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ABREVIATURAS

AcMNPV: Autographa californica multiple
nucleopolyedrovirus

AJHSP-1: acidic juvenile hormone-
suppressible protein 1

BEVS: baculovirus expression vector system

BJHSP-1: basic juvenile hormone-
suppressible protein 1

BJHSP-2: basic juvenile hormone-
suppressible protein 2

BmMNPV: Bombyx mori nucleopolyedrovirus

Br-C: lugar putativo de unién para el factor
Broad-Complex

BV: budded virus

cDNA: complementary DNA

CO: cuerpo de oclusion

CpGV: Cydia pomonella granulovirus
CRE: cAMP Response Element

EcR: lugar putativo de unién para la hormona
ecdisona

EpMNPV: Epiphyas postivittana multiple
nucleopolyedrovirus

GV: granulovirus

hpi: horas posinfeccién

hrs; homologous regions sequences
IAP: inhibitor of apoptosis

ie: immediate early

kb: quilobases

kDa: quilodalton

LdMNPV: Lymantria dispar multiple
nucleopolyedrovirus

LEF: late expression factor

MNPV: nucleopoliedrovirus multiple
MOI: multiplicity of infection

MRNA: messenger RNA

NC: nucleocapsida

NPV: nucleopoliedrovirus

ODV: occlusion-derived virus

OpMNPV: Orgyia pseudotsugata multiple
nucleopolyedrovirus

ORF: open reading frame

pb: par de bases

PCR: polymerase chain reaction
pfu: plague-forming unit

PIF: per os infectivity factor
polh: poliedrina

PTS: proteina total soluble

RT-PCR: reverse transcription polymerase
chain reaction

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis

SeNPV: Spodoptera litura nucleopolyedrovirus
SNPV: nucleopoliedrovirus simple
TRE: TPA response element

VLF-1: very late factor 1

vFGF: baculovirus-encoded fibroblast grow
factor






DEFINICIONES

Casete de expresion: region codificante de un transgén flanqueada por un conjunto

de secuencias reguladoras necesarias para su expresion.

Enhancer: secuencia de DNA bicatenario a la que se unen activadores y otros

factores que aumentan la transcripcion de un gen.

Promotores en disposicion back to back: dos promotores diferentes en serie con

orientacion diferente.

(o)

Promotor en tandem: un mismo promotor repetido en serie con la misma

-I polh >—| polh>—

Promotor hibrido o quimera: dos promotores diferentes en serie con la misma

- p10 >—| polh>—

orientacion.

orientacion.







RESUMEN

Desde que en la década de los 70 se produjo la primera molécula proteica
recombinante, en la industria farmacéutica se han ido imponiendo los productos
biolégicos a los sintetizados quimicamente. Actualmente, diversas tecnologias
compiten por satisfacer la demanda de la industria, y para ello tanto la reduccién de
los costes como la cantidad y la funcionalidad de las proteinas recombinantes
generadas son factores determinantes. La tecnologia denominada Baculovirus
Expression Vector System (BEVS) ha evolucionado hasta convertirse en uno de los
sistemas de vectores eucariotas mas versatiles y robustos para la expresion de
proteinas recombinantes, hasta el punto de haber numerosos productos en el
mercado obtenidos mediante este sistema, principalmente en el campo de las
vacunas. Sin embargo, la calidad y la cantidad de la proteina recombinante obtenida
son, todavia, dos de los principales desafios pendientes que restan competitividad a

este sistema de expresion.

El objetivo de esta tesis fue dar un impulso a esta tecnologia tratando de
solventar algunas de sus principales desventajas. Para ello, se han caracterizado
nuevos elementos genéticos reguladores (promotores, transactivadores y secuencias
enhancer) que una vez combinados han permitido desarrollar un nuevo casete de

expresion optimizado.

Para llevar a cabo estos estudios se han empleado técnicas bioquimicas y de
biologia molecular (PCR, RT-PCR, SDS-PAGE, MALDI-TOF, electroforesis
automatizada, analisis fluorimétrico, citometria de flujo, western blot, microscopia
Optica, microscopia de fluorescencia y microscopia electrénica de transmision, entre
otras). Ademas, para llegar a las conclusiones finales se han analizado méas de 40
nuevos baculovirus recombinantes, tanto en células de insecto en cultivo (Sf21, Sf9

y Tn-5) como en larvas del insecto Trichoplusia ni (T. ni).

