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Abreviaturas y neologismos

°C: grados celsius

aa: aminoacidos

AcMNPV: Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus

APC: células presentadoras de antigenos, del inglés antigen presenting cells

attachment: unién del virién al receptor

BEVS: sistema de expresidon baculovirus-células de insecto, del inglés baculovirus expression
vector system

bGOZA: bacmido bApGOZA

BmMNPV: Bombyx mori multiple nucleopolyhedrovirus

BV: Viriones brotantes, del inglés budded virus

cDNA: ADN complementario

CTD: dominio citoplasmatico, del inglés cytoplasmic tail domain

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol

DNA: 4cido desoxirribonucleico (ADN)

Downstream: “rio abajo”, referido a la posicidon relativa desde el inicio de transcripcién (hacia
el lado 3’)

DsRed: proteina roja fluorescente de Discosoma sp.

EGFP: proteina fluorescente verde, del inglés enhanced green fluorescent protein

ESCRT: complejo de clasificacién endosomal requerido para el transporte, del inglés
endosomal sorting complex required for transport

eVLP: VLP envuelta, del inglés enveloped VLP

FHA: fiebre hemorrdgica argentina

gDNA: ADN gendmico

GMP: Buenas practicas de manufactura, del inglés good manufacturing practices

GV: Granulovirus

h.p.i: horas post infeccién

h.p.t: horas post transfeccién

HIV: Virus de la inmunodeficiencia humana, del inglés Human immunodeficiency virus

HPV: virus del papiloma humano, del inglés Human papillomavirus

IGR: region intergénica, del inglés intergenic region

IL-12: interleuquina 12
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IL-6: interleuquina 6
JUNV: virus Junin
kDa: kiloDalton
kg: kilogramo
km: kildmetros
kpb: kilo pares de bases
L-domain: late domain
LASV: virus Lassa
LB: medio Luria-Bertani
LCMV: virus de la coriomeningitis linfocitaria, del inglés Lymphocytic choriomeningitis virus
mm: milimetro
MNPV: Multiple nucleopolyhedrovirus (nucleopoliedrovirus mdltiple)
MOI: multiplicidad de infeccion, del inglés multiplicity of infection
mRNA: &cido ribonucleico mensajero (ARNm)
MW: patrén de peso molecular, del inglés molecular weight
NC: nucleocépside
NK: células natural killer
nm: nanémetro
NPV: Nucleopoliedrovirus
NW: new world
OB: Cuerpos de oclusién, del inglés occlusion bodies
ODV: Virién derivado de cuerpo de oclusién, del inglés occlusion derived virus
ON: un ciclo nocturno, del inglés overnight
ORF: marco de lectura abierto, del inglés open reading frame
ori: Origen de replicacion
OW: old world
pb: pares de bases
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, del inglés polymerase chain reaction
polh: poliedrina
Pooi: Promotor de poliedrina
QP: péptido de quenching
rBV: Baculovirus recombinante
RdRp: del inglés RNA-dependent RNA polymerase (RNA-polimerasa dependiente de RNA)
RE: reticulo endoplasmaético
RNA: &cido ribonucleico (ARN)
PAGINA |



ABREVIATURAS PAULA N ARREAS - TESTS DOCTORAL

RNP: complejos ribonucleoproteicos, del inglés ribonucleoprotein complexes
RT-PCR: transcripcién reversa — PCR, del inglés reverse transcription polymerase chain
reaction

SFB: suero fetal bovino

SLiM: motivos lineales cortos, del inglés short linear motifs
SNPV: Simple nucleopolyhedrovirus (nucleopoliedrovirus simple)
SP: péptido sefial, del inglés signal peptide

Spasa: peptidasa sefial, del inglés signal peptidase

SSP: péptido sefial estable, del inglés stable signal peptide
stem-loop: estructura de horquilla

STN: sindrome tardio neuroldgico

surface display: display superficial de un antigeno

Td: tiempo de duplicacién

TfR1: receptor de transferrina 1

TLR9: receptor tipo-toll 9

TM: transmembrana

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa

UV: ultravioleta

VLP: particula/s pseudo-viral/es, del inglés virus-like particles
wild type: genotipo salvaje

WT: wild type

X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido

a-DG: alfa-distroglicano

pm: micrémetro
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Resumen

La fiebre hemorragica argentina (FHA) es una enfermedad endemo-epidémica de la
Republica Argentina cuyo agente etioldégico es el virus Junin. La poblaciéon en riesgo de
contraer esta enfermedad es de aproximadamente 5 millones de personas que habitan el
area endémica. Desde la década de los ‘90 se cuenta con una vacuna para la prevencién de
la FHA producida de manera local, denominada Candid#1, basada en una cepa atenuada del
virus. Sin embargo, dada la naturaleza de la formulacién, los elevados costos productivos y
los posibles efectos adversos asociados a su administracion, es de interés nacional la

investigacion y el desarrollo de alternativas a esta vacuna.

Los baculovirus son virus que infectan insectos, que han sido ampliamente utilizados vy
estudiados como herramientas de biologia molecular por més de 40 afios. En la actualidad,
existe un sistema de expresidon de proteinas heterdlogas basado exclusivamente en los
baculovirus y células de insectos (denominado BEVS), que constituye una plataforma

biotecnoldgica eucariota, de costos de empleo reducidos y de bajo riesgo bioldgico.

En la presente tesis se exploré la generacion de inmundgenos para la prevencién de la fiebre

hemorrdgica argentina mediante el uso de la plataforma BEVS.

En el capitulo | se exploré el display superficial de las glicoproteinas de los arenavirus (GPC)
en la envoltura de los viriones brotantes de baculovirus recombinantes. En el capitulo Il, se
buscé generar una linea celular de insecto transgénica, que exprese una enzima esencial
para el correcto plegamiento de GPC en el sistema BEVS. Esto se debe a que los anticuerpos
neutralizantes responsables de la proteccién otorgada por Candid#1 reconocen epitopes

estructurales de la espicula viral.

Luego, en el capitulo lll, se evalud la generacién de virus-like particles del virus Junin. Estas
particulas son inmundgenos atractivos pues son capaces de exponer los antigenos virales de
la misma manera que lo hacen los viriones de los cuales derivan, pero no poseen genoma,
por lo cual no son replicativas, y resultan mas seguras.

Por dltimo se provee de una discusiéon general de los resultados y la proyeccién de

perspectivas futuras.
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Abstract

Argentine hemorrhagic fever (AHF) is an endemo-epidemic disease of Argentina produced by
the arenavirus Junin (JUNV). It is estimated that the population at risk of contracting AHF is
around 5 million people that inhabit the endemic area. Since the 1990s, there is a vaccine
available for the prevention of AHF called Candid#1, which is produced locally and it is based
on an attenuated strain of JUNV. However, given the nature of its formulation, the high costs
associated with its production, and the possible adverse effects of its administration, the

research and development of alternative vaccine candidates for AHF is of national interest.

Baculoviruses are arthropod-specific viruses that have been employed and studied profusely
as molecular biology tools for over 40 years. Nowadays, there is an expression system for the
production of heterologous proteins based exclusively in baculovirus and insect cells called
BEVS, which comprises an eukaryotic biotechnological platform with lower production costs

and lower biosafety level requirements.

In this thesis we explored the generation of immunogens in BEVS for the prevention of AHF.
In chapter I, we evaluated the surface display of arenaviral glycoproteins (GPCs) in the
envelope of recombinant budded viruses. In chapter Il, we generated a transgenic insect cell
line that expresses a key protease for the proteolytic processing and assembly of the
arenaviral spike, due to the importance that the native conformation of GPC has in the

production of neutralizing antibodies.

In chapter lll, we evaluated the production of virus-like particles (VLP) of JUNV in BEVS. These
particles constitute an attractive alternative to attenuated vaccines since they are able to
present viral antigens in a similar way virions do, but they do not carry genetic material, which

renders them non-replicative and hence, more safe.

Lastly, we provide a general discussion of the results and perspectives for the future.
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Introduccioén general

PAGINA 13



INTRODUCCION GENERAL PAULAN. ARRIAS - TESTS DOCTORAL

Baculovirus

Biologia de baculovirus

La familia baculoviridae estd conformada por virus especificos de artropodos. Los mismos han
sido aislados de insectos pertenecientes a los drdenes Lepidoptera, Hymenoptera, Diptera,
Orthoptera, Coleoptera, Neuroptera, Thysaneura y Trichoptera (R. L. Harrison et al., 2018).
Actualmente no existen en la actualidad reportes de la infeccién de baculovirus en
vertebrados, por lo cual su uso y manipulacién son considerados seguros para el humano,
requiriendo niveles de bioseguridad bajos (1 o 2, dependiendo de las normativas de las
instituciones). El genoma de estos virus, que varia entre los 80 y 180 kpb, se encuentra en
forma de DNA circular doble cadena y empaquetado en una nucleocédpside proteica con
forma de bastén, cuyo tamafio oscila entre los 40 y 50 nm de didmetro y los 200 y 400 nm
de longitud. La nucleocapside se encuentra envuelta en una membrana lipoproteica derivada

del hospedador.

Los baculovirus son capaces de ocluir sus viriones en matrices proteicas de gran tamafio,
denominadas cuerpos de oclusién (OB: occlusion bodies). Esta adaptaciéon evolutiva les
permite la permanencia en estado de latencia en el ambiente, conservando su viabilidad
durante tiempos prolongados; resistiendo condiciones adversas como la desecacién,

radiacion ultravioleta, entre otras.

Cuerpo de Oclusién {OB) Viridn Brotante (BV)

Figura 1. Diagramas y micrografias electrénicas de los morfotipos de los baculovirus. Cuerpos de oclusién

(panel izquierdo), virién brotante (panel derecho). Adaptado de Rohrmann (2019).
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Al principio, la familia baculoviridae fue clasificada en base a la morfologia de los OB en dos
géneros: Nucleopolyhedrovirus (NPV) y Granulovirus (GV). Los cuerpos de oclusidon son
caracteristicos y visibles al microscopio déptico. Mientras que los OB de los NPV resultan
facilmente distinguibles, ya que presentan una estructura poliédrica mas grande y refringente
(0.8 - 2 um), los OB de los GV aparecen como granulos ovoides oscuros de menor tamafio
(V0.5 pm). En base a su apariencia, los OB de los NPV se conocen vulgarmente como
poliedros, mientras que los de GV, como grdnulos. Siguiendo esta denominacién, la proteina
mayoritaria que compone los OB se llamé poliedrina para los NPV y granulina para los GV. En
cada OB de un NPV se ocluyen mdltiples viriones, mientras que en el OB de un GV se ocluye
un Unico viriéon. A su vez, en los NPV, cada viribn puede contener una o varias
nucleocapsides, distinguiéndose de esta manera los NPV muiltiples (MNPV) y simples (SNPV)

(Haase et al., 2013).

En la actualidad, la clasificacién taxondmica de los baculovirus difiere de la anteriormente
descrita. En base a la informacién gendmica y los estudios evolutivos, la familia baculoviridae
fue reformulada para comprender cuatro géneros: Alphabaculovirus (NPV especificos de
lepidépteros), Betabaculovirus (GV especificos de lepiddpteros), Gammabaculovirus (NPV
especificos de himendpteros) y Deltabaculovirus (NPV especificos de dipteros).

Dentro del género de los Alphabaculovirus, Autographa californica Multiple
Nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) es el mas estudiado y utilizado como herramienta

biotecnoldgica.

El ciclo de infeccién de los baculovirus comienza cuando una larva susceptible ingiere
material foliar contaminado con OB. Los cuerpos de oclusién se desintegran cuando alcanzan
el intestino medio de la larva debido al pH alcalino del medio, liberando el primer morfotipo
viral: los viriones derivados de cuerpos de oclusién (ODV: Occlusion derived virus). Los ODV
son los responsables de la infeccién primaria de las células epiteliales del intestino de la

larva.

La primera progenie que se produce en consecuencia de la infeccidén primaria consiste en un
morfotipo viral diferente al ODV, los viriones brotantes (BV: Budded virus), que son los
responsables de la infeccidn sistémica del insecto. La eficiencia de infeccién de estos
morfotipos virales difiere entre si en distintos tipos celulares, los ODV poseen una capacidad
infectiva en las células del intestino medio diez mil veces mayor a la de los BV, mientras que

éstos Ultimos infectan cultivos celulares con una eficiencia mil veces mayor que los ODV.
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Betabaculovirus

i
0.2
g &
, gz
Deltabaculovirus
Gammabaculovirus

Figura 2. Arbol filogenético de la familia Baculoviridae. Construido a partir del alineamiento de secuencia
aminoacidica de 29 genes core de baculovirus actualmente reconocidos como especie segun el International
Committee for the Taxonomy of Viruses (ICTV). Los 4 géneros se distinguen por colores, las subdivisiones dentro

del género Alphabaculovirus se encuentran resaltadas. Adaptado de R. L. Harrison et al., 2018.

El ingreso de los BV de AcMNPV a la célula hospedadora es mediado por una glicoproteina
viral de superficie de clase lll, denominada GP64. GP64 interacciona con un receptor celular

poco caracterizado que desencadena la via de internalizacién endosomal dependiente de
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clatrina y la subsiguiente acidificacién de la vesicula internalizada. La baja de pH provoca un
cambio conformacional en GP64 que acerca las membranas viral y endosomal, dando como
resultado la fusidén entre ambas. De este modo, la nucleocédpside es liberada al citoplasmay

migra hacia el ndcleo celular.

El genoma de AcMNPV codifica para mas de 150 genes que son transcriptos de manera
coordinada. En primer lugar, la RNA polimerasa Il del hospedador transcribe los genes
inmediatos tempranos que codifican generalmente para factores de transcripcién - como IE1 -
y controlan de forma subsiguiente la transcripcién de otros genes e incrementan la propia. A
continuacién, el DNA es replicado y el ciclo progresa a un periodo donde el DNA se
encuentra relajado, lo que expone a los promotores tardios al acceso de la maquinaria

transcripcional.

Los baculovirus codifican en su genoma una RNA polimerasa propia que transcribe los genes
tardios y muy tardios, reconociendo una secuencia promotora viral consenso que incluye los

nucledétidos DTAAG (donde D representa A, T o G).

Durante la infeccion sistémica de AcMNPV, luego de la replicacion, las nucleocapsides se
movilizan hacia la membrana plasmatica en un proceso en el cual estd involucrada la
polimerizacién de actina. Algunos autores sugieren que en la salida de la nucleocapside del
nucleo, la misma adquiere una envoltura derivada de la membrana nuclear que se pierde
durante su transito por el citoplasma. A medida que la infeccidon progresa, las proteinas
virales que forman parte de la envoltura - principalmente GP64 y la proteina F - se acumulan
en la membrana plasmatica de la célula hospedadora y eventualmente los BV brotan hacia el
exterior. En este proceso estdn involucradas también proteinas del hospedador como

SNAREs y miembros de ESCRT-III (Rohrmann, 2013).

Asi, en primer lugar son producidos los BV y con ellos se desarrolla la infeccién sistémica de
la larva. Finalmente, en tiempos tardios, se producen los ODV en el nucleo, que se carga de
OB, y finalmente, estos se liberan al ambiente al desintegrarse las células, observdndose

frecuentemente la licuefaccién del insecto.

Los baculovirus han sido ampliamente utilizados como herramientas biotecnoldgicas en el
campo de la agricultura y la salud humana y veterinaria. Una de sus aplicaciones mas

difundida es su utilizacién como agentes para el control bioldgico de plagas. Si bien se ha
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invertido mucho trabajo y dinero en el desarrollo de pesticidas basados en baculovirus, su
uso comercial es limitado, debido a la baja velocidad con la cual matan al insecto y su rango
limitado de hospedador. Sin embargo, muchos grupos de investigacién se encuentran

trabajando para superar estas limitaciones.

Regulacion de la expresion génica

La expresion génica en AcMNPV ocurre en forma de cascada, en la cual la expresion de los
genes de una etapa determinada requiere la presencia de los productos génicos de etapas
anteriores, y puede ser dividida en cuatro fases temporales: temprana inmediata, temprana

retrasada, tardia y muy tardia.

Genes tempranos

Los genes tempranos se dividen, como se mencioné anteriormente, en dos categorias:
tempranos inmediatos y tempranos retrasados (a y (). La transcripcion de ambos tipos es
llevada a cabo por la RNA polimerasa Il del hospedador. Los genes alfa y beta difieren entre
si en sus promotores y secuencias denominadas enhancers. Los genes tempranos
inmediatos son expresados dentro de los 30 minutos post-infeccién, una vez que las

nucleocapsides han alcanzado el interior del ntcleo (Chisholm & Henner, 1988).

Los genes tempranos retrasados requieren de la unidn de transactivadores virales
(sintetizados previamente) a los enhancers para alcanzar niveles de expresiéon maximos. Los
promotores de estos transactivadores se asemejan a los promotores del hospedador;
presentan un motivo TATA box tipico y un sitio de inicio a la transcripcién caracterizado por la
secuencia CAGT (ubicada a 25-31 bp downstream de la TATA box). Esta secuencia esta

involucrada en el inicio de la transcripcion (Pullen & Friesen, 1995a, 1995b).

Replicacién

La replicacion del DNA tiene lugar en el nucleo de la célula, una vez que se han acumulado

los productos génicos virales expresados durante la etapa temprana. Los elementos que
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actuan en cis requeridos para la replicacién (origen de replicacién u ori) han sido identificados
por andlisis de genomas defectivos (Kool et al., 1994; H. Lee & Krell, 1994) y por ensayos de

replicacion transitorios (Leisy & Rohrmann, 1993; Pearson & Rohrmann, 1995).

Los elementos que actlan en trans requeridos para la replicacién del DNA viral incluyen a la
DNA polimerasa viral (dnapol), p143 (helicasa), lef-1 (DNA primasa) y lef-2, entre otros. Todos
estos genes han sido encontrados en la totalidad de los baculovirus secuenciados hasta el
momento. Se han identificado en AcMNPV cinco genes esenciales (p143, ie-1, lef-1, lef-2 y
lef-3) y cinco genes estimulantes de la replicacién (dnapol, p35, ie-2, lef-7 y pe38) (Crouch &

Passarelli, 2002).

Genes tardios y muy tardios

Entre las 8 y las 24 horas post infeccidn, tienen lugar la transcripcion y expresiéon de los
genes tardios, la produccién de proteinas estructurales y el ensamblado de los BV. Tanto
estos genes como los muy tardios tienen un sitio de inicio a la transcripcién invariante
(A/G/T)TAAG y son transcriptos por la RNA polimerasa del virus. Ademds, se conocen 18
genes de AcMNPV que resultan esenciales para lograr niveles de expresién éptimos (vp39,
p6.9, polh y p10, entre otros) (Lu & Miller, 1995). En la fase tardia se expresan los genes que
codifican las proteinas estructurales, dando comienzo a la etapa de ensamblaje de las
nucleocdpsides (NC) en el nucleo (Kool et al., 1995). La expresién muy tardia tiene inicio entre
las 18-24 h.p.i y se caracteriza por un gran aumento en la transcripcién y expresién de genes
muy tardios y la reduccién de la transcripciéon de los genes tardios. En los promotores muy
tardios, a diferencia de los tardios, el nivel de expresion no depende del contexto inmediato
en el que se encuentra la secuencia TAAG sino de una secuencia denominada burst
sequence, que se localiza entre el sitio de inicio de la transcripcién y el coddn de inicio de la
traduccién. En los promotores muy tardios esta secuencia es rica en AT e influye en la
actividad del promotor. Esta regidn interactia con proteinas celulares que son
imprescindibles para asegurar altos niveles de transcripcién de genes tales como poliedrina
(polh), p10 y otros que codifican proteinas necesarias para la formacién de los OB (Braunagel

et al., 1999).
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Figura 3. (a) Representacién de la infeccidon de los baculovirus en los tejidos del huésped. En el esquema se
ilustra la etapa primaria y secundaria de la infeccién. (b) Representacion del ciclo de vida de un baculovirus del

género Alphabaculovirus en células huésped no intestinales. (Adaptada de: Blissard & Theilmann, 2018)

PAGINA 20



INTRODUCCION GENERAL PAULAN. ARREAS - TESTS DOCTORAL

Drée
Ciclo Viral BY onv

Genes Gen temprano Gen tardio
Inmediato .
temprano
? Retrasado
; temprano
! £ "
Transcriptos ; ; 7 --
b oA
P - / e
b -~ i T
i f -7 // s A
i A L - 4 //’/ f/ t
H d /." 7 ,f’/ f’ }
{f-/ L Z E
. - Factores .
, - Activadores B - Proteinas .
Proteinas transcripcionales aso;;adp:s ales estructurales —_Po_i_sedrma
replicacion - P10
(AT} - AT - AT

Figura 4. Etapas en la infeccién con NPV. La expresion de los genes de los baculovirus ocurre en forma de
cascada (factores codificados en una etapa son necesarios para el desarrollo en las etapas posteriores). La
transcripciéon de genes tempranos depende de la RNA polimerasa celular aunque, con la excepcién de los genes
inmediatos, requiere de factores adicionales codificados por el virus. La replicacion del DNA es un requisito para
la expresiéon de genes tardios y muy tardios, los cuales se transcriben utilizando la RNA polimerasa viral.

(Adaptado de: Romanowski & Ghiringhelli, 2001).

Sistema de expresion baculovirus-célula de insecto

La posibilidad de propagar estos virus en cultivo los ha convertido en una herramienta
invaluable para la ingenieria genética, tanto para el estudio de su biologia como para el

desarrollo de un sistema de expresién de proteinas heterdlogas.

El uso del sistema de expresién baculovirus-células de insecto (BEVS: baculovirus expression
vector system) puede dividirse en dos etapas: la primera es la generacién y el aislamiento de

un baculovirus recombinante (rBV) que lleva el gen de interés y la segunda es la infeccién de
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un hospedador susceptible (tanto células en cultivo como larvas) con el rBV obtenido (O’Reilly

& Miller, 1991).

