Cgpecpl + Ceypgpecypgpl as
described previously [15]. Abs; is the total absorbance of
the sample measured at 280 nm.

Size exclusion chromatography with multiangle light
scattering and refractive index detection (HPLC-MALS-RI)
Samples were separated through a WTC-100S5 (Wyatt
Technologies) size exclusion column utilizing an Agi-
lent 1200 HPLC. Elution was performed at flow rate
of 0.7 mL min~!, for a total run time of 25 min using
50 mM phosphate pH 7.2 buffer containing 100 mM
sodium chloride and 200 ppm sodium azide. Samples of
25 uL (1 mg mL™" concentration) were loaded into the
column and the total run time was 30 min. Samples were
detected using a UV-Vis detector (Agilent), a Wyatt
HELEOS Multi Angle Laser Light Scattering (MALS)
detector, and an Optilab rEX differential refractometer
(Wyatt Technology Corporation). The molecular weight
of the P22-CYP VLPs, the polydispersity of the sample
as well as the hydrodynamic radius of the particle was
calculated with Astra 5.3.14 software (Wyatt Technology
Corporation).

The number of enzymes encapsulated within a P22
VLP was calculated using the following formula

M (p22capsid+CyP—sp) — Mcapsid)

CYP — SP, id =
percapsid M(Cypfsp)

)]
where M pyycapsia+cyp-sp) i the molecular weight of the
capsid with the encapsulated CYP-SP (determined exper-
imentally with HPLC-MALS-RI), Mcapsid is 19,572 kDa
(46.6 kDa x 420 subunits) and M¢yp_gp is 71.5 kDa (calcu-
lated with Serial Clones 2.6, Franck Perez, Serial Basics).

Transmission electron microscopy

VLPs (10 pL, 0.1 mg mL ™) were applied to carbon-form-
var coated grids and incubated for 1 min, excess sample
was removed with Whatman filter paper. Grids were then
washed with 10 pL of distilled water, removing away lig-
uid shortly after addition with filter paper and stained
with 5 uL 1 % uranyl acetate for 1 min. Excess stain was
removed by blotting with filter paper. Samples were ana-
lyzed with a LEO 912AB transmission electron micro-
scope operated at 100 kV.

Inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS)

A P22-CYP VLP sample (21.6 mg) was incubated in con-
centrated nitric acid (HNOj;) for 16 h at 70 °C. After sam-
ple mineralization, it was diluted with water to a final
HNO, concentration of 5 % in a final volume of 50 mL.
Samples were sent to Energy Laboratories, Inc (Billings,
MT, USA) to be analyzed. Sulfur was used as internal
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reference (8401 sulfur atoms per P22-CYP capsid) for
determining the ratio of iron to protein.

Free CYP and P22-CYP kinetic assays

The CYP enzymatic activity was determined by
the transformation of 2,6-dimetoxyphenol (2,6-
DMP) and spectrometrically monitored at 468 nm
(2463 = 14,800 M™' cm™!) using an Agilent 8453
UV-Vis spectrophotometer. All reactions were performed
in 50 mM Tris—HCI buffer (pH 8) at room temperature in
a final volume of 0.1 mL. For the determination of cata-
lytic parameters the concentration of 2,6-DMP was fixed
at 500 pM. The reaction was initiated by adding H,O, in
a range between 1 and 60 mM. Catalytic constant values
were obtained by fitting the data to a Michaelis—Menten
equation (GraphPad Prism 6, GraphPad Software, Inc.).

P22-CYP VLPs stability against acidic pH

The residual activity of free CYP and P22-CYP was meas-
ured at pH 5 (100 mM sodium acetate buffer) and pH 6
(100 mM potassium phosphate buffer), incubating the
samples for 1 h in each buffer. Before determining enzy-
matic activity, samples were centrifuged for 3 min at
16,000g. The residual activity was measured in 50 mM
Tris—HCl buffer (pH 8) at room temperature using
500 uM 2,6-DMP as a substrate and 5 mM H,0O, to initi-
ate the reaction.

P22-CYP VLPs protection against protease degradation

The encapsulated and free CYP were treated with 10 U of
trypsin per 1 mg of enzyme and incubated for 1 and 20 h
at room temperature in 50 mM Tris—HCI buffer (pH 8).
After incubation, the residual activity was determined as
stated above.

Cell line and cell culture

Human cervix carcinoma cells (HeLa cells) were cultured
in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) sup-
plemented with 10 % Fetal Bovine Serum (FBS, Bench-
Mark, Gemini Bio Products), 1 % Penicillin streptomycin
(Sigma-Aldrich), 1 % L-glutamine and 1.5 g/l sodium
bicarbonate. Cells were propagated in growth medium
and maintained at 37 °C and 5 % CO,.