Entre los hallazgos de este trabajo cabe citar la caracterizacion de nuevos
promotores de expresion génica derivados de T. ni para su uso en el vector
baculovirus (AcMNPV), entre ellos destacé el denominado pB2, por su actividad mas
temprana y homogénea que la del promotor de baculovirus polh, empleado de manera
convencional en este sistema. Ademas, la cooperacion sinérgica entre esta secuencia

y el promotor p10 del baculovirus (pB2p10) resulté de interés biotecnoldgico. El analisis



de la secuencia pB2 permitio la determinacion de sus regiones esenciales y mas activas
(fragmento pB2y) en ACMNPV. Por otra parte, se ha caracterizado funcionalmente la
co-expresion de una segunda copia de los factores reguladores transcripcionales IE1 e
IEO de AcMNPV mediante la insercion en el genoma del virus del cDNA Ac-ie-01,
codificante para ambos factores. Como resultado se observd un mayor incremento del
crecimiento de la poblacion celular respecto a la infectada con el baculovirus
convencional y un aumento de la supervivencia celular tras la infeccion, reflejado en una
mayor viabilidad celular a tiempos tardios posinfeccion. Por dltimo, la generacion de un
casete de expresion compuesto por el cDNA Ac-ie-01 y la secuencia enhancer hrl de
AcMNPV, operativamente unida al promotor pl0 o a hibridos de p1l0 con otros
promotores, resulté en una mayor proliferacién celular a tiempos tempranos de la
infeccion, un mejor mantenimiento de la integridad celular a tiempos tardios y en un
incremento de la produccion de proteina recombinante de hasta cuatro veces
respecto a un vector baculovirus convencional. Ademas, se observé una reduccién
de la protedlisis y de las formas proteicas aberrantes, caracteristicas de este
sistema de expresion. El nuevo casete se probd con éxito tanto con una proteina
reportadora (proteina verde fluorescente) como con una proteina vacunal de interés

comercial (proteina de la capsida del circovirus tipo 2).

En definitiva, el nuevo casete desarrollado confirié capacidades productivas
no alcanzadas con anterioridad por esta tecnologia. La proliferacion celular en las
primeras horas de la infeccion junto con el aumento de la viabilidad celular en su
fase final, tienen como consecuencia un mejor procesamiento de las proteinas
recombinantes obtenidas tanto en células de insecto como en larvas de T. ni. Este
casete de expresion se ha validado en un modelo de expresién de una proteina
formadora de pseudoparticulas viricas, obteniendo incrementos de productividad
respecto a un baculovirus convencional de 4 y 2 veces en células y larvas T. ni,

respectivamente.



ABSTRACT

Since the 70s, when the first recombinant protein was produced, biologics
constitute a new alternative to therapeutic molecules based on chemicals.
Nowadays, different technologies compete to meet industry demand. This is the
reason because improvements in technologies able to produce recombinant
molecules are of extraordinary relevance in order to reduce production costs or
produce more functional molecules. The Baculovirus Expression Vector System
(BEVS) technology has evolved to become one of the most versatile and powerful
eukaryotic vector system for recombinant protein expression and there are
numerous BEVS-derived products on the marked, primarily vaccines. However, the
BEVS technology has pending challenges to be more competitive, focused
principally in the improvement of quality and productivity parameters of the

recombinant protein obtained.

The main aim of this thesis was to boost this technology, trying to solve some
of its main drawbacks. For this purpose, it has been characterized new regulatory
genetic elements (promoters, transactivators and enhancer sequences) which
combined constituted a novel optimized expression cassette.

To carry out these studies different techniques of biochemistry and molecular
biology have been employed (RT-PCR, SDS-PAGE, MALDI-TOF, microfluidic
electrophoresis, fluorimetic analysis, flow citometry, western blot, optic microscopy,
fluorescence microscopy and electronic transmission microscopy, among others). In
addition, more than 40 different recombinant baculovirus vectors were obtained and
studied to reach the conclusions of this work, analysing those baculoviruses in both
insect cell cultures (Sf21, Sf9 y Tn-5), and insect larvae of the lepidopter Trichoplusia
ni (T. ni).