La primera proteina recombinante que se produjo utilizando BEVS fue el interferén 8 (IFN-B)
(Smith et al., 1983), pero hoy en dia existen reportes de cientos de proteinas expresadas en el

sistema, muchas de ellas disponibles comercialmente.

Si bien AcMNPV es el baculovirus modelo y uno de los mas utilizados dentro del sistema
BEVS, el uso de BmMNPV (Bombyx mori multiple nucleopolyhedrovirus) también es popular,
dado que con él se obtienen altos rendimientos de proteina recombinante utilizando larvas y

pupas del gusano de la seda (Motohashi et al., 2005).

Los promotores virales mas utilizados para la expresion de proteinas heterélogas en este
sistema son los promotores tardios de poliedrina (pyon) Y de P10 (pyo), Ya que tienen una
elevada capacidad de expresién. Sin embargo, promotores mas tempranos (como el

promotor de GP64) también pueden ser utilizados.

En cuanto a las lineas celulares, aquellas derivadas de ovario de Spodoptera frugiperda (Sf9,
Sf21 y ExpressSF+) y Trichoplusia ni (HighFive, BTI-TN-5B1-4, InvitrogenTM, Carlsbad, CA,
USA) son las mas frecuentemente elegidas por los usuarios de BEVS. Todas estas lineas son
capaces de crecer en adherencia o suspension (si se las adapta), en medio libre de suero, y
sin requerimiento de CO, (Drugmand et al., 2012; Grace, 1962; Ikonomou et al., 2003; Lynn,
2001; Vaughn & Fan, 1997; P. Wang et al.,, 1994). Ha sido reportado que las células HighFive
son con las cuales se obtienen los méximos rendimientos de proteina heterdloga (Zhou et al.,

20M).

Una alternativa al uso de cultivos celulares es el empleo de larvas de insectos pertenecientes
al érden Lepidoptera, con las cuales se obtienen rendimientos proteicos similares a los de las
células en cultivo, pero con un menor costo asociado. Sin embargo las normas de buenas
practicas de manufactura (GMP: good manufacturing practices) y control de calidad son mas

dificiles de cumplir cuando se elige utilizar insectos.

A pesar de que el empleo de lineas celulares derivadas de insectos es considerado mas
seguro que el de células de mamifero, es, de todos modos, necesario evaluarlas para

descartar la presencia de agentes adventicios que puedan constituir un riesgo para la salud
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humana y veterinaria. Existen reportes de aislamiento de Alphanodavirus y Rhabdovirus
desde lineas celulares derivadas de Helicoverpa armigera 'y Spodoptera frugiperda (Bai et al.,
2011; Ma et al., 2014). Dada la naturaleza del ciclo de infeccién de los baculovirus, tanto las
células como las larvas mueren tras una Unica ronda de infeccién, por lo cual la expresién
continua de la proteina recombinante no puede realizarse utilizando la estrategia de infeccién
con rBV. Sin embargo, existen estrategias para la produccién de proteinas heterdlogas de
manera continua utilizando promotores virales constitutivos y lineas de insecto transgénicas

establemente transformadas.

Hay muchas ventajas asociadas al BEVS cuando se lo compara con otros sistemas de
expresion. BEVS provee de una plataforma eucariota para el plegado, la formacién de
puentes disulfuro, oligomerizacién y otras modificaciones post-traduccionales requeridas
para la actividad biolégica de las proteinas. Ademds, dada la capacidad del genoma
baculoviral de aceptar insertos de hasta 34 kpb (O’Reilly et al., 1994) es posible expresar

multiples genes a la vez.

Es importante destacar que a pesar de que BEVS permite patrones de glicosilaciéon simples,
la N-glicosilacion de las proteinas en las células de insecto no es exactamente igual a la que
ocurre en el cultivo de células de mamiferos. Mientras que los N-glicanos de los insectos
poseen residuos terminales de manosa, los N-glicanos de los mamiferos poseen en general
residuos terminales de &cido sidlico. Esta diferencia podria resultar en una disminucion, o
incluso en la pérdida total, de la actividad bioldgica de la proteina de interés (Aumiller et al.,
2006; Geisler & Jarvis, 2010). De todos modos, existen lineas de insecto humanizadas que
expresan las enzimas requeridas para obtener patrones de glicosilacién de mamifero

(Mabashi-Asazuma et al., 2014; Okada et al., 2010).
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Figura 5. Rutas de N-glicosilacion de mamiferos e insectos. Ambas rutas comienzan con la transferencia de un
oligosacérido precursor pre-ensamblado a un polipéptido naciente (no mostrado en el esquema). Las enzimas que
llevan a cabo el trimming remueven los residuos terminales de glucosa y la mayoria de los residuos terminales de
manosa de este precursor. Luego, MGAT1 agrega una N-acetilglucosamina terminal para producir N-glicanos
intermediarios. Las células de insecto codifican una N-acetilglucosaminidasa (FDL), que remueve el glicano
terminal para producir M3 (el producto mayoritario de esta via). Las células de mamifero no poseen esta enzima,
pero si codifican para una gran variedad de glucosiltransferasas, que median la elongacién y convierten de
manera progresiva al N-glicano intermediario en estructuras mucho mas complejas. (Adaptado de Maghodia et al,,
2021)

Baculovirus como inmundégenos

La inmunidad innata es la primera linea de defensa de un organismo ante la infeccién por
patdégenos. Una de las funciones fundamentales de la misma reside en montar una respuesta
fuerte y especifica, expresando factores co-estimulatorios necesarios para la activacién de los

tipos celulares que intervienen en la respuesta inmune adaptativa. Por esta razén, un buen
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inmundégeno serd aquel capaz de generar una respuesta innata fuerte que conduzca a la
activacion adecuada de la inmunidad adaptativa con la consecuente generacion de células

de memoria (Pidre et al., 2013).
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Figura 6. Distintos inmunégenos producidos en BEVS. En el esquema se representan brevemente los distintos
tipos de inmundgenos que pueden producirse con el sistema de expresién baculovirus-células de insecto. En esta

tesis se exploraron 2 de ellos; el baculovirus surface display y eVLP.

Diferentes autores han demostrado que los baculovirus son capaces de transducir lineas
celulares de macrdéfagos e inducir la secrecién de citoquinas pro-inflamatorias como el factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-q) e interleuquina 6 (IL-6) y 12 (IL-12), entre otras (Abe et al,,
2005; Chimeno Zoth et al., 2012; Han et al., 2010; Hervas-Stubbs et al., 2007). AcMNPV es
capaz de activar ciertas poblaciones de células de la inmunidad innata y de inducir secrecién
de citoquinas pro-inflamatorias cuando es inoculado en mamiferos a través de la via de

sefializaciéon dependiente de TLR9. TLR9 pertenece a la familia de los receptores
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transmembrana tipo toll que reconocen y se unen a diferentes ligandos de naturaleza tanto
endégena como exdgena. La via de sefializacidon de este tipo de receptores culmina en la
producciéon de citoquinas pro-inflamatorias y la subsiguiente modulaciéon de la respuesta

inmune innata (Abe et al., 2005; Chimeno Zoth et al., 2012; Han et al., 2010).

TLR9 es capaz de estimular in vivo el sistema inmune a través del reconocimiento de
oligodesoxinucleétidos que contienen motivos no metilados CpG. Al igual que el DNA
bacteriano, el genoma de AcMNPV contiene un ndmero significativo de este tipo de motivos.
De hecho, varios estudios demostraron que AcCMNPV es capaz de estimular células
presentadoras de antigenos profesionales (APC: Antigen Presenting Cells) a través de esta
via de sefializaciéon y que ademads es necesaria la fusidn de membranas mediada por GP64 y
la liberacién del genoma viral dentro de vesiculas que contienen TLR9 para que dicha via sea

activada (Abe et al., 2003, 2009; Abe & Matsuura, 2010).

A pesar de no ser replicativos en las células de mamifero, los baculovirus son poderosos
adyuvantes en ratén, promoviendo la generacién tanto de una respuesta humoral potente
como de una respuesta adaptativa celular del tipo T CD8+. Por otra parte, también se ha
verificado que en animales inoculados con baculovirus, se produce la maduracién in vivo de
células dendriticas y la subsecuente produccién de citoquinas pro-inflamatorias (Abe et al.,

2003; Gronowski et al., 1999).

Se ha observado que la respuesta inducida por la inoculacién de BV es muy limitada. Esto es
en si mismo un beneficio interesante, pues los baculovirus son capaces de estimular
fuertemente el sistema inmune innato pero por un corto periodo de tiempo, eliminando asi
potenciales dafios producidos por una respuesta inflamatoria sostenida (Chimeno Zoth et al.,

2012).

La inoculacién de ratones con AcMNPV es, ademas, capaz de inducir la activaciéon de células
natural killer (NK); siendo posible observar un incremento de cuatro veces en su niumero en
bazo, higado, médula ésea y timo de ratones comparado con el grupo control (Kitajima et al.,

2008).

Es interesante destacar que, a diferencia de otros virus utilizados como vehiculos vacunales -
como los adenovirus humanos que se utilizaron para la formulacién de las vacunas
aprobadas para su uso de emergencia en la pandemia de COVID-19 (Sputnik-V, Jannsen) -, no
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existe en humanos inmunidad pre-existente para los baculovirus. Este factor, en conjunto con
lo anteriormente mencionado, los convierte en un candidato prometedor para su utilizacion

como vehiculo vacunal.

Arenavirus

Biologia de los arenavirus

La familia Arenaviridae comprende 4 géneros de virus que infectan distintos tipos de
vertebrados: Antennavirus (peces), Mammarenavirus (roedores, humanos y murciélagos),
Hartmanivirus y Reptarenavirus (serpientes). El nombre “arenavirus” proviene de la
apariencia que se observa en micrografias electrdnicas de los viriones, que parecen llenos de

arena, producto de la incorporacién de ribosomas celulares (Radoshitzky et al., 2019).
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Figura 7. Mammarenavirus. En el panel izquierdo se observan (a y b) micrografias electronicas del
mammarenavirus modelo, virus de la coriomeningitis linfocitaria (LCMV). (c) Micrografias electrénicas (Cryo-EM) de
viriones del virus Tacaribe (TCRV), donde es posible observar el pleomorfismo. (d) LCMV brotando hacia espacios
intracelulares de la corteza adrenal de un cobayo 8 dias post-infeccién. En el panel derecho (e), un esquema de
un virién prototipico de mammarenavirus. (Adaptada de Radoshitzky et al., 2019. Esquema cortesia de Ure, AE, sin

publicar)

Los viriones de los arenavirus son envueltos, pleomdérficos y con un tamafio que oscila entre
los 50 y 300 nm de didmetro (Radoshitzky et al., 2019). Su genoma es de RNA simple cadena,
segmentado en 2 o 3 moléculas denominadas S (small), M (medium) y L (large), cuya
polaridad es ambisense. A excepcién de los Hartmanivirus, que han sido descritos

recientemente, el genoma de los arenavirus codifica 4 ORF (ORF: open reading frame); N, la
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proteina de nucleocdapside, el precursor de las glicoproteinas GPC, que es proteoliticamente
procesado en G1, G2 y un péptido seflal estable (SSP: stable signal peptide), la
RNA-dependiente RNA polimerasa (RdRp) L y la proteina de matriz, Z. La superficie de los
viriones se encuentra decorada por espiculas triméricas en las cuales se distingue claramente
un tallo y una cabeza, formadas por las glicoproteinas virales. El genoma se encuentra
complejado con la nucleoproteina y la RdRp viral, formando los complejos RNP (RNP:
ribonucleoprotein complexes). EI RNA viral no posee cap y contiene una G en cada uno de
los extremos 5’, mientras que los extremos 3’ no poseen motivos poliadenilados. Los
extremos de cada molécula de RNA tienen secuencias invertidas complementarias que
codifican para sefiales de inicio de transcripcion y replicacién. Los segmentos con polaridad
ambisense codifican dos ORF no solapados (en orientacion opuesta), separados por regiones
intergénicas no codificantes (IGR: intergenic region). Las IGR adoptan estructura secundaria
de al menos un stem-loop, que cumplen un rol en la terminacién de la transcripcién, en el

ensamblado y en la brotacién de los viriones.

El género Mammarenavirus incluye mdultiples patégenos humanos, desde el arenavirus
prototipico de bajo riesgo LCMV (virus de la coriomeningitis linfocitaria) a los altamente
virulentos, conocidos por producir enfermedades hemorrdgicas severas, como el virus Lassa

(LASV) en é&frica occidental y el virus Junin (JUNV) en nuestro pais.

De acuerdo a la distribucién geografica y propiedades seroldgicas y filogenéticas, los
mammarenavirus son divididos en dos complejos, aquellos pertenecientes al grupo de virus
del viejo mundo (OW: old world) y a los del nuevo mundo (NW: new world) (Charrel et al.,
2008). En el caso del complejo NW, los virus pueden ser, ademads, ordenados en tres clados
(A, B y C), dependiendo de las relaciones filogenéticas entre ellos (Charrel et al., 2003;

Charrel & de Lamballerie, 2003).
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Figura 8. Arbol filogenético de la familia Arenaviridae. Las relaciones filogenéticas fueron establecidas utilizando
la secuencia de aminoacidos completa de la proteina L. Se destacan en negrita los arenavirus que generan
enfermedad en humanos (Alineamiento de Radoshitzky et al., 2019, graficado con iTOL de EMBL).

Ciclo replicativo de los arenavirus

La infeccién por parte de los arenavirus comienza con la interaccién y el attachment del
virion, mediada por las glicoproteinas, a receptores celulares. Consistente con su amplio
rango de hospedador y tropismo celular, el a-distroglicano (a-DG) - que se encuentra
altamente conservado y expresado en la superficie celular - ha sido identificado como el
receptor principal para LCMV, LASV vy los virus Latino y Oliveros, ambos pertenecientes al
clado C de los virus del NW (Cao et al., 1998; Spiropoulou et al., 2002). Otras proteinas
celulares han sido reportadas como receptores alternativos para LASV; como miembros de la
familia TAM (Axl y Tyro3) y los miembros de la familia de lectinas tipo C, DC-SIGN y L-SIGN

(Shimojima et al., 2012). Todos los NW patogénicos pertenecen al clado B y se unen a la
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region del dominio apical del receptor de transferrina 1 (TfR1) (Radoshitzky et al., 2007). TfR1
es una proteina transmembrana abundante en las células inmunes activadas y en las células
del endotelio vascular, ambos tipos celulares involucrados en la patogénesis de los

arenavirus (Geisbert & Jahrling, 2004).

Luego de la unién al receptor celular, los viriones son internalizados mediante la via
endocitica independiente o dependiente de clatrina, para los OW o NW, respectivamente
(Kunz et al., 2002, 2003). La liberacién de los RNP al citoplasma ocurre tras la fusidon de las
membranas virales y endosomales, un proceso que es dependiente del pH, y es mediado por
las glicoproteinas virales (Rojek, Sanchez, et al., 2008). La interaccion entre los ectodominios
de SSP y G2 cumplen un rol en el mantenimiento de la forma de pre-fusiéon de las
glicoproteinas a pH neutro y en la activacién del cambio conformacional que lleva a la fusién
de membranas a pH &cido (York & Nunberg, 2006). Las glicoproteinas en la superficie viral
son labiles, y estdn preparadas para sufrir una serie de cambios conformacionales para
formar una estructura post-fusion termodindmicamente favorable (Abraham et al., 2010; White
et al.,, 2008). La activacién de este proceso estd controlada por receptores celulares o por el
acceso a ciertos compartimientos intracelulares. El estado pre-fusién, que es establecido
mediante la maduracién proteolitica de GPC, se mantiene en parte por la insercién del
complejo en la membrana. En la ausencia del clivado proteolitico, GPC es aln mas estable,
pero tiende a formar oligémeros heterogéneos y estructuras similares a las de post-fusion

(Hastie et al., 2016).

Luego de la liberacién de los RNP al citoplasma, el RNA viral es transcripto y replicado por
accion de la RdRp L. El inicio de la transcripcién ocurre mediante un mecanismo compartido
por algunos de los virus de RNA de polaridad negativa, llamado cap-snatching, en el cual la
proteina L le quita un pequefio fragmento del extremo 5’ a los mRNA celulares que contienen
cap para poder comenzar la sintesis de los mRNA virales (Ferron et al., 2017; Morin et al.,

2010).

Inicialmente, cuando solo hay segmentos de RNA gendmico, Unicamente son transcriptos y
traducidos los mRNA que codifican N y L. Los mRNA de los genes arenavirales no son
poliadenilados, y las regiones intergénicas de los genomas contienen las seflales de
terminacion (Pinschewer et al, 2005). Gracias a su actividad de anti-terminador, la
acumulacién de N permite la sintesis del antigenoma completo (Tortorici et al., 2001). Una vez

presente el antigenoma, ocurre la transcripcién y traduccién de los mMRNA de GPCy Z, y la
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replicacién génica. Z actia como inhibidor de la transcripcion y replicacién (Kranzusch &

Whelan, 20M), y es su acumulacion la que dirige el paso de brotacién del ciclo viral.

El ensamblado y la brotacién de los viriones producidos tras el ciclo infectivo es un proceso

altamente complejo, del cual no se conocen todos los pasos y mecanismos involucrados.

Como otros virus envueltos, los arenavirus reclutan y utilizan el complejo de clasificacidon
endosomal requerido para el transporte ESCRT (del inglés: Endosomal sorting complex
required for transport) para facilitar su liberaciéon (Chen & Lamb, 2008; Eastman et al., 2005;
Young et al., 1991). La proteina de matriz Z provee la fuerza impulsora para la brotacion de las
particulas virales y, gracias a esto, es capaz de producir particulas pseudo-virales (VLP: virus
like particles) cuando es expresada de manera individual (Hoenen et al., 2006). Durante la
brotacién, Z forma una capa interna debajo de la envoltura viral e interactia de manera
directa con N y GPC para su incorporacion a las particulas virales. La interaccién entre Ny Z
es critica para la incorporacion de los RNP a los viriones. Al igual que para otras proteinas de
matriz virales, los pequefios dominios tardios (L-domains: late domains) presentes en Z son
los responsables de la interacciéon con la maquinaria ESCRT y la subsecuente brotacion
(Casabona et al., 2009; Perez et al, 2003; Urata et al, 2007, 2009). Ademas de los
L-domains, la modificacién postraduccional del residuo de glicina 2 (G2) de Z mediante la
adicién de un miristoilo, también es esencial para la brotacién viral. Esta modificacién se
encuentra altamente conservada en todos los mammarenavirus, y su alteracion, ya sea por
mutacién o por inhibicién de la miristoilacién, resulta en una drastica reduccién en la
brotacién viral (Casabona et al.,, 2009; Perez et al., 2004; Shtanko et al., 2011; Urata et al,,
20009).
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Figura 9. Ciclo infectivo y replicacién de arenavirus. (A) Esquema del ciclo infectivo, resaltando las diferencias
que se conocen para los arenavirus OW y NW. (B) Replicacion, transcripcién y traduccién del genoma de un

arenavirus tipico. (Figura cortesia de Ure, AE. Sin publicar)

Fiebre hemorragica argentina

La fiebre hemorrdgica argentina (FHA), cuyo agente etiolégico es el virus Junin (JUNV), es
una enfermedad endemo-epidémica de nuestro pais, caracterizada por alteraciones a nivel
cardiovascular, hematoldgico, renal, inmunoldgico y neurolégico. En la actualidad, posee una
mortalidad de entre un 15 y 30%, pero en sus origenes, el “mal de los rastrojos” - como se la

conocia vulgarmente - alcanzaba una mortalidad del 50%.

Epidemiologia

La infeccién en humanos se produce a través de las mucosas (conjuntival, inhalatoria u
orofaringea) o de lesiones en la piel. Las fuentes y vehiculos del virus son aerosoles, polvo u

otros materiales contaminados con orina, saliva o sangre de roedores infectados. Las
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semillas, tallos de malezas y rastrojos contaminados con deyecciones y sangre fueron
identificados de manera temprana como las fuentes de infeccién. El contagio interhumano se

demostré en un nimero muy pequefio de casos.

Los roedores de la especie Calomys musculinus (Sigmodontinae, Muridae) son los
reservorios naturales de JUNV, aunque el virus también ha sido aislado de Calomys laucha,
Akodon azarae vy Oryzomys flavescens, todos animales de habitos rurales (Garcia et al.,
2000). De manera muy ocasional, se ha encontrado infeccién en otros roedores urbanos
como Mus musculus. En los animales, la infeccion se presenta como crénica inaparente, con
eliminacién persistente de virus al medio ambiente (Rawls et al., 1981; Staneck et al., 1972).

A pesar de que se reportan casos en cualquier época del afio, la FHA tiene una distribucion
estacional que presenta un pico maximo en su nimero de casos durante los meses de abril y

junio (Weissenbacher et al., 1983).

Los primeros casos registrados datan de mediados de la década del ‘50 y, desde entonces,
se ha informado una gran variacién en el nimero de casos anuales, de entre 300 y 3000,

aunque en los Ultimos afios este nimero se ha reducido a entre 15y 50.

Aunque la FHA es una enfermedad de reporte obligatorio en la Argentina, alrededor de un
78% de los casos sospechosos no posee una clasificacidén final registrada, siendo estos
categorizados como no-conclusivos (Ministerio de Salud, Gobierno de la Provincia de Buenos
Aires, 2020). Si bien no hay andlisis epidemiolégicos exhaustivos, estudios sobre
trabajadores en situacién de riesgo muestran que se puede cursar la enfermedad de manera
sub-clinica (Boxaca et al., 1982; Damonte et al., 1978), pero se estima que el 80% de las

infecciones sigue un curso clinico (Enria et al., 2008).