P22-CYP VLPs transfection

Cell culture Petri dishes coated with Poly-p-lysine (Mat-
Tek P35GC1.5-10C) were used to seed 250,000 HelLa
cells in DMEM media and incubated overnight at 37 °C
and 5 % CO,. Transfection of P22-CYP nanoparticles was
achieved using Lipofectamine 2000 reagent (Life tech-
nologies), according to [45] with few modifications to
the manufacture’s protocol. Briefly, 3 pl of Lipofectamine
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2000 was diluted in 100 pl of DMEM media without
antibiotic and FBS (DMEM-SF) and 3.14 x 10'! P22-
CYP nanoparticles were mixed with 100 pl of DMEM-SF
media, both preparations were pre-incubated for 15 min
at room temperature (RT). Afterwards, both samples
were mixed for 30 min at RT. Prior to the addition of
this transfection mixture to HeLa cell culture; cells were
rinsed twice with sterile PBS buffer. The transfection
mixture was added slowly on the top of the cell culture
and let stand for 30 min at RT, then 1.8 ml of DMEM-SF
media was added into HeLa cells culture and incubated
for 4 h at 37 °C and 5 % CO,. After incubation, cell media
was removed and the culture was rinsed once with PBS
and 2 ml of complete DMEM media was added. HeLa
cells transfected with VLP-CYP nanoparticles were incu-
bated overnight at 37 °C and 5 % CO,,.

P22-CYP VLP enzyme activity in vitro assay

CYP enzyme activity was assayed in HeLa cells (endog-
enous CYP activity) and in HeLa cells transfected with
P22-CYP VLPs. The CYP activity was estimated by the
transformation of 7-benzyloxy-4-trifluoromethylcou-
marin (BFC) in the fluorescent product 7-hydroxy-
4-[trifluoromethyl]-coumarin (HFC) according to [46]
with some modifications. Briefly, cell culture media was
discarded and 15 ul of 20 mM BFC diluted in 150 pl of
complete DMEM media was added to each culture plate
and incubated in darkness for 10 min at RT. Complete
DMEM media was added up to 1.5 ml to each plate and
further incubated for 30 min at 37 °C and 5 % CO,. Then,
4.5 ul of 1 mM of hydrogen peroxide was added to each
culture and incubated for 10 min at 37 °C and 5 % CO,,.
Cell culture plates were rinsed three times with PBS
before the addition of 2 mL of complete DMEM media
was added to each plate and incubated for 2 h at 37 °C
and 5 % CO, for further imaging analysis.

Confocal microscopy cell imaging

HeLa cell cultures treated with BFC reagent were fixed
with 4 % formaldehyde-PBS solution at 4 °C for 15 min.
After fixation, cells were permeabilized with 0.5 % Triton
X/PBS for 15 min at 4 °C. Nuclear staining was achieved
by incubated the cells with DAPI at 0.5 ng/ml in dark-
ness for 10 min at RT, followed by five washes with PBS.
Nuclear staining with DAPI was also visualized with an
inverted laser-scanning microscope Olympus FluoView
FV1000 (Japan) using an argon ion laser for excitation
at 405 nm wavelength and filters for emission of DAPL
BFC transformation into the fluorescent reagent HFC
was detected using the GFP filter channel (excitation at
488 nm and emission at 515-530 nm). Cells were visu-
alized with a 63 x (DIC), 1.4 N.A. planapochromatic
oil immersion objective. The imaging parameters used
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produced no detectable background signal from any
source other than from BFC and DAPI. Confocal images
were captured using MetaMorph software for Olympus.

CYP activity quantification in HeLa cells transfected

with P22-CYP VLPs

The enzymatic activity of CYP in non-transfected and
transfected HeLa cells with P22-CYP VLPs was measured
spectrofluorimetrically. The fluorescence intensity origi-
nated by CYP-catalyzed transformation of BFC into HFC
was monitored. After transfection, media from P22-CYP
transfected cells and non-transfected HeLa cells (control
cells) was replaced by 1.5 ml of complete DMEM media
containing 15 ul of 20 mM BFC and incubated under
darkness for 30 min at 37 °C and 5 % CO,. Then, cell cul-
ture plates were rinsed three times with PBS before the
addition of 4.5 pl of 1 M of hydrogen peroxide and incu-
bated for 10 min at 37 °C and 5 % CO,. After incubation,
cells were rinsed with PBS and harvested with trypsin/
EDTA treatment. Pelleted cells were counted and diluted
in PBS to obtain 200,000 cells. Fluorescence intensity
from transfected and non-transfected HeLa cells was
measured in a fluorescence spectrophotomerer (Hitahchi
F-7000), using an excitation source at 254 nm and emis-
sion measurement at 510 nm.
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