El 4rea endémica de la FHA ocupaba una superficie de 16.000 km? en el norte de la provincia
de Buenos Aires, entre 1958 y 1962, habiéndose extendido rdpidamente. Actualmente se
estima en 150.000 km2 e incluye, ademas, ciertas regiones de las provincias de Cérdoba,
Santa Fe y La Pampa. Se estima que la poblacién en riesgo de contraer la enfermedad es de
5 millones de personas (Enria et al., 2008; Garcia et al., 2000; Mills et al., 1994). A pesar de
que la incidencia de la enfermedad es reducida, el area endémica corresponde a la zona
agricolo-ganadera mas importante de la Argentina, y la poblacion mas expuesta es la de los

trabajadores rurales. Por esta razén, ha tenido y puede tener un gran impacto en la salud y en
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la economia de nuestro pais y, como consecuencia, es de suma importancia la investigacién y

vigilancia de dicha enfermedad.

Curso clinico

La mayoria de los casos clinicos de FHA se presentan de manera similar. La infeccién es 4
veces mas frecuente en hombres que en mujeres, pero esto se atribuye simplemente a que

la mayoria de los trabajadores agricolas son hombres.

Luego del periodo de incubacién, que estd estimado entre 6 y 14 dias, ocurre una fase
prodrémica que dura entre 1y 5 dias, y que tipicamente incluye fiebre, malestar, mialgia,
anorexia y dolor de cabeza. Estos sintomas son comunes a otras enfermedades lo que puede
dificultar el diagndstico. Al final de la misma, los pacientes en general desarrollan ndusea,
emesis, dolor abdominal, conjuntivitis, sangrado gingival y mareos. Durante la segunda
semana de la enfermedad, son comunes también la deshidratacién, hipotensién y confusion.
Es durante esta segunda semana que un tercio de los pacientes desarrollan la enfermedad
grave con manifestaciones neuroldgicas, que incluyen temblores, delirio, ataxia,
hipo/areflexia, disminucién en el tono muscular, convulsiones y coma; y también
manifestaciones hemorrdgicas que incluyen petequias, equimosis, gingivorragia,
hematemesis y melena, hematuria y metrorragia (en las pacientes femeninas). Esta fase
puede llevar a la falla multiorgdnica y la muerte. La mayoria de los pacientes sintomaticos
presentan leucopenia, trombocitopenia y proteinuria. Algunos de estos pacientes - a los
cuales les es administrado plasma inmune a modo de tratamiento - desarrollan sindrome
tardio neurolégico (STN); luego de la recuperacion de la enfermedad, reportan mareos, dolor
de cabeza y nduseas. Posterior a un periodo de tiempo sin sintomas, los pacientes que
presentan STN desarrollan fiebre, paralisis de los nervios craneales y déficits neuroldgicos
como nistagmus. Al menos dos tercios de los pacientes de STN manifiestan tinitus, vision

borrosa, y ataxia dentro de los 7 dias, y el 40% reporta diplopia.

La fase de convalecencia puede durar hasta 12 semanas, y es caracterizada por fatiga,

irritabilidad, problemas de memoria, mareos y pérdida del cabello.
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Diagndstico clinico y de laboratorio

El diagndstico de la FHA es establecido primariamente por examen clinico, andlisis
bioquimicos generales y anamnesis del paciente (preguntas sobre la historia clinica, en este
caso es relevante la permanencia en zona endémica en las Ultimas tres semanas) (L. H.
Harrison et al., 1999). Los sintomas y signos iniciales de la FHA son similares a muchas otras
enfermedades infecciosas. La definicion de caso probable tiene lugar cuando el paciente
presenta una enfermedad aguda acompafiada de fiebre, y existe posible exposicién a JUNV
en las Ultimas tres semanas. La confirmacién del caso clinico ocurre cuando, ademas de los
sintomas y signos coincidentes, hay confirmacién de laboratorio de infecciéon por JUNV; ya
sea por aislamiento del virus o seroconversién (aumento de cuatro veces en el titulo de
anticuerpos neutralizantes para JUNV entre la fase aguda y convaleciente). Ha sido
propuesto que otras pruebas de laboratorio sean utilizadas para apoyar la definicién de caso,
en especial para tomar decisiones sobre el uso de plasma de convalecientes, mientras se
espera a la confirmaciéon. En las dreas endémicas, la combinacién de trombocitopenia
(recuento de plaquetas menor a 100.000/mm3) y leucopenia (recuento menor a 4000/mm3)
tiene una sensibilidad del 100% y una especificidad del 71% para FHA (L. H. Harrison et al.,
1999).

Tratamiento

El tratamiento principal de la fiebre hemorrdgica argentina, como para otras fiebres
hemorragicas virales, es de soporte intensivo, e incluye la reposicién de fluidos y manejo de

la fiebre, entre otros.

La respuesta inmune generada contra JUNV puede ser muy efectiva en la eliminacion del
virus durante la enfermedad aguda y ademds puede ser suficiente para prevenir
reinfecciones. Los anticuerpos detectados en pacientes que comienzan a recuperarse son
principalmente del tipo neutralizantes (de Bracco et al., 1978). Por esta razén, se utiliza de
manera terapéutica la administracion de plasma inmune de convalecientes a los pacientes de
FHA como tratamiento, que reduce la mortalidad del 30% al 1% cuando se administra en la

ventana adecuada de tiempo. Se recomienda una dosis de al menos 3000 unidades
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terapéuticas por kg de peso corporal (Enria et al., 1984). Si bien este tratamiento se encuentra
aprobado a nivel local por el ANMAT y es el Unico efectivo contra la FHA, el nimero de
donantes convalecientes se ha reducido de gran manera con la disminucién de la incidencia
de la enfermedad (Enria et al., 2008), lo cual dificulta la disponibilidad de plasma. Por otro
lado, como ya se ha mencionado, el 10% de las personas que son tratadas de esta manera

desarrollan SNT.

Hay estudios que evallan la administracion de ribavirina, una droga antiviral de amplio
espectro. Otro antiviral evaluado como potencial tratamiento es el favipiravir, que es un
inhibidor selectivo de las RNA polimerasas virales. Sin embargo, ninguno de estos

compuestos ha sido aprobado como tratamiento para la FHA.

Profilaxis: vacuna Candid#1

La vacuna a virus atenuado Candid#1 fue introducida en 1991 en nuestro pais para la

prevencién de la FHA e incorporada al Calendario Nacional de Vacunacién en 2007.

Esta vacuna fue desarrollada en el marco de un proyecto de colaboracién entre el gobierno
de la Republica Argentina, la Organizacidon Panamericana de la Salud (OPS) y el United States
Army Medical Research Institute of Infectious Diseases (USAMRIID) en Maryland, Estados

Unidos.

Candid#1 consiste en una cepa atenuada de JUNV que es derivada de la misma cepa a partir
de la cual se obtuvo con anterioridad otra cepa no patogénica llamada XJ-C13
(Weissenbacher et al., 1987). La atenuaciéon de Candid#1 se hizo de manera convencional;
mediante el pasaje seriado en animales (cobayos, cerebros de ratén) y cultivo celular (linea
FRhL-2, derivada de células epiteliales de mono Rhesus) (Enria & Barrera Oro, 2002). Durante
estos multiples pasajes, el virus adquirié diferentes mutaciones a lo largo de su genoma
(Albarifio et al., 1997; Gofii et al., 2010). Los estudios recientes de genética reversa (Albarifio
et al., 2011; Seregin et al., 2015) han identificado la sustitucidon de una fenilalanina a isoleucina
en la posicion 427 (F427I) de G2 como el Unico determinante de atenuacién. No se conoce el
mecanismo por el cual esta mutacidon atenula la virulencia. Sin embargo, el hecho que la
no-patogenicidad de Candid#1 dependa exclusivamente de una sola mutaciéon es un punto

que genera preocupacion debido al potencial de reversidn a la virulencia que existe, sobre
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todo considerando tanto la alta frecuencia de mutacién de los virus a RNA (Holland et al,,
1982) como también la alta tasa de recombinacidn y reasociacidén que presentan los virus con

genoma segmentado (Vezza et al., 1980).

Candid#1 demostrdé no poseer efectos adversos en primates no humanos sin evidencia de
persistencia viral en etapas pre-clinicas (McKee et al.,, 1992). Los ensayos de Fase | y |l
realizados con voluntarios humanos sanos tanto en Estados Unidos como en Argentina
demostraron la seguridad e inmunogenicidad de esta vacuna, no habiéndose reportado
anormalidades clinicas, hematoldgicas o bioquimicas significativas. La respuesta inmune
humoral medida por pruebas de neutralizacién demostré seroconversion en mas del 90% de
los individuos estudiados, y ademas se detecté respuesta del tipo celular en un 99% de los
mismos (Maiztegui et al., 1998). La Fase lll de evaluacién, consistente en un ensayo clinico a
doble-ciego, aleatorio y controlado con placebo, fue realizada en Argentina con 6500
voluntarios sanos, todos residentes de la zona endémica, entre 1988 y 1990 (Maiztegui et al,,
1998). El mismo estimd la eficacia de Candid#1 en un 95.5%. Entre 1991y 2003 se vacunaron
en Argentina mas de 250.000 adultos con alto riesgo de adquirir FHA y se confirmaron los

hallazgos de las fases clinicas de seguridad, inmunogenicidad y eficacia.

Tanto los estudios previamente mencionados, como la administracién de la vacuna entre 1991
y 2003 se llevaron a cabo con una vacuna producida en el Instituto Salk (Pensilvania, Estados
Unidos). Sin embargo, entre 2005 y 2006, el Instituto Nacional de Enfermedades Virales
Humanas (INEVH) de Pergamino desarrollé el proyecto de produccién nacional de Candid#1,
en el cual se demostré que la vacuna producida de manera local era equivalente a la
producida en Estados Unidos (Enria et al.,, 2010). En consecuencia, obtuvo el registro y
aprobacién en la ANMAT para su uso en seres humanos, y en la actualidad el 100% de las
dosis de Candid#1 que se administran en nuestro pais corresponden a las producidas

localmente.

A pesar de que Argentina produce una vacuna eficaz para la fiebre hemorrdgica argentina, la
tecnologia en la que se basa Candid#1 es costosa y requiere de controles de seguridad que a
veces pueden resultar dificiles de alcanzar. Asi mismo, al tratarse de una vacuna virus
atenuado, siempre existe el riesgo de reversién a fenotipos patogénicos y, ademads, su
administracion no estéd aprobada para menores de 15 aflos, mujeres embarazadas y personas
inmunodeprimidas que al residir en la zona endémica se encuentran en riesgo de contraer la

enfermedad. Por esta razén, la generacién de nuevos candidatos vacunales basados en
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tecnologias que reduzcan el costo de produccién y el riesgo/efectos adversos es de gran

interés para nuestro pais.

En esta tesis se propusieron y exploraron dos alternativas para la produccidon de

inmundgenos para la FHA, ambas basadas en el sistema de expresiéon baculovirus-células de

insectos.
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Objetivos

Objetivo general

Desarrollo de inmundgenos basados en el sistema de expresidon en células de insecto
mediada por baculovirus como potencial alternativa a la vacuna a virus atenuado contra la

fiebre hemorrdgica argentina (Virus Junin: JUNV).

Objetivos especificos

+ Generacién y caracterizacién de baculovirus recombinantes que expresen las
diferentes proteinas estructurales de JUNV en células de insecto.

+ Caracterizacién de la expresion de GPC en la envoltura de los baculovirus.

+ Disefio y obtencién de una linea celular de insecto establemente transformada que
exprese la proteasa SKI-1/S1P para el correcto procesamiento de las glicoproteinas de
los arenavirus.

¢+ Produccion de VLP (virus-like particles) de JUNV en el sistema de expresion

baculovirus-células de insecto.
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Capitulo | - Baculovirus surface-display de GPC

arenavirales
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Introduccion

El display de proteinas o péptidos heterélogos en la superficie de una célula o virus
constituye una herramienta invaluable para la ingenieria de proteinas. Esta técnica ha sido
utilizada con multiples fines; desde investigacién bdasica para la caracterizacién de las
proteinas y sus interacciones, o para investigaciones més aplicadas como el desarrollo de
técnicas de diagndstico o la generacién de inmundgenos (Mékela et al., 2010; Premanand et

al., 2018).

La variante de surface-display mas utilizada es el phage-display (Aghebati-Maleki et al., 2016)
pero como se limita a hospedadores bacterianos, las proteinas eucariotas no pueden ser
expresadas con todas las modificaciones post-traduccionales que suelen ser necesarias para

su funcién y correcto plegamiento.

Como se menciond anteriormente en la introduccién de la presente tesis, el sistema de
expresiéon baculovirus-células de insecto, es una plataforma eucariota para la expresion de
proteinas heterdlogas, y constituye una buena alternativa al phage-display cuando se
requieren modificaciones post-traduccionales méas complejas (Grabherr et al., 2001; Makela &

Oker-Blom, 2006).

Es el morfotipo viral propagable en cultivo; el virién brotante, el que ha sido ampliamente
utilizado para el display superficial mediante diferentes estrategias. La idea general involucra
la fusion de la proteina o péptido de interés a alguna proteina viral para lograr que la misma
se incorpore al virién brotante. Esto puede ser llevado a cabo de diversas maneras; por fusion
a la proteina mayoritaria de cédpside VP39 (caso en el cual la proteina de interés estard dentro
de la envoltura del BV pero no realmente superficialmente expuesta) (Kukkonen et al., 2003;
Molinari et al., 2011; Oker-Blom et al., 2003), por fusién a la glicoproteina GP64, o a partes de
ella (Mottershead et al., 1997; Pidre et al., 2013), o incluso por incorporacién directa de la
proteina a la membrana del BV, como ocurre con la HA de influenza (Borg et al., 2004) y G del

virus de la estomatitis vesicular (VSV) (Chapple & Jones, 2002; Ojala et al., 2004).
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GP64: Estructura y estrategias de exposicion superficial

GP64 es una proteina transmembrana de clase |, altamente glicosilada y es la proteina
mayoritaria de la envoltura de los viriones brotantes de AcMNPV (Whitford et al., 1989). Posee
una longitud de 512 aminodcidos y un peso molecular de entre 64 y 67 kDa, y pertenece a la
clase lll de proteinas de fusién virales, aunque su estructura difiere de las descritas para otros
virus. Se encuentra de forma nativa formando trimeros, y en cada protémero es posible

distinguir 5 dominios diferentes.

Las estrategias de exposiciéon superficial mediante fusién de la proteina heterdéloga a GP64
son diversas, y la que otorgue mejores resultados dependera del tipo de proteina que se
quiere exponer. Es importante mencionar que los baculovirus recombinantes construidos
para el display superficial alin conservan una copia de GP64 wild type en su genoma que

mantiene su capacidad infectiva en los cultivos de células de insecto.

Fusion a GP64 completa

Esta estrategia requiere la generacién de un baculovirus recombinante que expresa la
proteina quimérica conteniendo en su extremo N-terminal el péptido sefial de GP64,y en su
extremo C-terminal el ectodominio completo de GP64. Mediante este método ha sido posible
exponer superficialmente proteinas de gran tamafio como GP120 de HIV. Posee como ventaja
que la proteina quimérica contiene todas las sefiales necesarias para el transporte de la
misma a la membrana, la maduracién e inclusién en los viriones brotantes, pero como
desventaja que el proceso de clonado es complejo, y ademas los vectores de transferencia

obtenidos tienen un gran tamafio.

Fusion solo al péptido senal de GP64

Es posible para algunas glicoproteinas o proteinas transmembrana como HA de Influenza
anclarse en la membrana de las células de insecto y subsecuentemente en la envoltura del
viridn brotante sin adicionarles la secuencia transmembrana de GP64. Sin embargo, la

incorporacion del péptido sefial de GP64 facilita el direccionamiento hacia la membrana. De
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esta manera lo que se construye es un baculovirus recombinante que posee el ectodominio

de la proteina de interés, precedido del péptido sefial de GP64.

Figura 10. Fusiones a GP64 para la exposicién superficial de antigenos. (a) Fusién a GP64 completa (b) Fusién
solo a los dominios transmembrana (TM) o cytoplasmic tail domain (CTD). (c) Fusién de un péptido a una copia

recombinante de GP64. Figura adaptada de (Pidre et al., 2013)

Fusion al péptido sefial, dominio transmembrana y cola citoplasmdtica de GP64

Esta estrategia y diferentes combinaciones de la misma (SP+CTD, SP+TM, TM+CTD), es la mas
utilizada actualmente. Permite la exposicion de diversos tipos de proteinas, incluyendo
aquellas que normalmente no se dirigen ni se anclan a la membrana. Conservar la cola
citoplasmatica de GP64 (denominado CTD: cytoplasmic tail domain) favorece la interaccion
de la proteina recombinante con la nucleocédpside y por ende la incorporacién de la misma a

los viriones brotantes durante el proceso de brotacion.

PAGINA 44


https://www.zotero.org/google-docs/?uWa2DY

CAPTTULO T - BACULOVIRUS SURFACE-DISPLAY DE GPC ARENAVIRALES PAULAN. ARRTAS - TESTS DOCTORAL

El display superficial de antigenos utilizando BEVS no es solo una alternativa mas econdmica
y segura para el desarrollo de inmundgenos, si no que, ademas aprovecha la capacidad
intrinseca de adyuvante de los baculovirus, generando de esta manera respuestas inmunes

fuertes, tanto del tipo humoral como celular.

Estructura de la proteina GPC: desde la traduccidn a la formacion de la

espicula viral

El precursor de las glicoproteinas de los arenavirus GPC se sintetiza como un Unico
polipéptido que luego serd procesado en tres unidades (SSP, G1y G2) que interaccionan

entre si por uniones no covalentes y forman la espicula viral madura.

SSP/GP1/GP2
a b, ./ Trl'rnero
‘ =
sp PP ome PG Madurocin
N[] T JH
: s + Lumen T 5KI-1/S1P

Figura 11. Estructura y procesamiento de GPC. (a) Representacién esquemédtica del precursor de las
glicoproteinas arenavirales. En blanco el peptido sefial estable (SSP), en amarillo G1, en rojo G2. Resaltado el
dominio transmembrana en negro, y el sitio de reconocimiento de SKI-1/S1P. (b) Esquema de traduccion,

procesamiento y maduracion de GPC en el reticulo endoplasmatico. Adaptada de Burri et al., 2012.

Péptido sefial estable (SSP)

El péptido sefial estable de los arenavirus tiene como particularidad que, en comparacién con
sus andlogos en otros virus, es inusualmente largo (58 aa) y no es reciclado una vez que se
ha separado de G1-G2, si no que forma parte de la estructura final de la espicula mediante
interaccidon directa con G2. Ademas de su rol como péptido sefial para dirigir al polipéptido
naciente hacia el interior del reticulo endoplasmatico, su asociacién a G2 es requerida para el
trafico de las glicoproteinas hacia la membrana celular y el correcto ensamblado de la

espicula (Bederka et al., 2014; Froeschke et al., 2003; York et al., 2004).
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El SSP es clivado por una peptidasa sefial (SPasa: signal peptidase) del hospedador, y es
sujeto a modificaciones post-traduccionales como miristoilaciéon, que son necesarias para la

salida del RE.

Glicosilacion del complejo G1/G2

La N-glicosilacién de G1/G2 es compleja y sus sitios varian dependiendo de la especie del
arenavirus, pero se encuentran presentes tanto en G1 como en G2. Algunos de estos sitios
son esenciales para el correcto procesamiento de G1/G2, pero otros son dispensables

(Bonhomme et al., 2011).

Clivaje de G1/G2

Una vez que el complejo SSP-G1/G2 ha salido del RE e ingresa dentro del Golgi, G1/G2 es
procesado en las proteinas individuales por accidon de una convertasa denominada SKI-1/S1P
(Lenz et al., 2001; Rojek, Lee, et al., 2008). El sitio de reconocimiento de esta proteasa estd
ampliamente conservado en todos los arenavirus hasta el dia de la fecha y se asemeja a los
sitios de auto-procesamiento de la propia SKI-1/S1P, con secuencia del tipo RX(hidrofobico)X+,
donde X es cualquier aminoacido y el hidrofébico es generalmente una Leucina (Pasquato et

al., 2011).
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Objetivo general

Ha sido demostrado por otros autores que una respuesta humoral neutralizante otorga
proteccion frente a la FHA (Golden et al.,, 2016) y se ha propuesto como correlato de
proteccidon para la vacuna Candid#1. Debido a que las glicoproteinas constituyen el principal
inmundégeno tanto para JUNV como para LASV, y que el baculovirus surface-display ha sido
utilizado con éxito para la generacion de candidatos vacunales para enfermedades virales,
nos propusimos ensayar si es posible exponer superficialmente GPC del JUNV y del LASV en

los viriones brotantes de AcMNPV.

Objetivos especificos

+ Disefio y generaciéon de baculovirus recombinantes que expresen GPC del
virus Junin y del virus Lassa con el tag V5

+ Diseflo y generaciéon de un baculovirus recombinante que expresa GPC del
virus Junin en fusién al CTD de GP64

+ Caracterizacion de los virus generados

+ Evaluacion de la localizacidon celular de GPC en las células de insecto

+ Evaluaciéon de la exposiciéon superficial de GPC en la membrana de los

baculovirus recombinantes
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Resultados

Disefio y generacion de baculovirus recombinantes que expresan GPC

del virus Junin y del virus Lassa con el tag V5

Nuestra estrategia busca reproducir en la membrana del virién brotante del baculovirus la
conformacién nativa de la espicula arenaviral, por lo cual se decidié conservar el péptido
sefial estable de GPC, que es esencial para el ensamblado de la misma, y no reemplazarlo

con el péptido sefial de GP64.

A partir de una construccién previamente sintetizada por la empresa Genscript, solicitamos a
dicha empresa el subclonado del ORF de GPC de la cepa Candid#1 de Junin en fusién al tag
V5 en el vector de transferencia pBacPAK9. La construcciéon obtenida se denomind

pBacPAKS-GPC:V5 (Figura 12).

Sintesis previamente solicitada Notl Notl
— No#l
EcoRV EcoRV GPC >_
\ { V5 tag
Nati # g 1497 bp
> — e pBacPAK9
V3 tag IRES -‘g g 5538 bp
pUC57-Kan construccion in silico g
2479 bp 2262 bp a | Insercion del fragmento J

Digestion con Insercion del
el fragmento

pUC57-Kan-GPC:V5;:IRES:IL2 /

pBacPAK9-GPC:V5
7046 bp

Figura 12. Esquema de sintesis de la construccién del vector pBacPAK9-GPC::V5. Se solicité a la empresa
Genscript el subclonado del ORF GPC:V5 de JUNV a partir de la construccién sintética
pUC57-Kan-GPC::V5:IRES:IL2 disefiada previamente en el laboratorio.

Para la proteina GPC de LASV, se utilizé la construccién gentilmente cedida por el Dr. Jack
Nunberg denominada pHCMV-LASV:Siga, que contiene el ORF completo de GPC de la cepa
Josiah. Este ORF fue amplificado por PCR utilizando primers especificos, purificado, y clonado
en el vector pGEM'-T Easy (Promega, Madison, EE.UU.) La secuencia de las inserciones de los

clones fue confirmada experimentalmente (Macrogen, Corea del Sur) vy, luego, el inserto se
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subclond en el vector de destino pBacPAK9 previamente digerido con las enzimas de
restricciéon Sacl/Notl. El plasmido obtenido se denominé pBacPAKS-GPC:LASV. Para poder
detectar la proteina GPC de LASV, fue necesario incorporar a este vector la secuencia para el
tag V5. Con tal fin, la secuencia correspondiente al tag fue amplificada por PCR a partir del
vector pIB-V5/His con primers especificos y clonado en el vector pGEM-T EASY (Figura 13A).
Este vector se denomind pGEM-T:V5, que fue secuenciado para confirmar la correcta
insercién del tag. A continuacién, se digirié el vector pBacPAK9S-GPC:LASV y pGEM-T:V5 con
las enzimas de restriccién Notl y Pacl, se purificaron los insertos y se ligaron para incorporar

el tag V5 al vector de transferencia generando el pBacPAK9-GPC:LASV::V5 (Figura 13B).

Sacl Notl

.. 1512 bp /
PCR con primers - :E
especifV ]
©
o
>
3

f—
<
Sacl tl'l'!}
ac
| Noti UC}
e
3 6850 bp

pBacPAK9 42y
5538 bp o

Notl Pacl

PCR con primers §
especificos

—— V5

pIB-V5/His

| Ligacién en pGEM-T Easy |

O

PGEM-T:VS  ,BacPAK9-GPC:LASV
6850 bp

Amp |

Digestion Noti/Pacl y ligacion

| pBacPAK9-GPC:LASV:V5
6894 bp

Agregado del tag V5 a GPC:LASV

Figura 13. Esquema de clonado de las construcciones (A) pBacPAKO-GPC.LASV. (B) pGEMT-V5 vy
pBacPAK9-GPC:LASV::V5.

Para la generacién de los virus recombinantes AcCMNPV-GPC::V5 y AcMNPV-GPC:LASV::V5,

se co-transfectaron células High Five (ver seccion materiales y métodos) con el bacmido
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bApGOZA y el plasmido de transferencia correspondiente, en experimentos independientes
(Je et al,, 2001). Se procedid al seguimiento del cultivo celular por microscopia de contraste
de fase hasta observar la formacién de poliedros a las 96 horas post transfeccién (h.p.t.), se
cosechd el sobrenadante, y éste fue posteriormente propagado para la generacién de los

stocks virales (Figura 15).

Disefio y generacion de un baculovirus recombinante que expresa GPC

de JUNV en fusion al CTD de GP64

Comunmente, cuando se busca construir un baculovirus para surface-display, la proteina
heterdloga es fusionada a alguna regién de la proteina GP64 de los baculovirus. En esta
tesis, se decidid generar una variante de GPC que incorpora el dominio CTD de GP64. El
agregado de este dominio a proteinas heterélogas ha sido reportado por otros autores (Long
et al., 2006; Tung et al., 2020) como un factor que incrementa el porcentaje de proteinas que
se incorporan a la membrana del virién brotante, en contraste con las versiones wild-type de

esas mismas proteinas.

' Notl Noti | ' Noti Nhel |
! 1497 bp i . ; , 1497 bp S
: E— i Mutagenesis : —
GPC > > | GPC > !
] - . ' 1 it i
| riad : ) VS tag GPELCTD |
| 1 L e e m e e = == 7
=== m === == === L J 5

Aty

pBa cPAIEQ-GPC:VS pBacPAK9-GPC:V5:CTD

7048:bp 7046 bp

Figura 14. Mutagénesis del vector pBacPAK9-GPC::V5 para la obtencién del vector pBacPAK9-GPC::V5::CTD. A
partir de la construccidon sintética pBacPAK9-GPC:V5 se solicitd a la empresa Genscript un servicio de
mutagénesis para el agregado en marco traduccional del CTD de la proteina GP64 downstream del tag V5. Lo
que se modificé fue el codén de terminacién del tag, y parte externa del vector pBacPAK9; la secuencia de

GPC::V5 se encuentra completa.

A partir de la construccion pBacPAK9-GPC::V5, se solicitd a la empresa Genscript el servicio
de mutagénesis que permitié la incorporacién del CTD en el extremo C-terminal de GPC::V5.
De esta manera, el pldésmido de transferencia obtenido, denominado

pBacPAK9-GPC::V5::CTD (Figura 14) fue co-transfectado con el bAcmido bApGOZA en células
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High Five . A los 7 dias post-transfeccion, cuando era posible observar signos de infeccién
tardios (poliedros, Figura 15), se colectaron los sobrenadantes y los mismos fueron
amplificados para generar los stocks virales. El baculovirus recombinante se denomind

AcMNPV-GPC::V5::CTD.

ACMNPVIGPCIVS ACMNPYVIGPLILASVIVE ACMNPYVIGPCIVS:CTD

Figura 15. Signos tardios de infeccion en las células transfectadas con el badcmido bApGOZA y los pldsmidos

de transferencia generados. Las flechas rojas sefialan células con cuerpos de oclusién de ACMNPV.

Caracterizacion de los virus generados

Para confirmar la presencia de la construccion génica exégena en el genoma del badcmido, se
realizé un ensayo de PCR amplificando parte del gen GPC a partir de DNA gendmico del
sobrenadante del tercer pasaje (generacidn P4) en cultivo celular. Como se observa en la
figura 16A, fue posible amplificar un fragmento del gen GPC (Y400 pb) usando el DNA
gendémico extraido de los tres virus, pero no del bacmido (control negativo) confirmando de

esta manera que los recombinantes incorporaron el gen de interés.

Posteriormente, se evalud la expresién de las proteinas recombinantes en células HighFive
mediante western blot e inmunofluorescencia utilizando como anticuerpo primario un
anticuerpo anti-V5 (Figura 16B y C, respectivamente). Como control negativo se utilizaron

células sin infectar en ambos casos.
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Figura 16. Caracterizaciéon de los virus generados. (A) PCR sobre extracciones de genoma viral. La PCR con
primers especificos confirma la correcta insercidon de los transgenes en el genoma baculoviral para los 3 virus. (B)
Western blot con anticuerpo anti-V5. Se observa que todos los virus expresan correctamente la fusién. (C)
Inmunofluorescencia con anticuerpo anti-V5 de células infectadas. Se observa que solo las células infectadas con

los baculovirus recombinantes poseen sefial Anti-V5, confirmando que expresan de manera correcta la fusion.

Localizacion celular de GPC en células de insecto

Para comprobar si GPC se localiza en la membrana plasmaética de las células de insecto se

realizaron ensayos de co-localizacion entre GPC y la membrana plasmaética.

Para marcar la membrana plasmaética, a las 48 h.p.i, las células fueron incubadas con una
solucién de WGA-Alexab55. Esta tincidn se basa en la uniéon del WGA (Wheat germ
agglutinin) a las glicoproteinas de membrana mediante unién directa a la

N-acetil-D-glucosamina y los residuos de acido sialico. Las células fueron observadas por
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microscopia confocal. En la figura 17 se muestran los resultados para el virus

AcMNPV-GPC::V5.

Este experimento permitié determinar que GPC se localiza en la membrana plasmatica de las

células de insecto sin la necesidad de la incorporacién de un péptido sefal de insecto.

Membrana plasmética Baculovirus recombinarnte Merge

Figura 17. Localizacion superficial de GPC en células infectadas con AcMNPV-GPC::V5. Se marcé la membrana

ACMNPVY-GFP

ACMNPY-GPCVE

plasmética de células infectadas con AcMNPV-GFP (control negativo) e infectadas con AcCMNPV-GPC::V5 con el
reactivo WGA-Alexa 555. Las células no fueron permeabilizadas. En el caso de AcMNPV-GPC:V5, GPC fue
detectada con un anticuerpo anti-GPC. Las células fueron observadas por microscopia confocal, y fue posible
observar co-localizacién entre GPC y la membrana plasmaética, lo cual indica que la misma se localiza alli sin

necesidad de cambiar su péptido sefial.

Localizacion superficial de GPC en la membrana de los viriones

brotantes

Para determinar si las distintas construcciones de GPC ensayadas se localizan en la

membrana de los viriones brotantes, los mismos fueron parcialmente purificados y
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concentrados por ultracentrifugaciéon en colchdn de sacarosa, y se buscé detectar GPC en los

pellets obtenidos mediante western blot.

No fue posible detectar ninguna de las versiones de GPC en los pellets correspondientes a

los viriones brotantes, pero si GP64 (Figura 18).

Célutas  GPCIVE  GPCV3  GPCVS HighFive
Infectadas  JUNV  GPe4CTD  LASY Mock

Anti-V5

Anti-GP64

Figura 18. Localizacion superficial de GPC en la membrana de viriones brotantes. Western blot de viriones
parcialmente purificados y células infectadas (control positivo) con anticuerpos anti-GP64 y anti-V5. No fue posible
detectar sefial para GPC en ninguno de los pellets obtenidos, pero se confirmé la presencia de los viriones (GP64

+).
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Conclusiones y discusion

El display superficial de antigenos de diversa naturaleza en el sistema baculovirus-células de

insecto ha sido logrado con éxito por multiples grupos de investigacion.

En este capitulo de tesis se buscé generar baculovirus brotantes de AcMNPV que lleven en
su superficie la proteina GPC de JUNV. Para esto, se utilizaron dos estrategias distintas; la
primera fue la exposicién superficial de GPC sin la adicién de secuencias pertenecientes a la
glicoproteina baculoviral GP64, y la otra, fue mediante la incorporacién de la secuencia del

CTD de GP64, manteniendo el péptido sefial estable de GPC y su secuencia completa.

Se construyeron exitosamente tres baculovirus recombinantes que expresan de manera
correcta las proteinas GPC wild-type de JUNV y del LASV, y una versién quimérica de la

proteina GPC de JUNV que incorpora el CTD de GP64.

Si bien las tres proteinas se localizan en la membrana de las células de insecto, por lo cual es
posible aseverar que el péptido sefial estable de GPC es capaz de direccionar correctamente
a las glicoproteinas a la via secretoria, no fue posible observar incorporaciéon de GPC a la

membrana de los baculovirus en ninguno de los casos.

Son pocos los casos reportados en bibliografia en los cuales las estrategias utilizadas en esta
tesis logran de manera eficiente la incorporacién de la proteina heterdéloga en la membrana
de los baculovirus, siendo siempre mas efectiva la incorporaciéon de pequefios péptidos en
fusion a GP64 (o partes de ella). Sin embargo, se queria obtener la espicula viral completa
para la correcta exposicidon de los epitopes antigénicos dependientes de la conformacién
nativa de GPC, incluyendo los péptidos presentes en G2 que son los responsables de la
fusién entre las membranas, y los anticuerpos que reconocen esta regién inhiben el proceso

de entrada viral (York et. al, 2010).

No se descarta a futuro evaluar otro tipo de estrategias, que involucren GPC y GP64

quimérica, dado el gran atractivo del display superficial.
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Capitulo Il - Procesamiento de GPC en células de

insecto
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Introduccion

Las modificaciones post-traduccionales y co-traduccionales incrementan la diversidad de las
proteinas codificadas en los genomas de los organismos. La mayoria de las veces, estas
influencian su funcién y se introducen en las proteinas o péptidos target mediante pasos

enzimaticos especificos.

Una modificacién post-traduccional irreversible muy comdn es la protedlisis de las proteinas
en sitios determinados para generar multiples productos. Este proceso estd mediado por
proteasas que clivan uniones peptidicas determinadas. Los andlisis tanto del genoma
humano como del de ratén, revelan que hay cerca de 600 proteasas distintas que
pertenecen a diferentes clases de enzimas proteoliticas. Dentro de estas se encuentran las
serin-proteasas, caracterizadas por la presencia de un residuo de serina en el sitio activo que

juega un papel esencial en la hidrdlisis de las uniones peptidicas de sus sustratos.

Las proteinas de fusidén virales de tipo |, incluyendo las de los virus de la influenza, HIV-1,
Ebola y SARS-CoV-2, se sintetizan como precursores inactivos que se ensamblan como
trimeros y luego del clivado proteolitico generan las espiculas maduras que poseen
capacidad fusogénica. El precursor de las glicoproteinas de los arenavirus GPC pertenece a
este tipo de proteinas de fusién y se sintetiza como un polipéptido compuesto por un péptido
seflal estable (SSP: stable signal peptide) en el extremo N-terminal y luego las dos

glicoproteinas G1y G2.

SKI-1/S1P: Subtilisin kexin isozyme-1

Miembro de la familia de las pro-proteina convertasas, esta serin-proteasa, que se asemeja a
la subtilisina bacteriana, es una enzima esencial en multiples procesos celulares como lo son
la activacién de factores de transcripcién unidos a membrana, el procesamiento de otras
proteinas especificas que transitan el aparato de Golgi y el anabolismo de acidos grasos y
colesterol. Ademas, cumple funciones generales dentro de la respuesta al estrés celular, la

supervivencia neuronal, y el direccionamiento de proteinas hacia los lisosomas.
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SP pro-péptido ™

186 AA 866 AA ‘

Figura 19. Estructura y representacion esquematica de SKI-1/S1P. En la parte superior del panel se observa la
prediccién de AlphaFold2 para la estructura de SKI-1/S1P humana. Se resaltan el péptido sefial (azul), el dominio
transmembrana (TM naranja), el pro-péptido (en verde) y el sitio activo (en rojo). Es posible observar que el
pro-péptido cubre el sitio activo de la proteasa, y que es por esto que la forma activa es sin dicho pro-péptido. En

la parte inferior se esquematiza la organizacion del polipéptido incluyendo los sitios de procesamiento.

Se encuentra codificada por el gen MBTPS1 en los humanos y se sintetiza como un
polipéptido inactivo de 1052 aa. Su maduracién requiere del procesamiento inicial por una
SPasa, que libera su péptido sefial de 16 aa, y luego, se autoprocesa en dos sitios para dar
lugar a la forma activa de 866 aa que se encuentra en el lado luminal del aparato de Golgi

pero unida a membrana (da Palma et al., 2014, 2016).

Esta proteasa y una SPasa son esenciales para el procesamiento de la GPC de los arenavirus
en sus 3 unidades. Este proceso es esencial para el correcto plegado y la formacién de la
espicula viral madura, que serd la responsable de la interaccién con el receptor celular y
mediara luego la fusién de membranas y la consecuente liberacién del material genético viral

al interior de la célula para comenzar el ciclo replicativo.

Si G1y G2 se mantienen covalentemente unidas, las espiculas no son capaces de mediar la

fusion de las membranas virales con las de los endosomas (Burri et al., 2013). El complejo
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formado de esta manera es altamente estable, pero presenta alta propensién a formar
oligdmeros heterogéneos y estructuras similares a la de post-fusion de la espicula. Sin
embargo, en el caso de JUNV, las espiculas ensambladas de esta manera aln son capaces
de unirse al receptor de transferrina, pero cuando se busca generar inmundgenos, es

conveniente trabajar con la estructura de pre-fusién (Hastie & Saphire, 2018).

Antecedentes del procesamiento de la proteina GPC en células de

insecto

A pesar de la existencia de un ortélogo de SKI-1/S1P en células de insecto, otros autores han
mostrado que GPC no es clivada completamente en este sistema (Thomas et al., 2011, 2012).
Una de las estrategias publicadas para intentar resolver este problema involucra el
reemplazo del sitio de reconocimiento de SKI-1/S1P por el de furina, otra convertasa de la
misma familia, sin éxito (Thomas et al., 2012). Lo cual es posible atribuirlo a la especificidad de

secuencia para los productos de los genes ortdlogos de insectos.
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Objetivo general

A pesar de que la plataforma BEVS constituye un sistema de expresidn eucariota, en algunas
oportunidades las proteinas de interés requieren modificaciones post-traduccionales

especificas que el sistema no permite.

Siendo el objetivo principal de esta tesis la generacién de inmunégenos derivados de JUNV
con las glicoproteinas como antigeno principal, cuya estructura trimérica de pre-fusién
requiere un procesamiento adecuado del precursor, y ya habiendo otros autores demostrado
que el mismo no es correctamente procesado en células de insecto, nos propusimos generar
una linea celular de insecto establemente transformada que exprese de manera constitutiva

la SKI-1/S1P humana para intentar suplir esta deficiencia.

Objetivos especificos

+ Clonado del cDNA correspondiente a SKI-1/STP en un vector de expresion de insecto
a partir de mRNA de células humanas

+ Generacién de una linea celular de insecto establemente transformada que exprese
constitutivamente SKI-1/S1P

+ Disefio y generacion de un sensor de actividad basado en un gen indicador
fluorescente

+ Evaluacién de la capacidad de procesamiento de la linea celular de insecto generada
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Resultados

Clonado del cDNA de SKI-1/S1P

Alineamiento mudultiple de los ortologos de Homo sapiens, Mus musculus y

Trichoplusia ni

Se realizé un alineamiento multiple entre las secuencias de los ortdlogos de SKI-1/S1P de
humano, ratén doméstico y Trichoplusia ni (organismo del cual deriva la linea celular High

Five).

Para identificar el ortélogo de Trichoplusia ni, se hizo un t-blast-n con 250 aminoéacidos del
dominio catalitico de SKI-1/STP humano sobre el genoma publicado de la linea celular High
Five (Fu et al., 2018). Los péptidos encontrados fueron luego buscados en Uniprot, aplicando
filtro de organismo en la busqueda. AOA7E5VIB2 se encuentra anotada de manera
automatica como “membrane bound transcription factor peptidase site-1”. Una vez
identificada, se realizé un alineamiento mudltiple ClustalX (Blosum62). Lo primero que se
puede observar en el alineamiento, es que el ortélogo de insecto es ligeramente mas
pequefio (1044 aa) que el de ratén y humano (1052 aa). El porcentaje de identidad compartido
entre la proteasa de Homo sapiens y Mus musculus es de 95.82%. Mientras que ese valor
para Trichoplusia ni y Homo sapiens es solo del 54.02%. Sin embargo, el sitio catalitico estd

completamente conservado.
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Figura 20. Alineamiento de secuencias de SKI-1/S1P de diferentes organismos. Alineamiento de la secuencia de
aminodcidos con ClustalX para las proteinas AOA7E5VIB2 de T. ni, Q14703 de H. sapiens y QOWTZ2 de M.

musculus.
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Clonado del cDNA de SKI-1/S1P de Mus musculus en el vector de expresion plIP

A partir del pldsmido sintético pcDNA3-MBTPS1:FLAG (Genscript’), se amplificé el ORF
completo MBTPS1::FLAG utilizando los primers especificos NM_001167910_Fwd_Sacl y
FLAG_Xhol y una polimerasa de alta fidelidad (Figura 21A). Debido a que esta polimerasa no
incorpora polyA en los extremos de los productos de PCR se realizdé un tailing con Taq
polimerasa para poder clonar el producto de PCR en el vector de entrada pGEM-T Easy.

Este pldsmido y el vector plP-V5/His fueron digeridos con las enzimas Sacl y Xhol, se purificd
el fragmento correspondiente al ORF, y se ligaron. Los clones que resultaron positivos tras el

screening (Figura 21B) fueron secuenciados para asegurar la correcta insercidon del gen de

interés.
A B 100
o o) Colonias 1 a 13
kb {-) Moide P
—
3197 bpp -

R AR

475 bp P

Figura 21. Clonado del ORF de SKI-1 de Mus musculus en el vector de expresién pIP. (A) PCR preparativa con
primers especificos. (B) Colony PCR con primers especificos sobre las colonias obtenidas tras la ligaciéon del

inserto en el pldsmido plIP. solo 2 colonias de 19 fueron positivas. Los pldsmidos obtenidos fueron secuenciados.

Generacion de un baculovirus recombinante que expresa SKI-1/S1P

Se generd un baculovirus recombinante denominado AcCMNPV-MBTPS1 que expresa SKI-1/S1P
murina bajo el control del promotor viral tardio p,,, como alternativa a la linea celular

transgénica.
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Para esto, el ORF completo MBTPS1T.FLAG fue clonado en el vector de transferencia
pBacPAKS con las enzimas de restricciéon Sacl y Xhol. Los clones positivos fueron

identificados por colony PCR (figura 22A).

A continuacién, las células de insecto High Five se co-transfectaron con el bédcmido
bApGOZA. A los 7 dias post-transfeccion, tras la aparicion de signos de infeccion tardios
(evidenciados por la presencia de cuerpos de oclusidn), se colectaron los sobrenadantes y

los mismos fueron posteriormente amplificados (Figura 22B).

A Colonias Figura 22. Generacion de un
baculovirus recombinante que
expresa SKI-1/S1P. (A) Colony PCR.
Se obtuvieron tres clones positivos
de 5 colonias obtenidas tras la
transformacién de la ligacién en
células E. coli. (B) Micrografia en
contraste de fase de células
co-transfectadas con bApGOZA Yy el
vector de transferencia
pBacPAK-SKI1. Es posible observar
cuerpos de oclusién (signo tardio
de infeccién) en las células
transfectadas tras 7 dias. (C)
Western  blot  sobre  células
infectadas con el baculovirus
recombinante. Utilizando un
anticuerpo anti-FLAG se confirmé la
correcta expresion del transgén en
células infectadas con el

baculovirus  recombinante  que

expresa SKI-1/S1P de ratén.

C ANti-FLAG

Mock SKI1/S1P

g
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Expresion de SKI-1/S1P murina en células High Five

Paralelamente, se comprobd la expresion correcta del transgén en células transfectadas de
manera transitoria con el vector pIP-MBTPS1.:FLAG mediante ensayos de inmunofluorescencia
utilizando un anticuerpo anti-FLAG (Sigma). Es posible observar en la figura 23A, que solo las
células transfectadas con el pladsmido pIP-MBTPS:FLAG muestran marca positiva. El patrén de
localizacion subcelular de la proteina corresponde con el reportado; un patrén de puntos
caracteristico de proteinas que se encuentran en el sistema de endomembranas y vesiculas

secretorias (Seidah et al., 1999).

Para determinar si la marca correspondia efectivamente a la fusion MBTPS1:FLAG y no sélo al
tag, se realizd un western blot utilizando como muestra una extraccion de proteinas totales
de las células transfectadas. Como se muestra en la figura 23B, se observa la banda
correspondiente al tamafio esperado para la construccion MBTPSTFLAG (120 kDa)

corroborando la correcta expresion de la proteina.

Figura 23. Expresion transiente de
DAPI FLAG ] , ,
SKI-1/S1P en células de insecto mediante
transfeccion. Para comprobar la correcta
U expresion del plasmido plP-SKI1/S1P previo
Q
o a la generacion de la linea celular
E transgénica, se realizaron (A) una
g inmunofluorescencia sobre células
transfectadas y (B) Un western blot sobre
lisado de células transfectadas con
o anticuerpo anti-flag. Fue posible confirmar
3 de esta manera la correcta expresién del
TR
A transgén.
'_|
N
S
i
¥4
i
B Anti-FLAG
wild type  SKI1/S1P
170kDap
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Linea HighFive:mSKI1/S1P establemente transformada

Generacion de la linea

Las células High Five wild type fueron modificadas genéticamente para que expresen de
manera constitutiva el gen mbtps1:flag, con el fin de evaluar si la expresion heterdloga de

esta proteina mejora el procesamiento del precursor de las glicoproteinas arenavirales.

Con el vector de expresién plP-MBTPS1:FLAG se generd una linea celular de insecto
transgénica, denominada High Five:mSKI-1/S1P que expresa la proteasa de Mus musculus de
manera constitutiva. Para la generacién de la linea, las células High Five fueron transfectadas
con el pldsmido e incubadas con medio de seleccién (Medio de Grace 10%SFB, 10ug/ml
puromicina), hasta que se obtuvieron clones resistentes al antibidtico. Estos fueron
amplificados y se congelaron multiples viales para la generacién de un banco maestro de

células.

Caracterizacion de la linea transgénica

Expresion del transgén

Esta linea celular no expresa un gen reportero que facilite la deteccion directa de clones que
expresen el polipéptido SKI1/S1P:FLAG. Por lo tanto, la expresiéon del transgén debié ser

evaluada y confirmada para todos los clones mediante inmunofluorescencia y western blot.

En la figura 24A se observan los resultados de western blot para uno de los clones
ensayados. Como control negativo se utilizaron células High Five wild type, mientras que
como control positivo se utilizaron células High Five infectadas con el virus ACMNPV-MBTPS1.
Fue posible confirmar la correcta expresion de la proteasa en la linea transgénica,
observdndose dos bandas (Figura 24A); la méas intensa, de 120 kDa corresponde a la
proteasa completa (alin con el pro-péptido), mientras que la de aproximadamente 97 k Da
corresponde a la forma activa de la proteasa (sin el pro-péptido). En el panel B de la figura 24,
se observan los resultados de la inmunofluorescencia; donde solo hay marca en la linea

transgénica y en la linea infectada con el virus ACMNPV-MBTPS1 (control positivo).
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Susceptibilidad a infeccién por AcMNPV

Para evaluar si las lineas transgénicas obtenidas aun resultaban susceptibles a la infeccion
por AcMNPV, estas fueron infectadas con el baculovirus reportero AcMNPV-DsRed vy
observadas durante 5 dias mediante microscopia de fluorescencia. Cémo es posible observar
en la figura 24C, se detectd expresion del reportero DsRed y la aparicion de signos
caracteristicos de la infeccion temprana (aumento del tamafio de los nucleos) y tardia
(cuerpos de oclusién), lo cual permite aseverar que la linea aln es susceptible a la infeccién
por parte de AcMNPV, y que la expresidon de la proteasa SKI-1/S1P no parece tener efecto

negativo sobre el ciclo infectivo de estos virus.

Anti-FLAG anti-FLAG aras]
HighFive + HighFive
Wild-type MBTPSI.
120 kDa
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Figura 24. Caracterizacion de la linea celular transgénica HighFive:mSKI-1/S1P. Expresién de SKI-1/S1P en la
linea transgénica. Se confirmd la correcta expresion del transgén mediante (A) western blot sobre extraccidn total
de proteinas de la linea celular e Inmunofluorescencia (B). El control positivo en ambos casos fueron células
infectadas con AcMNPV-SKI1. (C) Susceptibilidad de la linea transgénica a la infeccién por baculovirus. Para
confirmar que la linea generada aldn es susceptible a la infeccién por AcMNPV, se infectdé la misma con un
baculovirus recombinante que expresa DsRed. Fue posible observar tanto fluorescencia como signos de infeccién

tempranos (aumento del tamafio de los nicleos) y tardios (cuerpos de oclusién).
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Disefio y generacion de un sensor de actividad

La actividad serin-proteasa de SKI-1/S1P puede ser evaluada midiendo el procesamiento de
sus sustratos. En el caso de la proteina GPC de los arenavirus, esto se observa mediante
western blot ya que el complejo unido G1/G2 y G1 y G2 por separado tienen un peso
molecular distinto. Sin embargo, es conveniente medir el procesamiento de los sustratos de
otras maneras que requieran menos tiempo y no sean tan costosas. Por esta razon, y
basdndonos en el sistema ideado por Wu et al. (Wu et al., 2013) que propone medir la
actividad proteolitica de las caspasas mediante fluorescencia relativa, se disefié una
construccién sintética que posee la proteina indicadora EGFP, seguido del sitio de
reconocimiento consenso de SKI-1/S1P y un péptido de quenching (QP). La fusién construida
no es capaz de emitir fluorescencia, al menos que la secuencia de EGFP sea separada del QP
tras un proceso de protedlisis. Esta fusidn serd utilizada para la generacién de un baculovirus
recombinante para luego medir la fluorescencia relativa en células HighFive WT vy

HighFive:mSKI1 infectadas con el mismo.

El ORF sintético no poseia un péptido sefial para su direccionamiento a via secretoria, que es
dénde se localiza SKI-1/S1P y dénde tiene lugar su actividad catalitica. Por esta razdn, previo a
la construccién del baculovirus recombinante, se construyd un vector de transferencia
basado en pBacPAK9 denominado pBacSig que incorpora el péptido sefial de SKI-1/S1P. El
péptido sefial fue amplificado por PCR y clonado en pBacPAK9 con las enzimas BamHI y

EcoRlI. Se obtuvieron 4 clones positivos (figura 25A).

Una vez obtenido el vector pBacSig, se clond en el mismo el ORF sintético utilizando las

enzimas EcoRl y Xhol y se obtuvieron 7 clones positivos (Figura 25B).

Este vector denominado pBacSig-EGFP::QP fue co-transfectado con el bacmido bApGOZA
para la generacion del baculovirus recombinante en células HighFive wild-type, que se
denominé AcMNPV-EGFP::QP. Cuando se evalud la expresiéon del transgén a 24 y 48 horas
post-infeccién mediante microscopia de fluorescencia, fue posible observar altos niveles de
fluorescencia EGFP (Figura 25C) en las células wild type infectadas, con lo que determinamos
gue no era posible continuar con esta estrategia ya que las células wild type no deberian

verse verdes.
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Figura 25. Sensor de actividad genérico de SKI-1/S1P. Se disefio y generd un baculovirus recombinante con el
objetivo de poseer un sensor genérico de la actividad serin-proteasa de SKI-1/S1P. (A) Disefio original sintético y
disefio modificado para esta tesis. (B) Colony PCR para el vector pBacSig. (C) Colony PCR para el vector
pBacSig-EGFP::QP. (D) Expresion del sensor en células High Five wild-type infectadas a las 24 y 48 horas
post-infeccion (h.p.i). No se esperaba observar fluorescencia en la linea celular wild-type. La misma puede deberse

a procesamiento pero también a que el péptido de quenching incorporado a GFP no sea capaz de impedir la

fluorescencia.
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Procesamiento de GPC del virus Junin en linea celular wild type

infectada con AcMNPV:MBTPS1

Se evalud la capacidad de procesamiento de GPC mediante la co-infeccién del virus que
expresa GPC:V5 de JUNV y el virus que expresa mSKI1/S1P en células wild type con una MOI
de 1. Para esto, se infectaron las células con una mezcla de ambos virus en proporcién 1:1. Se

utilizé como control negativo células infectadas sélo con AcMNPV-GPC:V5

El procesamiento fue evaluado mediante western blot sobre lisados celulares a 24 y 48 horas

post-infeccion.

No fue posible observar diferencias en los patrones de procesamiento en ambas condiciones

(data not shown).

Procesamiento de GPC de JUNV vy LASV en la Ilinea
HighFive:mSKI1/S1P

Para evaluar la capacidad de procesamiento de la linea transgénica se utilizaron los
baculovirus que expresan la proteina GPC:V5 del virus Junin y del virus Lassa construidos en

esta tesis.

Se infectaron tanto células HighFive:mSKI1/STP como wild type con los baculovirus
mencionados anteriormente con una MOI de 1, y se evalud el procesamiento de GPC a
diferentes tiempos post infeccién en lisados celulares mediante western blot utilizando un

anticuerpo anti-V5.
El patrén de procesamiento de GPC es similar en ambas lineas celulares, donde es posible

ver algo de procesamiento, pero aln es posible detectar en gran cantidad G1:G2::V5 en

ambas lineas celulares.
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Figura 26. Procesamiento de GPC de JUNV y LASV en la linea transgénica. (A) Time-course del procesamiento
de GPC de JUNV en la linea transgénica y en la linea wild-type. No es posible observar diferencias cualitativas del
procesamiento entre ambas lineas celulares en ninguno de los tiempos ensayados (16, 24 y 48 hs). (B)
Procesamiento de GPC de JUNV, LASV, y la variante de Junin que incorpora el CTD de GP64 en ambas lineas. No
fue posible observar diferencias cualitativas en el procesamiento para ninguna de las proteinas ensayadas entre
ambas lineas celulares. En ambos experimentos es posible observar que G1:G2 contindan unidas en gran

proporcién para todas las variantes.
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Conclusiones y discusion

En este capitulo se describe la produccién de una linea celular de insecto establemente
transformada que expresa de manera constitutiva la serin-proteasa SKI-1/S1P, enzima

responsable del correcto procesamiento de las GPC arenavirales, entre otras proteinas.

Inicialmente, se intenté clonar el cDNA de Homo sapiens a partir de extracciones de RNA
total de células humanas A549. A pesar de que se generaron multiples juegos de primers, y
se evaluaron distintas estrategias para su amplificacién, no fue posible obtener el cDNA

completo.

Por esta razoén, se decidié amplificar el ORF de SKI-1/S1P de Mus musculus. Se construyd con
éxito un vector de expresion de insecto que expresa dicha proteasa en fusidén al tag FLAG
bajo el control del promotor del gen IE2 de Orgyia pseudotsugata nucleopolyhedrovirus. El
uso de este vector permitié generar una linea transgénica que expresa dicho gen de manera
constitutiva y es estable hasta los 30 pasajes.

Asi mismo, se generé de manera exitosa un baculovirus recombinante basado en AcCMNPV

que expresa el mismo gen bajo el control del promotor de poliedrina.

A pesar de que tanto el virus como la linea celular transgénica expresan correctamente la
proteasa, no fue posible en esta tesis observar procesamiento completo de GPC tanto de

JUNV como de LASV, siempre obteniéndose altos niveles remanentes de G1:G2.

Sin embargo, es importante destacar, que no se realizaron ensayos cuantitativos de western
blot para determinar efectivamente si las estrategias representan realmente una mejora en el

procesamiento comparado con la linea HighFive wild type.

La presencia de G1:G2 en grandes cantidades podria deberse a poca actividad de la proteasa
o estar asociada a los grandes niveles de expresién de la proteina GPC que se obtienen
debido al uso del promotor fuerte p,,.

Es de interés a futuro, ensayar si existen diferencias significativas en el procesamiento de
GPC entre las lineas wild type y transgénica, asi como también evaluar el efecto del cambio

del promotor de poliedrina que regula la expresién de GPC por otros promotores alternativos
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Capitulo Il - Virus-like particles derivadas del

virus Junin

PAGINA 15



CAPTTULO TTT - VIRUS-LIKE PARTLCLES DERIVADAS DEL VIRUS JUNIN PAULAN. ARRTAS - TESTS DOCTORAL

Introduccion

Las particulas similares a virus o pseudo-virales (VLP: virus-like particles) son complejos
proteicos altamente estructurados que se asemejan a los viriones de los cuales derivan. En
general, consisten de un “cascarén” que no contiene genoma viral, pero mas ampliamente, el
término se refiere a cualquier nanoparticula derivada de un virus (Chroboczek et al., 2014;
Kushnir et al.,, 2012). Las VLP pueden ensamblarse a partir de una sola o de mdltiples
proteinas estructurales del virus dentro de un hospedador apropiado (ensamblado in vivo) o

en condiciones in vitro.

Clasificacion estructural de las VLP

La variedad de estructuras que pueden adoptar las VLP las hace funcionalmente muy
atractivas. Generalmente se las clasifica en dos grupos diferentes, en base a su complejidad
estructural: compuestas por una Unica proteina (single-protein VLP) o por varias (multi-protein
VLP) (Yan et al., 2015). Asi mismo, la presencia o ausencia de membrana lipidica (originaria de
la membrana plasmatica de las células en las que se producen) compone un segundo nivel
de clasificacién. Tanto las VLP no envueltas (normalmente llamadas VLP) como las envueltas
(eVLP) se pueden clasificar dependiendo de cuantas capas de proteina las componen. Es
importante mencionar que no es posible generar eVLP in vitro, y que el determinante de si
una VLP serd envuelta o no dependerd de dos factores: la naturaleza de la proteina o

proteinas que se expresan y el virus del cual derivan.
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Figura 27. Clasificacion de VLP. Representacién esquematica de los tipos de VLP que pueden obtenerse y su
clasificaciéon en términos de presencia/ausencia de envoltura y nimero de proteinas presentes. Figura modificada

de Nooraei, S et al. 2021.

Ambos tipos de VLP - tanto envueltas como no envueltas - pueden ser modificadas y
funcionalizadas, tanto mediante técnicas de ingenieria genética como por métodos quimicos

(Lee et al., 2009).

Uso de las VLP como inmunégenos

Debido a que carecen de genoma, estas particulas son no-replicativas pero generalmente

conservan tanto la capacidad de transduccién del virus como su potencial inmunogénico.

Algunas de las caracteristicas que hacen a las VLP interesantes como inmundgenos: poseen
tamafilos nanométricos (de entre 20 y 200 nm) y epitopes altamente organizados
estructuralmente ideales para la fagocitosis y el reconocimiento por parte de las células
dendriticas y las APC (antigen presenting cells). Ademas de llevar los antigenos virales de

interés, las VLP pueden ser modificadas para también actuar como adyuvantes.
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Estas caracteristicas las convierten en candidatos ideales para la generacién de vacunas,
dada su alta inmunogenicidad y seguridad. Existen ya en el mercado vacunas basadas en
estas estructuras, como las vacunas para el virus del papiloma humano (HPV: human
papillomavirus) Cervarix y Gardasil, el virus de la hepatitis B (Sci-B-Vac), influenza (NanoFlu),

entre otras (Nooraei et al., 2021; Qian et al., 2020).

VLP de arenavirus

Brotacion viral y la proteina de matriz Z

La mayoria de los virus envueltos poseen proteinas, denominadas proteinas de matriz, que
cumplen un rol central en el ensamblado y brotacion de los viriones. La mayoria de las
proteinas de matriz presentan pequefios motivos de aminodcidos pertenecientes a la familia
de los SLiM (short linear motifs), denominados late (L)-domains, que interactdan con alguno
de los componentes del complejo ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for
Transport). Tres de estos motivos han sido identificados: PT/SAP, PPXY vy YXXL
(Martin-Serrano et al.,, 2004) y sus pares de interaccién pertenecientes al complejo ESCRT
son Tsg101, Nedd4-like E3 ubiquitin ligasa y ALIX/AIP1, respectivamente (Martin-Serrano et al.,
2003).

La proteina Z de los arenavirus es considerada la proteina de matriz de esta familia (Strecker
et al.,, 2003). Se trata de una proteina pequefia, de aproximadamente 11 kDa, que ademds de
cumplir roles esenciales en el ensamblado y en la brotacion de los arenavirus, cumple
también roles en la terminacién de la replicacidn y la transcripcion (Eichler et al., 2004; May et
al., 2010; Shao et al., 2018; J. Wang et al., 2012), y en la inhibicién de la respuesta antiviral (Fan
et al.,, 2010; Huang et al, 2020; Stott et al,, 2020). Estd compuesta por tres regiones
principales que contienen diferentes dominios: amino-terminal (0 dominio de miristoilacion),
dominio central (RING), y carboxilo-terminal, donde se encuentran los L-domains (Fig. 28). El
tipo y la cantidad de L-domain presentes dependen de la especie, y su rol en la brotacion y el

ensamblado de esta familia ha sido ampliamente estudiado en distintos tipos celulares.

Si bien los L-domains esenciales para la brotacién de los arenavirus, no son el Unico factor
requerido, por ejemplo; el agregado de un grupo miristoilo al residuo de glicina (G2) de Z

también cumple un rol central en este proceso. Ademads, el residuo L79 que se ubica en el
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dominio RING estd ampliamente conservado en la especie, siendo necesario para la
produccién de particulas infectivas pues es responsable del reclutamiento de las
nucleocdpsides (mediante interaccién directa con N) a los sitios de ensamblado en la

membrana (Casabona et al., 2009).

A G2
N-ter I RING YxxL PTAP C-ter

B
Monomero (PDB 2M15)

Oligémero (PDB 5172}

Figura 28. Proteina de matriz Z. (A) Representacién esquemética de la organizacién de dominios de la proteina Z
de los arenavirus. En rojo se sefiala el residuo de glicina 2 que es modificado mediante la adicién de un grupo
miristoilo y es requerido para la brotacién. En celeste el dominio estructurado RING, responsable de la interaccion
con tanto proteinas virales como proteinas del hospedador. En verde el SLiM YxxL requerido para la interacciéon
con las nucleocépsides. En naranja el dominio tardio (L-domain), cuyo nimero y secuencia puede ser variable
dependiendo de que arenavirus se trate. (B) Estructuras experimentales de Z del virus Lassa, tanto monoméricas

como oligoméricas.

Antecedentes de produccion en células de mamifero

Existen multiples reportes de la produccién de VLP derivadas de arenavirus en cultivos
celulares de mamifero, tanto de VLP simples (compuestas solo por la proteina Z), como de
VLP mas complejas (conteniendo ademds GPC y/o N) (Levingston Macleod et al., 2011;
Mpingabo et al., 2020). Estas VLP han sido utilizadas como inmundgenos (Branco et al., 2010;
Mdller et al., 2020) con éxito en modelo animal, como vehiculo de otros antigenos (Borio et
al.,, 2012), y principalmente en estudios sobre los factores requeridos para el ensamblado y
brotacién de los arenavirus (Casabona et al., 2009; Harty, 2018; Shtanko et al., 2010; Urata &
Yasuda, 2015).
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Objetivo general

A pesar de que la produccién de VLP derivadas de arenavirus en cultivo celular de mamifero
es conocida y utilizada, su produccién en el sistema de expresion baculovirus-células de
insecto no ha sido reportada hasta el momento. Su potencial inmunogénico y su seguridad,
sumadas al menor costo econémico asociado a esta plataforma, la hace atractiva para la
busqueda de nuevos candidatos vacunales para la prevencién de enfermedades virales
como la fiebre hemorragica argentina. Por esta razén, el objetivo general de este capitulo es

la evaluacion de la produccién de VLP de JUNV en el sistema BEVS.

Objetivos especificos

+ Clonado de la proteina Z de JUNV en fusidon a la proteina fluorescente EGFP.

+ Generacién de un mutante en el L-domain de motivo PTAP y un mutante del residuo
L79.

+ Obtencién de baculovirus recombinantes que expresen las distintas variantes de la
proteina Z fusionadas a EGFP.

+ Generacién de lineas celulares de insecto establemente transformadas que expresen
de manera constitutiva las diferentes variantes de la proteina Z de JUNV obtenidas
previamente.

+ Evaluacién de la produccién de VLP de JUNV en el sistema baculovirus-células de
insecto.

+ Generacién de baculovirus recombinantes que expresen las proteinas GPC y N de la
cepa Candid#1de JUNV.

+ Evaluacién y caracterizacién de la produccién de VLP complejas de JUNV en el

sistema baculovirus-células de insecto.
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Resultados

Clonado de la proteina Z en fusién a la proteina EGFP

Clonado del ORF de Z wild-type de dos cepas distintas de JUNV

Para el clonado del ORF de Z se partié de células de adenocarcinoma pulmonar humano
A549 infectadas con JUNV (cepas Candid#1y P3441). A las 48 h.p.i se extrajo RNA total con
Trizol. EI RNA obtenido fue tratado con DNasa y, mediante RT-PCR con primers especificos
para Z (Z Sall F y Z BamHI R, ver tabla 1), se obtuvieron los fragmentos correspondientes. Los
mismos fueron purificados y clonados en el vector de entrada pGEM-T (Promega). Se
obtuvieron multiples clones para ambas construcciones, denominadas pGEMT:Z:.C#1 y

pGEMT:Z:P3441 (figura 29b y c, respectivamente).

cOfA Colonias pGEMTZC#1 Cenonias pGEMTZP3441
-l 1gep (W

wihe {4} Canthgel AL wann % 2 1 a % 5 (-} 1 2 3 4

8

i —
503 Lph S —— — S0 D

00 B

Figura 29. Clonado de la proteina Z de dos cepas del virus Junin a partir de cDNA. (A) Amplificacién con primers
especificos desde cDNA del ORF de Z para las cepas Candid#1y P3441. (B y C) Colony PCR sobre las colonias

obtenidas para los clonados de ambas Z en el vector de entrada pGEM-T.

Para la construccién de vectores que expresan los polipéptidos Z:EGFP, los pldsmidos
obtenidos y el vector de expresién de células de mamifero pEGFP:N3 fueron digeridos con
las enzimas BamHI/Sall y luego ligados. Se obtuvieron varios clones para ambas

construcciones, denominadas pEGFP:Z:C#1y pEGFP:Z:P3441 (Figura 30).
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Figura 30. Clonado de la proteina Z de dos cepas de JUNV en fusion a la proteina EGFP. (A y B) Colony PCR

sobre las colonias obtenidas para ambos plédsmidos.

Mutagénesis sitio-dirigida del late-domain de Z

El late-domain de secuencia PTAP presente en el extremo C-terminal de Z es responsable de
la brotacién de los arenavirus y, por ende, los mutantes en esta secuencia ven

significativamente reducida su capacidad de generar eVLP en cultivos celulares.

Con el objetivo de generar un mutante en esta secuencia y utilizarlo como control negativo
en los subsiguientes experimentos de la presente tesis, se disefié un juego de primers
especifico. Dicho juego de primers incorpora dos cambios nucleotidicos que se traducen en
el cambio de dos codones de los 4 presentes en el late-domain de Z. El mismo fue utilizado
para amplificar mediante PCR el ORF mutante de Z, usando como molde el plasmido
pPGEMT:ZC#1 obtenido anteriormente. El producto de PCR se clondé en el vector pGEM-T
EASY, y se obtuvieron 2 clones (figura 31B). La incorporacién de la mutacion fue confirmada
por secuenciacién (figura 31C). Estas variantes de Z fueron clonadas en el vector pEGFP-N3

como se describid previamente, obteniéndose los vectores pEGFP::ZC:Lmut (figura 31D).
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Figura 31. Mutagénesis del dominio L de la proteina Z de JUNV (cepa Candid#1). (A) PCR con primers
mutagénicos. (B) Colony PCR sobre las colonias obtenidas para el pldsmido pGEMT-ZC#1:Lmut. De 6 colonias
obtenidas, solo se obtuvo un clon positivo. (C) Resultado de secuenciacién y comparacion entre la secuencia de Z
wild type y la versién mutada. Es posible observar el cambio de dos aminoéacidos del L-domain a una secuencia
que no corresponde a ningun Late-domain motif reportado. (D) Colony PCR sobre las colonias del pldasmido

pPEGFP::ZC:Lmut. Se obtuvieron 5 clones positivos para la fusién de la variante mutante de Z y EGFP.

Mutagénesis del residuo L79 de Z

Como se ha mencionado previamente, durante el ciclo viral de los arenavirus, la proteina Z
cumple diversas funciones. Su rol en la brotacién viral no solo se debe a su interaccién
directa con la maquinaria del hospedador, sino también a la interaccién con los complejos
RNP y a que facilita la incorporacién de los mismos a los viriones mediante una interaccidn

directa con la nucleoproteina.
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En este trabajo de tesis resultd de particular interés generar una variante de Z que no pueda
interaccionar con N, con el objetivo de utilizarla como control negativo en los subsiguientes

experimentos.

Con tal finalidad, se disefié un primer reverse (denominado Z_L79P_R) que incorpord una
mutacién en el codén correspondiente a la leucina 79 de Z, y la reemplazé por una prolina.
Se amplificé el ORF de Z con ese primer y el primer Z BamHI R como primer forward,
utilizando como molde el plasmido pGEMT-Z:P3441 obtenido anteriormente. La incorporacién

de la mutacién fue confirmada por secuenciacion.

El inserto fue clonado en el vector pEGFP-N3 como fuese descrito anteriormente, obteniendo

el vector pEGFP::Z:L79P.

Expresion transitoria de las fusiones construidas en células de mamifero

Con la finalidad de confirmar la correcta expresiéon de los plasmidos obtenidos, se
transfectaron células Vero con los mismos. 48 horas post-transfeccion, las células fueron

observadas en el microscopio de epifluorescencia.

PEGFPIZCH#1 pPEGFP:ZP3441 PEGFP:ZC.LMut

Figura 32. Expresion transiente de las construcciones obtenidas en células de mamifero. Se confirmé la
correcta expresién de la fusién mediante microscopia de fluorescencia en células Vero transfectadas con los

vectores obtenidos.
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Clonado de las distintas variantes de Z en el vector de transferencia pBacPAK9

Todos los plasmidos pEGFP::Zx (donde x es cada variante) obtenidos previamente fueron
digeridos con las enzimas BamHI/Notl con el objetivo de obtener los fragmentos que incluyen
la fusién transcripcional Zx::EGFP. Los mismos fueron clonados en el vector de transferencia
pBacPAKS para la generacidon de baculovirus recombinantes que expresan las distintas

variantes de Z.

Clonado de Z wild-type y la variante mutante del L-domain en el vector de

expresion de insecto pIP

Con el objetivo de generar lineas celulares de insecto transgénicas que expresen de forma
constitutiva la proteina de fusién Z::EGFP se clonaron los marcos de lectura correspondientes
a la versién wild-type y L-mut de Z en el vector pIP (variante generada en nuestro laboratorio
del vector de expresiéon de insecto pIB-V5 de Invitrogen, donde la resistencia a blasticidina
fue reemplazada por la resistencia al antibiético puromicina). Los pldsmidos previamente
obtenidos fueron digeridos Sacl/Notl y clonados en el vector plIP. Se obtuvieron 4 clones
positivos para la construcciéon plP-ZC::EGFP y uno solo para la construccién plIP-ZLmut::EGFP

(Figura 33, paneles Ay B, respectivamente).
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Figura 33. Clonado de las variantes wild-type y Lmut de Z (de la cepa Candid#1) en el vector de expresién de
insecto pIP. (A) Colony PCR sobre colonias obtenidas para la construccién wild-type. Se obtuvieron 4 clones
positivos. (B) Colony PCR sobre colonias obtenidas para la construccién con la variante mutante. Solo se obtuvo

un clon positivo. En ambos casos las secuencias fueron confirmadas por secuenciacion.
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Generacion de baculovirus recombinantes Zx::EGFP

Con el fin de obtener los baculovirus recombinantes basados en AcMNPV que expresan las
distintas variantes de Z::EGFP, los plasmidos pBacPAK9-Zx::EGFP fueron co-transfectados con
el bacmido bApGOZA en células de insecto High Five al 70% de confluencia. Las células

fueron observadas todos los dias por microscopia de epifluorescencia.

A los 7 dias post-transfeccion, los sobrenadantes fueron recolectados y utilizados para
infectar monocapas de células High Five al 70% de confluencia para la generacion de stocks

virales.

La expresidon de la fusion fue observada inicialmente por microscopia de fluorescencia y

luego confirmada por western blot con anticuerpo anti-GFP.

Figura 34. Baculovirus recombinantes que expresan las diferentes variantes de Z en fusién a EGFP. En la figura
se observan signos tardios de infeccién (OB) en el contraste de fase y la fluorescencia correspondiente a la

correcta expresion del transgén para todos los virus generados.
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Generacion de lineas transgénicas High Five Zx::EGFP

Las células High Five wild type fueron modificadas genéticamente para que expresen el
polipéptido de fusidon Zx::EGFP (dénde x es la variante de Z utilizada) de manera constitutiva,
con el fin de evaluar si era posible obtener VLP derivadas de Junin a partir de estas lineas.

Con los vectores de expresion plP-ZC:EGFP y plIP:ZC:.Lmut se generaron dos lineas
transgénicas: HighFive ZC::EGFP, que expresé el polipéptido Z::EGFP, y HighFive ZC:Lmut,
que expresd la versidon de Z mutante en el L-domain, respectivamente. Si bien esta linea fue
diseflada y generada con la intencion de emplearla como control, finalmente se decidid
emplear solo la linea High Five wild type como control. Para la generacién de estas lineas
celulares se transfectaron células High Five wild type con los pldsmidos de expresidn
correspondientes y luego se incubaron con medio de seleccion (Medio de Grace 10%SFB con
10ug/ml de antibidtico puromicina) hasta que se obtuvieron varios clones resistentes al
antibidtico. La expresién del gen reportero egfp se evalué mediante microscopia de
fluorescencia (Figura 35A). La incorporacién del transgén al genoma de la linea celular se

confirmé mediante PCR sobre DNA gendmico extraido de la linea luego de 10 pasajes (Figura
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Figura 35. Generacidon de una linea transgénica High Five Z::EGFP. (A) Microscopia de epifluorescencia. Es
posible observar expresion de la fusion Z:EGFP en casi todas las células. (B) PCR sobre DNA gendmico de la linea
celular transgénica. Se confirmé la incorporacién del transgén mediante PCR utilizando dos juegos de primers
especificos. Control positivo: pldsmido plP-Z::EGFP. (C) Patrén de expresion y western blot de la linea transgénica.
No es posible observar grandes diferencias en los patrones de expresion para la linea transgénica y wild type en

el SDS-PAGE. Fue posible detectar la fusién en el western blot con un anticuerpo anti-GFP solo en la linea

transgénica.

La presencia de la proteina recombinante fue determinada por western blot. En la figura 35C
se observa que, si bien no hay patrones de expresion distintos en el gel de SDS-PAGE, fue
posible detectar en el western blot una uUnica banda de aproximadamente 38 kDa en la linea
transgénica. Esta banda corresponde al polipéptido ZC::EGFP, y no se encuentra presente en

las células wild type.
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Caracterizacion de la linea HighFive Z::EGFP

Tiempo de duplicacién

El tiempo de duplicacién de la linea celular obtenida fue calculado mediante la curva de

proliferaciéon de la misma, observdndose un tiempo de duplicacion (Td) de 23,7 horas.
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Figura 36. Curva de crecimiento de la linea High Five Z::EGFP. La gréafica de la izquierda muestra la curva de
crecimiento para la linea High Five Z::EGFP construida a partir de un ensayo de proliferacién. Las barras de error
son las desviaciones estdndar de cada punto (medida promedio, n=3). En la gréfica de la derecha se observan los
puntos correspondientes a la fase exponencial de crecimiento (en azul) y el ajuste exponencial (en rojo y linea

punteada).

Susceptibilidad a la infeccién por AcMNPV

Para evaluar si la linea transgénica obtenida aun resultaba susceptible a la infeccién por
AcMNPV, la misma fue infectada con el baculovirus reportero AcMNPV-DsRed v,
posteriormente, observada durante 5 dias mediante microscopia de fluorescencia. Se detecté
expresion del reportero DsRed y la apariciéon de signos caracteristicos de la infeccidn

temprana (aumento del tamafio de los nucleos) y tardia (cuerpos de inclusién).
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Figura 37. Susceptibilidad a la infeccién por AcMNPV de la linea transgénica High Five Z::EGFP. Para confirmar
que la linea generada aun es susceptible a la infecciéon por AcMNPV, se infecté la misma con un baculovirus
recombinante que expresa DsRed. Fue posible observar tanto fluorescencia como signos de infeccién tempranos

(aumento del tamafio de los nucleos) y tardios (cuerpos de oclusion).

Estabilidad de la linea

Con la finalidad de determinar el nimero de pasajes en los cuales la linea celular mantiene la
expresion del transgén, los cultivos fueron repicados, monitoreando la expresiéon de EGFP en

el tiempo.

A los 40 pasajes, solo un 50% de las células conservo la expresion de EGFP, por lo cual se

determiné este nimero como el limite consecutivo de pasajes posibles de realizar.

Evaluacion de la produccion de VLP de JUNV en el sistema BEVS

Para evaluar si la expresién de Z en el sistema de expresién baculovirus-células de insecto

genera VLP, se probaron dos estrategias diferentes. La primera involucrd la infeccion de
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células High Five wild-type con los baculovirus recombinantes que expresan la fusiéon Z::EGFP
wild-type de ambas cepas. El sobrenadante de las células infectadas fue colectado y
sometido a ultracentrifugacién diferencial para intentar purificar VLP, y evaluado mediante
western blot. No se logré detectar sefial correspondiente para EGFP en ninguna de las
fracciones de sobrenadante, con lo cual concluimos que los baculovirus recombinantes no
incorporaron de manera estocdstica a Z y que, si hay brotacion de Z:EGFP, los niveles

alcanzados son menores a la capacidad de deteccién mediante western blot.

La otra estrategia analizada consistié en evaluar si la linea transgénica es capaz de producir
de manera continua VLP de JUNV. Para esto, se colectd el sobrenadante de cultivo de estas
células durante una semana y se procesd el mismo por ultracentrifugacién diferencial,
evaludndose luego la presencia de EGFP en las fracciones por western blot, observédndose
seflal en la fraccion del pellet. Los pellets obtenidos fueron luego utilizados para otros

ensayos.

2937 High Five ZGEGFP WT

Céiulas Sobmeni dingg Célulaz Sobiani dinte Léhrlas

EGEDE 3

Figura 38. Evaluacién de la producciéon de VLP de Junin en el sistema BEVS. Western blot sobre las fracciones
celular y sobrenadante purificado de cultivos de células 293T transfectadas con el pldsmido pEGFP::ZC#1, la linea

transgénica High Five Z::EGFP. Fue posible detectar la fusién en los sobrenadantes de ambas lineas celulares.

Ensayo de proteccién a proteinasa K

Con el objetivo de evaluar si la sefial detectada en los sobrenadantes de cultivo de la linea
transgénica estd asociada a vesiculas, los pellets obtenidos previamente fueron sometidos a
un ensayo de proteccidn a proteinasa K. Se utilizé como control positivo de este experimento

VLP obtenidas a partir de cultivos de células HEK293 transfectadas con Z::EGFP.
Se observé que la sefial de Z::EGFP desaparecio en las muestras tratadas con detergente y

proteinasa K pero no en las condiciones control de solo proteinasa K y sélo detergente, lo

cual es coincidente con la presencia de la fusién en el interior de vesiculas lipidicas.
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Figura 39. Ensayo de proteccién a proteinasa K. Para evidenciar de manera indirecta la presencia de vesiculas
membranosas (VLP) se realizé un ensayo de proteccién a proteinasa K con VLP obtenidas tanto de células de
insecto como de células 293T. En ambos casos se observa que se pierde la seflal de GFP cuando se trata las
muestras con proteasa y detergente, lo cual indica que la fusién se encuentra en el interior de vesiculas que

poseen membrana.

Generacion de un baculovirus recombinante que expresa N de JUNV

Se procedid a evaluar la produccion de VLP de JUNV mds complejas - es decir que ademas
de Z incluyan otras proteinas - utilizando dos baculovirus recombinantes que expresan las
proteinas N y GPC de JUNV, respectivamente. La obtencidn del virus que expresa GPC fue

descrita anteriormente en esta tesis.

Para la generacién del baculovirus recombinante que expresa N de JUNV, se digirié el
plasmido pTRex-N (gentilmente cedido por la Dr. Cristina Borio, UNQ) con las enzimas de
restriccién Xhol y Notl, y el fragmento generado fue purificado y ligado en el vector

pBacPAKS.

El virus fue obtenido tras co-transfeccién del vector de transferencia con el bacmido
bApGOZA. La primera generacién viral fue utilizada para infectar células High Five para la
obtencién de los stocks virales. La incorporacién del transgén al genoma baculoviral fue
comprobada por PCR, mientras que la expresion fue confirmada por western blot con un

anticuerpo anti-N.

! _9_‘5‘ Figura 40. Expresion de N mediada por el baculovirus recombinante
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AcMNPV-N. Se confirmdé la correcta expresion de la proteina
' heteréloga utilizando un anticuerpo anti-N sobre extracciones de

proteina total de células infectadas.
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Evaluacion de la produccion de multi-protein VLP de JUNV

Finalmente, se procedié a evaluar la produccién de eVLP que contienen otras proteinas de
JUNV, empleando la linea transgénica generada y los baculovirus recombinantes

AcCMNPV-GPC::V5 y AcCMNPV-N.

La linea fue infectada a un 60% de confluencia, y los sobrenadantes de la infeccién fueron
colectados hasta las 96 h.p.i. Los mismos fueron clarificados por centrifugacién a baja
velocidad, y luego se intentd separar los baculovirus brotantes de las eVLP mediante
ultracentrifugacién diferencial en gradiente de sacarosa. No fue posible detectar sefial de N
en ninguna de las fracciones. GP64 (control de presencia de baculovirus brotantes) fue
detectada en las fracciones correspondientes a VLP vy viriones brotantes de baculovirus,

mientras que sefial de Zy V5 solo fue detectada en la fraccion de VLP (Figura 41).

Viriones  VLP Mack

Anti-GP64

Anti-GFP

Figura 41. VLP complejas de JUNV en el sistema BEVS. Western blot de sobrenadantes de células HighFive
Z::EGFP infectadas con el baculovirus AcMNPV-GPC::V5 purificados por ultracentrifugacién diferencial. La fraccién
correspondiente a las VLP es positiva para Z::EGFP, GP64, y GPC::V5, estas dos Ultimas en baja proporcién. En la

fraccion correspondiente a los viriones brotantes solo fue posible detectar GP64.
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Conclusiones y discusion

Las virus-like particles (VLP) constituyen generalmente herramientas muy atractivas para el
desarrollo de inmundégenos y transporte de fadrmacos tanto en la salud humana como

veterinaria.

En la actualidad solo existe una vacuna disponible para una fiebre hemorragica producida por
arenavirus, Candid#1, que tiene una efectividad del 96% en la prevencién de la FHA, pero la
tecnologia en la que se encuentra basada no permite que sea administrada a mujeres

embarazadas ni a individuos inmunocomprometidos, y su costo de produccién es elevado.

Por esta razén, en esta tesis se propuso evaluar si era posible producir eVLP de JUNV en el
sistema de expresidon baculovirus-células de insecto, que representa una alternativa de

menor costo y mayor seguridad que los cultivos tradicionales de células de mamifero.

Existian reportes previos a esta tesis de la produccion de eVLP de arenavirus haciendo uso
de la capacidad de autobrotacién de Z en cultivos de células de mamifero. Sin embargo, no

habia reportes de la produccién de eVLP de JUNV producidas en células de insecto.

Para tal fin, se produjeron distintas herramientas que se utilizaron tanto en conjunto como por
separado, que involucraron la generacidon de fusiones traduccionales de diferentes versiones
de la proteina Z al reportero fluorescente EGFP; tanto el ORF wild type de la cepa vacunal
como de la cepa patogénica P3441, mutantes en el late-domain (SLiM responsable de la
interaccion con la maquinaria ESCRT y subsecuente brotacion) y el residuo de leucina 79
(responsable de la interaccién con la proteina N y la incorporaciéon de los RNP a los viriones).

La primera estrategia evaluada fue la produccién de eVLP de JUNV mediante infeccién con
los baculovirus recombinantes AcMNPV-Z::EGFP (tanto de la cepa vacunal como de la cepa
patogénica). No se detectd sefal de Z:EGFP en los sobrenadantes purificados de estas
células, lo cual puede deberse a dos motivos: por un lado, es posible que Z::EGFP no sea
incorporada de manera estocastica a los viriones brotantes de AcMNPV en cantidades
suficientes como para resultar detectable por western blot; por otro lado, es posible que la

producciéon de VLP por este método no ocurra, u ocurra en muy baja proporcion.
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La otra estrategia evaluada consistié en la expresion de la fusiéon traduccional de manera
constitutiva mediante la generacién de lineas celulares de insecto establemente
transformadas. En este caso fue posible detectar sefial de Z:EGFP en los sobrenadantes
purificados de la linea celular para la linea con Z::EGFP wild type pero no para la que expresa
el mutante en el late-domain. Ademas, mediante ensayos de proteccién a proteinasa K, se

logré observar que la fusidon se encuentra dentro de vesiculas con membranas lipidicas.

El paso siguiente fue evaluar si la infeccidon de esta linea transgénica con virus que expresan
las otras proteinas de JUNV permite la produccién de VLP con mds de una proteina. Para
esto se utilizaron los virus AcCMNPV-GPC::V5, que expresa el precursor de las glicoproteinas
de JUNV en fusién al tag V5 (cuya construccidn y caracterizacion fuese descripta en el
capitulo | de la presente tesis), y el virus AcMNPV-N, que expresa la nucleoproteina de la
cepa Candid#1. Los sobrenadantes de las células infectadas con AcMNPV-N no mostraron
sefial de N, por lo que resultaria certero afirmar que si N se incorpora a las VLP en este
disefio experimental, lo hace en muy baja proporcién. En cambio, fue posible detectar el tag
V5 en los sobrenadantes de células infectadas con AcMNPV-GPC::V5. Sin embargo, los
pellets obtenidos también fueron positivos para GP64, la glicoproteina de los baculovirus,
sugiriendo que estos pellets contienen, ademas de las VLP, viriones brotantes. Los intentos
de separacion de VLP y viriones brotantes mediante ultracentrifugacién diferencial no
resultaron exitosos, pero se realizaron en gradientes estandar sin conocer la densidad de las

VLP de JUNV vy dificultando el proceso.

Es importante destacar que resta caracterizar las VLP producidas por la linea transgénica en
términos de evaluar el tamafio y distribucién de las particulas mediante técnicas como

citometria de flujo, dynamic light scattering (DLS) y microscopia electrénica de transmision.

Resultaria interesante evaluar si el reemplazo de EGFP por GPC::V5/N permite un mayor nivel
de incorporacién de GPC y/o N a las VLP, asi como también la construccién de una linea
transgénica que quizas exprese ambas proteinas de manera independiente (no fusionadas

entre si).

Asi mismo, resta por ser evaluada la capacidad inmunogénica de las VLP obtenidas de esta
manera, que presentan sefial positiva para GPC y Z. La contaminacion de los pellets con
viriones brotantes no representa en si misma un problema, pues la capacidad adyuvante

intrinseca de los baculovirus podria reemplazar en la formulacién a los adyuvantes quimicos.

PACINA 9t



CAPTTULO TTT - VIRUS-LIKE PARTLCLES DERIVADAS DEL VIRUS JUNIN PAULAN. ARRTAS - TESTS DOCTORAL

PAGINAY]



RESUMEN 1 PERSPECTIVAS PAULAN. ARREAS - TESTS DOCTORAL

Resumen y perspectivas
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En la presente tesis se exploraron distintas alternativas para la producciéon de inmundgenos

del virus Junin (JUNV) en el sistema de expresion baculovirus-células de insectos.

La FHA, una de las fiebres hemorrdgicas producidas por arenavirus y una enfermedad
endemo-epidémica de nuestro pais, es la Unica que cuenta con una vacuna eficaz para su
prevencién. La vacuna disponible en Argentina es producida de manera local en el Instituto
Nacional de Enfermedades Virales Humanas “Dr. Julio Maiztegui” (INEVH), y se basa en una
tecnologia, que, si bien es extremadamente efectiva y aldn hoy continda siendo ampliamente
utilizada, no representa la estrategia mdés segura ni la mas econdémica. En este trabajo se
utilizé como modelo principalmente a JUNV y los desarrollos aqui realizados podrén

extenderse a otros arenavirus.

Es conocido que, durante la infeccién natural y en el caso de la FHA, la proteccién otorgada
por la vacuna a virus atenuado Candid#1, estd dada por anticuerpos neutralizantes que
reconocen epitopes conformacionales de la espicula viral. Por esta razén, se selecciond a
GPC de JUNV como la principal proteina a incorporar en los candidatos recombinantes

generados en la presente tesis.

La primera estrategia (capitulo |) se basd en el surface-display de esta proteina; se disefiaron
y generaron dos baculovirus recombinantes que expresan GPC de JUNV, el primero
incorpora la glicoproteina wild-type (salvo por el agregado de un pequefio tag V5 en su
extremo C-terminal), y el segundo el agregado del dominio CTD de la glicoproteina GP64 del
baculovirus AcMNPV. Esta incorporacién tiene como objetivo mejorar la interaccién de la
proteina recombinante con las nucleocdpsides de los baculovirus, y aumentar su
incorporacion a la envoltura de los viriones brotantes. Asimismo, se disefid y generd un
baculovirus recombinante que expresa GPC de LASV cepa Josiah en su versién wild-type con
el mismo fin. Si bien en Argentina no es posible realizar ensayos con LASYV, si los resultados
fueran prometedores, otros colaboradores podrian llevar a cabo las evaluaciones

inmunoldégicas utilizando el virus generado en esta tesis.

En todos los casos se verificd que los baculovirus recombinantes fueron generados

correctamente y que poseen la capacidad de expresar exitosamente las proteinas GPC.

En cuanto a la localizaciéon superficial del antigeno, lo primero que se explord fue la presencia

de la proteina en la membrana plasmatica de las células de insecto. La misma fue confirmada
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mediante estudios de co-localizacién entre la proteina heteréloga y WGA marcado con un

fluoréforo en células no permeabilizadas.

Posteriormente, se purificaron parcialmente viriones brotantes de los baculovirus
recombinantes generados en la tesis, mediante ultracentrifugacién en colchdn de sacarosa, y
los pellets obtenidos fueron utilizados como muestras para western blot. Para ninguno de los
virus generados fue posible detectar sefial para la proteina heterdloga en los pellets, pero los
mismos fueron positivos para GP64, la glicoproteina de los baculovirus. Este resultado nos
permite inferir que, si bien GPC se localiza en la membrana celular, no es incorporada a los
viriones brotantes en su version wild-type, y que el agregado del CTD de GP64 tampoco

parece ser suficiente para este fin.

Una alternativa a este disefio, seria la exposicion superficial de los péptidos conteniendo los
epitopes inmunogénicos que han sido caracterizados, mediante la fusidon de estos péptidos a

GP64, o la fusidén de solo G1 al péptido sefial y dominio transmembrana de GP64.

Como otras proteinas de fusién virales, GPC se sintetiza como un precursor que se procesa
por el clivaje proteolitico en dos sitios catalizado por enzimas de la célula hospedadora. El
primer procesamiento, es la protedlisis del péptido sefial estable (SSP) por accién de una
SPasa. SSP - a diferencia de otros péptidos sefial - es incorporado a la espicula madura.
Posteriormente, ocurre otro procesamiento en un sitio altamente conservado en la familia
Arenaviridae, que separa a G1 (regidn que interactia con el receptor) y a G2 (que forma el
tallo de la espicula). Este procesamiento es producto de la accién de una serin-proteasa

conocida vulgarmente como SKI-1/S1P.

Estudios de otros autores y experimentos previos a esta tesis en nuestro laboratorio,
muestran que GPC no es totalmente procesada por el ortélogo de insecto en este sitio, y de
manera consecuente, G1 y G2 contindan unidas en una proporcién importante. Como los
anticuerpos neutralizantes responsables de la proteccién otorgada por Candid#1 son
dirigidos a epitopes conformacionales, resulta de interés obtener a GPC expresada de

manera heterdloga en su conformacion nativa de pre-fusion.

Por esta razén, se intentd mejorar el procesamiento de las lineas celulares de insecto
mediante la incorporacién del gen de la proteasa SKI-1/S1TP a su genoma. Con ese objetivo,
como se describe en el capitulo Il de la presente tesis, se generd un plasmido de expresion
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de insecto que expresa la SKI-1/S1P murina, y con el mismo, una linea celular establemente
transformada. La misma fue caracterizada; la expresién del transgén confirmada mediante
inmunofluorescencia y western blot. Por otra parte, se confirmé su susceptibilidad a la

infeccién por AcCMNPV.

En paralelo, se generd un baculovirus recombinante que expresa SKI-1/S1P, como alternativa
en el caso de que no fuese posible establecer la linea transgénica.
Una vez obtenida la linea, y confirmada la expresién de la proteina, se evalud su capacidad

de procesar las GPC de JUNV y LASV.

No fue posible observar diferencias cualitativas en el procesamiento de GPC entre la linea
wild type vy la linea transgénica; si bien hay procesamiento y se detecta G2 libre, hay una gran
proporcién de G1:G2 remanente. Esto podria deberse a que la proteina SKI-1/S1P, si bien se
expresa, no es funcional, o al hecho qué GPC se produce en grandes cantidades debido a
que su expresion esta bajo el control del promotor fuerte p,,, Y no alcanza a ser procesada.
Sin embargo, debe tenerse en cuenta que los western blots realizados no son cuantitativos, y
no se puede aseverar que no exista una diferencia significativa entre ambas lineas; resta

evaluar esto en el futuro.

En dltimo lugar, en el capitulo lll de la presente tesis se describe como se exploré la
posibilidad de producir otro tipo de inmunégeno muy atractivo debido a su seguridad y

menor costo de produccion.

Las virus-like particles (VLP) son complejos nanoestructurados que se asemejan a los viriones
de los cuales derivan. Su atractivo como inmundgenos radica principalmente en tres factores;
el primero es que, al carecer de genoma, no tienen asociados los riesgos de un patégeno
virulento (seguido de su inactivacién) o vivo atenuado, tanto en su produccién como su
administracién, respectivamente. El segundo es que su tamafio es ideal para el
reconocimiento por las células del sistema inmune, mientras que quizas el més importante y
relevante, es que las VLP son altamente versétiles y pueden exponer los antigenos en su
conformacién nativa de la misma manera que lo haria el viridén, pero sin los riesgos asociados
a un virus atenuado, y sin la necesidad de la inactivacidén, como en el caso de las vacunas a

virus inactivado.
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Otros autores han reportado la produccién de VLP de arenavirus utilizando dnicamente la
proteina Z, o combindndola con otras proteinas como GPC, en células de mamifero. La
mayoria de los autores las han utilizado como herramientas de estudio de la biologia de los
arenavirus, debido a que casi la totalidad de los miembros de esta familia son patégenos
humanos que requieren niveles de bioseguridad 3 y 4. La produccién de VLP en células de
mamifero presenta los mismos costos y reglas GMP que la produccién de virus atenuados.
Por esta razén, se propuso en esta tesis producirlas en células de insecto, una alternativa

que, en nuestro conocimiento, no habia sido explorada previamente.

Para esto, se clond la proteina de matriz Z de dos cepas de JUNV a partir de RNA viral; las
mismas también se clonaron en fusién a la proteina EGFP en plasmidos de expresién de

mamifero.

Asimismo, se generaron dos mutantes de Z; uno en el dominio L, que es esencial para la
brotacién, y otro en el residuo de leucina 79, esencial para la interaccidén con los RNP. Estas
variantes de Z se clonaron también en fusién a EGFP. Todas las variantes se expresan

correctamente.

Ademas, se generaron cuatro baculovirus recombinantes que expresan dichas variantes en
fusion a EGFP, y dos plasmidos de expresién de insecto con las variantes wild type y mutante

del dominio L.

Estas herramientas fueron utilizadas para evaluar la produccién de VLP de JUNV en células
de insecto. La primera alternativa, que consistié en utilizar los virus recombinantes para la
expresion de Z, no permitié obtener VLP. La segunda, en la generacién de lineas celulares

transgénicas que expresan de manera constitutiva la fusién Z::EGFP.

Esta segunda alternativa nos permitié detectar sefial de Z:EGFP en los sobrenadantes
purificados de los cultivos celulares. Evaluamos de manera indirecta si esta sefial
corresponde a VLP mediante ensayos de proteccién a proteinasa K, utilizando como control
VLP de JUNV obtenidas de células 293T. En este experimento, los pellets fueron tratados con
diferentes combinaciones de proteinasa K y Triton X-100. Se observd que sdlo en los casos
en los que se combina la proteasa con el detergente, se pierde la sefial de Z:EGFP, tanto
para los pellets obtenidos de las células de insecto como para las VLP obtenidas de células

de mamifero.
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Este resultado prometedor, sugiere que efectivamente es posible producir VLP de Z en las
células de insecto. Sin embargo, resta realizar experimentos de microscopia electrénica de

transmisién, para confirmar efectivamente la presencia de VLP.

Siguiendo el resultado anterior, se evalud si era posible complejizar la estructura de las VLP
agregando N y GPC de JUNV a las mismas. Para esto se construyé un baculovirus
recombinante que expresa N de la cepa Candid#1, y se utilizé el virus construido en el
capitulo | AcCMNPV-GPC:V5. Para el caso de N, no fue posible detectar la proteina en ninguna
de las fracciones; ni en la correspondiente a VLP ni en la que contiene los viriones brotantes.

Por el contrario fue posible detectar GPC en la fraccién correspondiente a VLP en muy baja
proporcién, indicando que la misma seria incorporada a las VLP. Con este disefio
experimental, los pellets de VLP obtenidos se encuentran contaminados con viriones
brotantes de baculovirus. Esta contaminacién con BV no necesariamente supone un
problema para la produccion de inmundgenos de JUNV, pues ha sido demostrado por otros

autores que los baculovirus actian como adyuvantes.

La proporcién de GPC incorporada a las VLP podria mejorarse mediante la generacién de
lineas transgénicas que expresen ambas proteinas bajo promotores constitutivos o mediante
la fusion de GPC a Z, evaluando si GPC es capaz de exponerse de esta manera en la
superficie de las VLP en vez de ser encapsulada en las mismas (como parece suceder con

EGFP).

La estrategia de generacién de lineas transgénicas para la obtencién de VLP constituye
experimentalmente una alternativa mas sencilla que la infeccién por baculovirus, permitiendo

una produccidn constante de los inmundgenos.
Como perspectivas a futuro, se espera confirmar la presencia de VLP mediante microscopia

electronica de transmisién, la caracterizacion exhaustiva de las mismas en términos de

morfologia y la evaluacion de su capacidad inmunogénica en modelos animales.

PACINATD}



RESUMEN 1 PERSPECTIVAS PAULAN. ARRIAS - TESLS DOCTORAL

PAGINA 104



MATERTALES Y METODOS PAULAN. ARRIAS - TESTS DOCTORAL

Materiales y métodos

PAGINA 105



MATERTALES Y METODOS PAULAN. ARRIAS - TESTS DOCTORAL

Materiales

Productos quimicos y enzimaticos

Durante el desarrollo del presente trabajo se utilizaron reactivos de grado analitico o de
grado biologia molecular suministrados por Merck (Darmstadt, Alemania), Sigma (St. Louis,
EE.UU.) y BioPack (Buenos Aires, Argentina). Las enzimas utilizadas fueron provistas por las
empresas Promega (Madison, EE.UU.), New England Biolabs (Beverly, EE.UU.), Thermofisher
Scientific (Waltham, EE.UU.) y Productos Bio-Légicos (Quilmes, Argentina). Los componentes
de los medios de cultivo de células eucariotas fueron sumistrados por Thermofisher Scientific

(Waltham, EE.UU.). Los sueros fetales por Bioser (Buenos Aires, Argentina).

Productos descartables de cultivo celular

Las cajas de Petri y frascos y placas de poliestireno fueron provistos por Nunc (Kamstrup,

Dinamarca) y Corning (EE.UU.).

Equipamiento

Las fotografias fueron tomadas con un equipo de Electrophoresis Documentation and
Analysis system 120 (Kodak Digital Science), con la cdmara de un celular Xiaomi Redmi9 o
con una cdmara CoolSNAP HQ (Photometrics®). La cuantificacién de muestras por medidas

de absorbancia fue realizada con un Nanodrop Spectrophotometer ND-1000.

Soluciones

Todas las soluciones preparadas fueron esterilizadas por tratamiento de calor en autoclave a
121°C a 1 atmdsfera de sobrepresién. Las soluciones termoldbiles fueron esterilizadas por
filtracion con filtro de didmetro de poro de 22um. El agua utilizada en las soluciones fue
bidestilada, filtrada por columna de intercambio iénico y esterilizada en autoclave. Para la

preparacion de medios de cultivo eucariotas, el agua utilizada fue de calidad inyectable.
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Soluciones para la extraccion de pldsmidos

Alcoholes: Etanol 96% y 70%.

Solucién I: Glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM (pH=8) EDTA 1 mM

Solucién 1l: NaOH 0,2 N; SDS 1%

Solucién lll: KCH,CO, 5M. pH=4.8

Buffer TE: Tris-HCI 10 mM (pH=8) EDTA 1 mM

NaCH;CO, 3 M: se pesé 246.1 gramos de NaCH;CO, vy se disolvié en agua bidestilada. Se

llevd a pH 5,2 con acido acético y se afladié agua hasta llegar a un volumen final de 1L.

Soluciones de antibioticos

Los antibidticos fueron disueltos en agua bidestilada estéril o agua de calidad inyectable a
concentracién final de 100mg/ml, 50mg/ml, 20mg/ml, dependiendo del antibidtico que se

trate, y esterilizados por filtracion.

Soluciones para electroforesis de dcidos nucleicos

Buffer de corrida TAE (Tris-HCI, acido acético, EDTA) 50 X: 242 Tris base, 57,1 ml &cido acético
glacial y 100 mM EDTA 0,5 M pH=8,0. Completado a 1L con agua.

TAE 1X: Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM.

Solucién Stock Bromuro de etidio: 10 mg/ml BrEt, conservado en oscuridad.

Geles Agarosa: Agarosa 0,3% - 2% en buffer TAE 1X.

Solucién de siembra: TAE 1X, Glicerol 30% y colorantes Xilen cianol FF y azul de Bromofenol.

Soluciones para el andlisis de proteinas mediante electroforesis en geles de

poliacrilamida con SDS / western blot

Gel separador: 10%, 12% o 15% dependiendo del experimento. El gel se prepara a partir de
una solucién concentrada de acrilamida:bisacrilamida (29:1) diluyendo en buffer de
separacion 1X: 0.375 M Tris-HCI pH 8.8; 0.1% SDS. Se agrega ademas persulfato de amonio y
TEMED al 01y 0.01%, respectivamente.
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Gel de stacking: 5%. El gel se prepara a partir de una solucion concentrada de
acrilamida:bisacrilamida (29:1) diluyendo en buffer 1X: 125 mM Tris-HCL pH 6.8; 0.1% SDS. Se
agrega ademas persulfato de amonio y TEMED al 0.1y 0.01%, respectivamente.

Buffer de corrida 1X: Tris base 25 mM, glicina pH 8.3 250 mM, SDS 0.1%. Buffer de siembra
(Laemmli buffer) 2X: 65.8 mM Tris-HCI, pH 6.8, 2.1% SDS, 26.3% (p/v), glicerol, 0.01% azul de
bromofenol.

Coomassie blue coloidal: se prepara agregando 50 g de (NH,);SO, a 375ml de agua
bi-destilada, 10 ml de Coomassie blue G250 5%, 15 ml de acido orto-fosférico y 100 ml de
etanol 96%.

Buffer de transferencia 1X: Tris base 25mM, glicina pH 8.3 250mM, Etanol 15%

Solucién de bloqueo: 5% leche descremada en TBS-T 0.01%

Soluciones de revelado ECL: Tris-HCI 1 M pH 8.5, Acido cum&rico 90 mM, Luminol 250mM.

Perdéxido de hidrégeno 30 volumenes

Soluciones utilizadas en reacciones con enzimas de restriccion

Las distintas reacciones de digestién se llevaron a cabo incubando el DNA a digerir con la
enzima correspondiente, teniendo en cuenta la actividad de la enzima y utilizando el buffer
de digestién, la cantidad de enzima, tiempo y temperatura de incubacién recomendados por

el proveedor.

Soluciones utilizadas para ultracentrifugacion diferencial

Las soluciones de sacarosa utilizadas fueron en el rango 25-60% p/p, preparadas en agua

bidestilada y conservadas a -20°C.

Anticuerpos

Todos los anticuerpos fueron preparados y conservados siguiendo las instrucciones de los

fabricantes.
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Nombre del anticuerpo, nlimero de catalogo y fabricante

THE V5 Tag Antibody (A01724), Genscript

Goat Anti-Mouse IgG-HRP (A00160), Genscript

Anti-GFP (3H9), Chromotek

Anti-Rat IgG -HRP, (HAF0O05), RD systems

Anti-Rabbit-HRP (656120), Invitrogen

Anti-N JUNV (NR-49274, NR-48834), BEI Resources (NIAD, NIH)

Anti-GP64 (AcV5), AbCam

Anti-Flag (1804), Sigma

Donkey Anti-mouse Alexa 488 (15-545-150), Jackson ImmunoResearch

Cy3-conjugated Donkey anti-rabbit (711-165-152), Jackson ImmunoResearch

Anti-GPC JUNV (NR-43227), BEI Resources (NIAD, NIH)

Cepas bacterianas

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron las cepas de Escherichia coli DH5aTM vy

TOP10, que poseen los siguientes genotipos:

DH5aTM: F- ¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 deoR recAl endAl hsdR17 (rk-,mk+) phoA
supE44 A- thi-1 gyrA96 relA1 tonA (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

TOP10: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 deoR recAl endA1l araA139
A(ara, leu)7697 galU galK A- rpsL(StrR) nupG (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Medios de cultivo

Medio Luria-Bertani: se disuelven 5 g de NaCl, 10 g de triptona y 5 g de extracto de levadura
en aproximadamente 700 ml de agua destilada. Una vez disueltos los reactivos se ajusta el

volumen a 1 litro con agua destilada. Se esteriliza en autoclave.
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Para preparar medios sélidos se agrega 15 g de agar por cada litro de medio liquido.

Medio de Grace Thermo-Fisher / Life Sciences / Invitrogen (Grand Island, USA). Para el
mantenimiento de las lineas celulares: suplementado con 10% de suero fetal bovino (BioSer,

Buenos Aires, Argentina). Para infecciones y transfecciones: sin suplementar.

Medio MEM: Thermo-Fisher / Life Sciences / Invitrogen (Grand Island, USA), suplementado

con 10% de suero fetal bovino (Bioser, Buenos Aires, Argentina).

Métodos

Técnicas que involucran DNA

Se utilizaron las técnicas de clonado generales detalladas en Green et al., 2012.

Preparacion de DNA plasmidico

La purificacién de DNA plasmidico se efectué por el método de lisis alcalina (Birnboim & Doly,
1979). Se crecieron bacterias E. coli (DH-5a o TOP10) en medio LB hasta saturacién con el
antibidtico correspondiente. Se centrifugé 1,5 ml de estos cultivos a 14000-18000 x g durante
30 segundos en un tubo Eppendorf y se descartd el sobrenadante. Este procedimiento se
repitid cinco veces sobre el mismo Eppendorf. Se afiadieron 200 pl de Solucién | al
sedimento obtenido y se lo resuspendid con vértex. Luego se agregé 400 ml de Solucién Il.
Después se invirtid suavemente el tubo 5 a 10 veces o hasta observar la clarificacién de la
suspension y se incubd en agua-hielo durante 5 min. Luego se neutralizé el pH con 300 pl de
Solucién Il (a 4°C) y se incubé durante 2-5 min en agua-hielo. El tubo Eppendorf se centrifugd
5 minutos a 14.000-18.000 x g a 4°C y se extrajo el sobrenadante (DNA plasmidico) evitando
tomar el precipitado de DNA cromosémico, restos celulares y proteinas acomplejadas con el
SDS. Los RNA celulares de esta solucion se degradaron por incubacién con RNasa A (20
pg/ml) durante 30 min a 37°C. EI DNA plasmidico se aislé de las proteinas por dos
extracciones sucesivas con fenol y cloroformo/isoamilico (24:1) y se concentré por
precipitacion etandlica o con isopropanol. La preparacién plasmidica se purificé luego con

polvo de silice.
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Extraccion de bdcmido

Este protocolo fue adaptado de Birnboim & Doly, 1979.

A partir de un cultivo de 15ml de E. coli DH10B-bApGOZA crecido ON a 37°C y con
Kanamicina, se centrifugd 1,5 ml de este cultivo a 14000g durante 1 minuto en un tubo
Eppendorf y se descarté el sobrenadante. Este procedimiento se repitid 2 veces sobre el
mismo Eppendorf. El sobrenadante fue removido y se colocaron 300 pl de solucién | de
miniprep, el pellet fue suavemente resuspendido.

Posteriormente se agregaron 300 pul de solucién Il de miniprep, se mezclaron ambas
soluciones suavemente por inversion del tubo y se incubd en hielo por 5 minutos. Luego se
agregaron 300 pl de solucion 3 Ill de miniprep gota a gota, mezclando suavemente por
inversion las soluciones. Se incubd el tubo en hielo por 10 minutos, y luego se centrifugd a
14000 g por 10 minutos. El sobrenadante fue tomado con pipeta suavemente, teniendo
precaucién de no arrastrar el precipitado generado, y al mismo se le agregaron 800 pl de
isopropanol absoluto. Se incubé nuevamente 10 minutos en hielo y luego se centrifugé a
14000g por 15 minutos. Se descartd el sobrenadante y el pellet fue lavado con isopropanol
70%. Se volvié a centrifugar a 14000g por 5 minutos esta vez y luego se descarté
suavemente el sobrenadante. El pellet fue secado brevemente a temperatura ambiente y
luego se dejé resuspender en 40 pl de agua.

La correcta extraccion del baAcmido se confirmé mediante geles de agarosa 0.6%.

Precipitacion de dcidos nucleicos

Los DNA virales fueron precipitados mediante la adicién de 0,1 volimenes (vol) de NaCH,CO,
3 M mas 2,5 volimenes de etanol 96%. Alternativamente, se precipitaron los DNA por adicién
de 0,3 vol de NaCH;CO, 3M mads 0,6-0,9 voliumenes de alcohol isopropilico. En cualquiera de
los dos protocolos, las soluciones se centrifugaron a 14.000g 4°C durante 30 min. Las sales
fueron lavadas con solucién de etanol 70%, preparado con agua bidestilada estéril. El
sedimento se secd a temperatura ambiente. EIl DNA se resuspendié en agua bidestilada

estéril.
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Electroforesis en geles de agarosa

Se pesd agarosa en un frasco de vidrio, se afiadié buffer TAE (con Bret 0,5 pg/ml) y se calentd
en horno microondas hasta disolucién de la agarosa en el buffer. Una vez que la agarosa se
enfrié, pero aun se encontraba en estado liquido, se colocd un volumen conveniente sobre
un molde acrilico con un peine para generar calles de siembra de muestra. Una vez gelificada
la agarosa, el gel se colocd en una cuba de electroforesis y se lo cubrié con buffer TAE. Las
muestras de DNA se mezclaron con buffer de muestra en una relacidn buffer/muestra
correspondiente y se depositaron dentro de las calles del gel. Los DNA se resolvieron en
geles de agarosa aplicando un voltaje entre 80-120 V en caso que los tamafios de los
fragmentos fueran pequefios o de 50-70 V para fragmentos grandes y porcentajes de geles
bajos (0,3-0,6%). Los geles de agarosa se resolvieron en aparatos Bio-Rad. Los DNA se
visualizaron por iluminacién con transiluminadores de luz ultravioleta de 310 nm (Fotodyne,
EE.UU. o Stratagene, EE.UU.) y las imdgenes se capturaron con un aparato de documentacién

de geles Electrophoresis Documentation and Analysis System 120 (Kodak Digital Science).

Purificacion de fragmentos de DNA por adsorcion de DNA a polvo de silice

Los fragmentos de DNA o de productos de amplificacion, se purificaron a partir de geles de
agarosa por adsorcién a polvo de silice (Geneclean Bio 101 Inc.). Se extrajo la porcion del gel
con la banda de interés y se incubd en 3 volimenes de Nal saturado durante 5 min a 60°C.
Posteriormente, se resuspendid en 20 pl de polvo de silice (previamente resuspendido) y se
incubd con agitaciéon durante 5 min. La solucién fue centrifugada durante 10 segundos a
14-18.000 X g. El sobrenadante se descartd y el precipitado fue lavado con 200 pl de solucién
New Wash (NaCl, etanol y agua), este paso se repitié 2 veces. Este precipitado fue secado
durante 5 min a temperatura ambiente y luego resuspendido en una cantidad conveniente de
de agua bidestilada. Se centrifugd 30 seg a 14-18.000 X g y el sobrenadante conteniendo el
DNA de interés se transfiri6 a otro tubo que fue conservado a -20 °C hasta su uso. El
protocolo anterior fue adaptado para la purificacion de minipreps. En este caso, se agregaron
3 volumenes de Nal a la solucion de miniprep y 20 ul de polvo de silice, siendo el resto de los

pasos iguales.
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Métodos de transformacion y screening

Preparacion de bacterias E. coli electrocompetentes

Se crecieron bacterias E. coli DH5a hasta saturaciéon. Ese cultivo se diluyé 1720 en medio LB
sin NaCl (1.000 ml) y se cultivé a 37 °C con agitacién de 180-220 rpm hasta alcanzar 0,5 a 0,6
unidades de densidad 6ptica a 600 nm. En este punto, el cultivo se enfrid en agua hielo
durante 30 min. Posteriormente, se centrifugd el cultivo a 2800 g durante 20 minutos a4 °Cy
el sedimento de bacterias se resuspendié en 500 ml de glicerol 10% (v/v) preparado en agua
bidestilada estéril. El proceso de resuspensién y centrifugacién se repitié dos veces,
disminuyendo el volumen de glicerol utilizado en los lavados, reuniendo los sobrenadantes
resuspendidos de dos recipientes en uno. Finalmente, las bacterias se resuspendieron en 2
ml de glicerol 10% o medio GYT, se separaron en alicuotas y se congelaron rdpidamente a -80

°C hasta el momento de su uso.

Transformacion de E. coli por electroporacion

La transformacién de bacterias electrocompetentes se realizé en un electroporador Gene
Pulser™ (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.). Se mezclaron 50 de bacterias electrocompetentes
con 2 pul reaccion de ligacién. Esta mezcla se colocé en una cubeta de electroporacién fria de
0,2 cm de distancia entre los electrodos y la mezcla se sometié a un pulso de 2,2 kV. Las
variables capacitancia y resistencia se fijaron en 25 puF y 200 ohm (Q), respectivamente.
Inmediatamente luego del pulso eléctrico, se afiadié 1 ml de medio LB sin antibidtico a las
bacterias y se las incubd 1 h a 37 °C con agitacién. Se sembraron 200 y 300 ul de cultivo en
placas de LB con el agregado de antibiético de seleccion (Ampicilina 100 ug/ml). Las placas

se incubaron 18-24 h a 37 °C.

Colony PCR

Con palillos estériles se tomaron las colonias resultantes de las diferentes transformaciones y
fueron estriadas en una placa con antibidtico. El remanente de bacterias fue depositado en
un tubo eppendorf con agua estéril, reuniendo hasta 10 colonias en cada tubo. Los tubos
eppendorf fueron hervidos durante quince minutos, para provocar la lisis celular y liberacién

del DNA plasmidico. Posteriormente, cada tubo se centrifugé a 14-18.000 X g durante 5 min.
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Las reacciones de amplificacién se realizaron en las condiciones descritas anteriormente,
utilizando 1 pl del sobrenadante como molde en 10 ul de volumen final y empleando los
primers correspondientes. Los pooles que presentaron una sefal positiva por PCR fueron
analizados en una colony PCR individual, con una colonia por tubo, a partir de las estrias del

proceso anterior.

Reacciones de amplificacion por PCR

Las reacciones de amplificacién de DNA fueron llevadas a cabo en cicladores térmicos
Mastercycler Gradient (Eppendorf) y PCR Sprint (Thermofisher). Las reacciones en las que se
iba a utilizar el producto de amplificacién para clonacién se utilizé la polimerasa Taq si el
producto era menor a 1000 pb. En las reacciones de caracterizacién se usd la misma
polimerasa. La mezcla de reaccién fue diseflada de acuerdo a las indicaciones de los
fabricantes. La mezcla de reaccién fue disefiada de acuerdo a las indicaciones de los
fabricantes de la enzima, variando Unicamente la concentracion de MgCl,. Para el clonado de
productos de mas de 1000 pb se utilizd la enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerases

(Thermo Scientific), siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Métodos que involucran cultivo celular

Mantenimiento de células

Las células High Five™ (BTI-TN-5B1-4) se mantuvieron a 27°C en medio de Grace
suplementado con 10% de suero fetal bovino.
Las células Vero y 293T se mantuvieron a 37°C, en atmésfera con 5% CO2, en medio MEM

suplementado con 10% de suero fetal bovino.

Congelamiento

Para el congelamiento de las células de insecto se parte de monocapas de células
confluentes de frascos T25. Se extrae el medio de cultivo y se agregan 5 ml de medio de

Grace con 10% SFB inactivado por calor y 10% DMSO. Se suspenden las células
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mecanicamente y se alicuotan en crioviales. Luego se procede a un congelamiento graduado
hasta -80°C, colocando los crioviales en contacto con una suspension de etanol o glicerol y

finalmente en N,(L).

Transfecciones

Como reactivo de transfeccién se utiliza Cellfectin Il (Invitrogen™) o PEI (Polyethylenimine,
linear, MW 25000, Polysciences, Inc.). Se utiliza el protocolo sugerido por el fabricante.
Brevemente, para la transfeccién de una placa de 10 cm 2 se realiza una mezcla de DNA a
transfectar con 200 pl de medio sin suero y otra mezcla de 5 pl de Cellfectin y 200 ul de
medio sin suero. Las mezclas de DNA y Cellfectin se mezclan por goteo suave y se espera 15
minutos (Cellfectin Il) para permitir la formacion de complejos DNA-Reactivo de transfeccion.
Se retira el sobrenadante de la placa de cultivo a transfectar y se lava 3 veces con medio sin
suero. Finalmente, se gotea suavemente la mezcla de transfeccién sobre la placa. Luego se
agregan 400 pl adicionales de medio sin suero para completar el volumen minimo de medio
requerido por la placa para la supervivencia de las células. Al dia siguiente se extrae el medio
de transfeccién y se agregan 2 ml de medio completo. Para la transfeccién con el reactivo PEI
las células se sembraron en una placa de 6 pocillos (2 x 10° células/pocillo) y se transfectaron
con 1 pg de DNA plasmidico utilizando 3 pl de 1 mg / ml de polietilenimina (PEI). Brevemente, 1
pg del DNA plasmidico se mezclé con 100 pL de NaCl 150 mM y se mezclé suavemente con
PEIl. Después de la incubacién se afiadié a las células temperatura ambiente durante 5

minutos de complejo de DNA-PEI.

Generacion de lineas celulares transgénicas

Para el aislamiento de poblaciones celulares clonales se utilizé el método de dilucién terminal
(InsectSelect™ BSD System, 2008). En este método se producen diluciones seriadas de las
células previamente transfectadas en placas multipocillo. Se utiliza una placa de 96 pocillos y
las células se diluye de tal manera que en la primera fila de la placa (12 pocillos) se siembran
1000 células por pocillo. En la segunda fila se siembran 500 células por pocillo y se continta
diluyendo 2 veces la concentracién de cada fila. Luego las diluciones sembradas en cada
pocillo son seleccionadas mediante el agregado de antibiético (Puromicina 10 pug/ml). En
algunos pocillos de alguna dilucidon sobrevivird una unica célula que formara una

microcolonia luego de varios dias. Se considera que cada pocillo en el cual se formé una
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Unica microcolonia proviene de una Unica célula y por lo tanto representa una poblacion
clonal. Cada poblacién clonal es repicada e infectada para observar la expresion del
transgén. Para asegurar la homogeneidad genética de los clones, la dilucién terminal se
vuelve a repetir dos o tres veces mas, rescatando en cada repeticidon células de una Unica

microcolonia.

Ensayo de proliferacion celular y determinacion del tiempo de duplicacion

Se colocaron en una placa de 96-well 1200 células/well (contadas en camara de Neubauer)
en medio de Grace 10% SFB. Se colocaron en la estufa a 27°C y se dejaron crecer. En los
distintos tiempos ensayados las células se fijaron con paraformaldehido 4% a temperatura
ambiente por 10’ y luego se lavaron y permanecieron en PBS hasta el final del experimento.
Una vez terminado el ensayo, se removidé el medio por aspiracién con mucho cuidado de no
romper la monocapa celular. Se lavaron los wells nuevamente con PBS. Se retiré el PBS, se
agregé cristal violeta 0.2% y se incubé por 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se lavé la placa 3 veces en agua de la canilla mediante inmersién, teniendo
cuidado de no levantar la monocapa. Luego, la placa se secd boca abajo sobre servilletas de
papel, se agregé SDS 1% para solubilizar el colorante y se dejé agitando en un shaker orbital
hasta que el color fue uniforme. Finalmente, se midié la absorbancia a 570 nm.

Para el célculo del tiempo de duplicacién, se graficd la curva de crecimiento, se selecciond la
region de crecimiento exponencial, y con esos puntos se realizé un ajuste exponencial. La

ecuacion de la curva es del tipo Y{(x)=Ae®. El tiempo de duplicacidn se calculé como:

Tiempo de duplicacién (Td) Td = %

Métodos que involucran manipulacion de baculovirus en cultivo celular

Para el mantenimiento de virus en cultivo celular, se siguieron los protocolos sugeridos en los
libros de referencia “Baculovirus Expression Vectors: A Laboratory Manual” (O’Reilly et al.,

1994) y “Baculovirus and Insect Cell Expression Protocols” (Murhammer, 2007).
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Generacion de baculovirus recombinantes

Se utilizé el sistema desarrollado por Je et al. (Je et al., 2001) basado en un bacmido (genoma
viral capaz de replicar en E. coli, denominado bAcGOZA) deficiente en el gen esencial
ORF1629 y el rescate de DNA viral viable por recombinacién con un pladsmido de
transferencia que contiene ese gen junto con otros que se desea expresar. Para ello, se
co-transfectaron los DNA del pldsmido de transferencia y del bacmido en células High Five
con el reactivo Cellfectin Il de acuerdo a las instrucciones del fabricante y se monitoreé el
cultivo celular hasta observarse la formacién de poliedros. A continuacién, se tomé el
sobrenadante y se lo utilizé como indculo para infectar un frasco T25 de células High Five al

70% de confluencia.

Figura 41. Esquema de la estrategia de doble recombinacién
homdéloga en células de insecto para la generaciéon de
baculovirus AcMNPV recombinantes utilizando el bacmido
bApGOZA y el vector de transferencia pBacPAK9, dénde gdi
representa al gen de interés que se desea incorporar en el
baculovirus recombinante.
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Purificacion parcial y concentracion de viriones brotantes de AcMNPV

El siguiente protocolo se encuentra detallado en “Baculovirus Expression Vectors: A
Laboratory Manual” (O'Reilly et al, 1994). Brevemente, se cargaron los tubos de
ultracentrifuga con el stock viral, y se colocé un colchén de 2,5 ml underlay de sacarosa 25%
p/p en 5 mM NaCly 10 mM EDTA. Las condiciones de centrifugacién fueron: 80.000g durante

75 minutos a 4°C. El pellet obtenido se resuspendié en PBS pH 6.2 y se conservé a 4°C.

PACINA L]


https://www.zotero.org/google-docs/?4Dlhzv
https://www.zotero.org/google-docs/?P8XDeS

MATERTALES Y METODOS PAULAN. ARRIAS - TESTS DOCTORAL

Métodos que involucran VLP

Concentracion y purificacion de VLP

Para concentrar las VLP derivadas de lineas celulares no infectadas se colectaron los
sobrenadantes de los cultivos durante una semana. Se realizd un primer paso de clarificacion
para eliminar el debris celular. EIl mismo consistié en la centrifugacion de las muestras a
1000g durante 10 minutos.

Posteriormente, se procedié a la concentracidén de la muestra mediante ultracentrifugacién en
colchén de sacarosa 30% p/p. Para pequefios volimenes de muestra (menores a 40 ml de
cultivo) se utilizé un rotor SW41 Ti en una ultracentrifuga Beckman Coulter Optima LE-80K.
Las condiciones de corrida fueron 30’ a 196500g a 4°C. Para volimenes superiores a los 40
ml de muestra, las corridas se realizaron en las mismas condiciones, pero utilizando un rotor
70 Ti.

Los pellets obtenidos fueron resuspendidos en PBS y conservados a 4°C hasta su uso para

otros experimentos.

Ensayo de proteccion a proteinasa K

Para evaluar indirectamente si los pellets obtenidos (positivos para la fusién Z:EGFP)
correspondian a VLP se realizé un ensayo de proteccidén a proteinasa K. Se armaron 4
mezclas de reaccién diferentes: 1) Conteniendo Tritdn X-100 1%, proteinasa K (OAug/ul) +
muestra, 2) Tritdn X-100 1% + muestra, 3) proteinasa K (0.lug/ul) + muestra y 4) muestra + PBS.
Las cuatro muestras fueron incubadas a 37°C durante 30’. Pasado el tiempo de reaccion se
agrego6 a todas las muestras 1 mM de PMSF. El western blot para evaluar la sefial de Z:EGFP

fue realizado inmediatamente luego del ensayo.
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Lista de primers utilizados

Gen/Molde Primer Secuencia
GPC GPC_Josiah_Sacl Fwd CGACGCGAGCTCATGGGACAAATAGTGA
Virus Lassa (Cepa

. GPC_LASV_Rev GGTGGCGGCCGCTTAATCTCTTCCATTTC
Josiah)
SP6 RNA

SP6 Rev ATTTAGGTGACACTATAG

polymerase promoter
T7 promoter T7 Promoter Fwd TAATACGACTCACTATAGGG

NM_003791_2220Rev

V5 Notl Fwd CAGTGCGGCCGCGGTAAGCCTATCCCT
i V5 Pacl Rev GATCTTAATTAACGTAGAATCGAGACC
Bac1 AACCATCTCGCAAATAAATA
pBacPAK9
Bac2 AACGCACAGAATCTAGCGCTT
SKI cDNA CGGCTCACCCACCAGCGCCG
SKI-21F GTGGCCGGATCCTGATCATATTCG
SKIR +3673 TATAGCGGCCGCTCACACCGAAGC
NM_003791_522Fwd TCGCTTGTGACCATGAAGCTTGT
SKI-1

CCAGGTAGCCCGACCAAGGC

(Homo sapiens)

NM_003791_1970Fwd

GCCACAGGCAAGTTTGAGCCC

NM_003791_3741Rev GCCGTCCGTGAAGGCTCTCT
NM_003791_3442Fwd CTCAAGTGAGGCCCTTGTCC
S1PRevScreen CTTGAGGGAACGAAAGAC

SKI-1

NM_001167910_Fwd_Sacl

AAAGAGCTCATGAAGCTCGTCAGCACCTG

(Mus musculus)

FLAG_Xhol

AACTCGAGCTTATCGTCGTCATCCTTGAATC

Péptido sefial

Sig_BamHI_Fwd

CAGTGGATCCATGAAGCTCGTCAGCAC

SKI-1 Sig_EcoRI_Rev CAGTGAATTCCAGGTGCCGTTTCCCAC
plB CHECK Fwd CGCAACGATCTGGTAAACAC
plP/pIB-V5-His
plB CHECK Rev GACAATACAAACTAAGATTTAGTCAG
ZSallF GCTAGCGTCGACACCATGGGCAACTGCAACGGGGC
Z Z BamHIR GCGTTCGGATCCTGGTGGTGGTGCTGTTGGCTC
(Cepas Candid#1y Z_LdomMut_R GGATCCTGGTGGTGGTGGTCCTCTTGGCTC
P3441
) 2 L79p R GATCCTGGTGGTGGTGCTGTTGGCTCCACCGGTACTGTGATTGTG
— 7= GTGGGCGGGGG
N_Candid#1_Fwd_Xhol |CGAACTCGAGATGGCACACTCCAAGGAGG
N (Candid#1)

N_Candid#1_Rev_Sall

GGCTGTCGACAACAGTGCATAGGCTGCCT

Tabla 1. Listado de primers utilizados. Se indica nombre del gen/molde que amplifican, nombre del primer y

secuencia correspondiente.
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Inmunofluorescencia

Para todas las inmunofluorescencias realizadas en esta tesis las células fueron crecidas en
coverslips circulares.

Para las inmunofluorescencias regulares las células fueron lavadas con PBS, y fijadas con
paraformaldehido 4% durante 15 minutos a temperatura ambiente. Las células fueron lavadas
nuevamente y permeabilizadas con 0.5% saponina en PBS. Los sitios inespecificos fueron
bloqueados con blocking buffer (SFB 3% en PBS) durante media hora. Luego las células
fueron lavadas nuevamente con PBS e incubadas con el anticuerpo primario correspondiente

durante una hora y media, y luego con secundario durante 40 minutos.

Para la inmunofluorescencia que sigue a la tincién con WGA alexa-555, las células fueron
primero incubadas con el WGA previo a la fijacién durante 10’. Luego las mismas fueron
suavemente lavadas con PBS y fijadas con paraformaldehido 4% por 10’ a temperatura
ambiente. En este caso no se realizé permeabilizacion de las células pues se buscaba marca
en la membrana celular. Tras la fijacion, se bloquearon los sitios inespecificos con blocking
buffer durante media hora. El resto del procedimiento fue igual a una inmunofluorescencia

regular.
Los coverslips fueron montados en portaobjetos utilizando Mowiol y observados en un

microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse o en un microscopio confocal Leica TCS SP5
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