Among the main findings of the present work can be mentioned the functional
characterization of T. ni-derived promoters in the AcCMNPV vector, from which, that
denominated pB2, presented an earlier and more homogeneous promoter activity
than that achieved by the conventional baculovirus promoter polh. Furthermore, the
synergistic cooperation between pB2 and promoter p10 (pB2p10) showed potential
interesting biotechnological properties for baculovirus vectors. A more exhaustive

analysis of the pB2 sequence determined the more active and essential region for its



promoter activity (fragment pB2y) in the context of the AcCMNPV baculovirus. On the
other hand, it has also been studied the implication of the co-expression of a second
copy of transcriptional regulators IE1/IEOQ in AcCMNPV. This analysis was carried out
by insertion of the Ac-ie-01 cDNA, encoding for IEL/IEO, into the baculovirus
genome. As a result, an early increase in cell number and in cell viability late after
infection was observed with respect to those cells infected with a conventional
baculovirus. Finally, the development of a baculovirus vector expression cassette,
containing the cDNA Ac-ie-01 and an enhancer sequence (hrl), operatively cis-
linked to the p10 promoter or to chimeric promoters containing p10, conferred a
reduction of the characteristic proteolysis and aberrant forms frequently found in this
expression system. All these properties conferred by the novel expression cassette
increased the productivity yields of the baculovirus vector in around 4-fold with
respect to a standard baculovirus vector. The expression cassette was successfully
used for expression of a reporter protein (green fluorescence protein) and also for a

vaccine antigen of commercial interest (the porcine circovirus type 2 capsid protein).

In conclusion, this novel cassette developed confers production capabilities
not previously reached in the BEVS technology. The cell proliferation at early post-
infection times and the increased cell viability in the final phase of infection resulted
in an improved recombinant protein processing in insect cells. Similar properties
have been also showed when using T. ni larvae in the production process. This
expression cassette has been validated with a protein model, with commercial
interest, able to form virus-like particles, achieving productivity increments of 4 times
when using cells in culture, and of 2 times when using T. ni larvae as living
biofactories, always comparing to the use of a conventional baculovirus expressing

the same protein.
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Introduccion

I.1 Caracteristicas generales de los baculovirus

La familia Baculoviridae es un amplio grupo de virus DNA, de doble cadena
circular superenrollada (80-180 kb), que solo infecta a los 6rdenes Lepidoptera,
Diptera e Himenoptera [1]. El nucleopoliedrovirus multiple de Autographa californica
(AcCMNPV) fue el primer baculovirus en ser secuenciado [2] y se considera el
arquetipo de la familia. Tiene un tamafno de 133.894 pb en las que se predicen 154
ORFs de mas de 150 nucleétidos. Los baculovirus se caracterizan por la formacion
de una matriz proteica cristalina, denominada cuerpo de oclusion (CO), en la que se
embebe un fenotipo determinado del virus. Tradicionalmente se han dividido, segun
la morfologia de los COs, en dos géneros: los nucleopoliedrovirus (NPVs) y los
granulovirus (GVs). Los primeros generan COs compuestos por la proteina
poliedrina y, en funcion del nimero de nucleocépsidas (NCs) que englobe la
envoltura, se subdividen en SNPVSs, si solo presentan una (simples) o MNPVs si son
varias (multiples). Estos ultimos se subdividen, a su vez, en dos grupos (I y Il) en
funcién de la filogenia molecular [3]. Los GVs generan COs formados por la proteina
granulina y suelen contener un solo viridbn. A partir de la revisién taxondémica de la
familia Baculoviridae realizada en el afio 2006, se propuso una nueva division en
funcién de las caracteristicas bioldgicas, morfolégicas y filogenéticas [4]. En la Tabla
1 se muestran los 61 baculovirus secuenciados hasta enero de 2014 [5].

Familia Baculoviridae (61) Miembros
Alphabaculovirus (42) NPVs especificos de lepidpteros
) Betabaculovirus (15) GVs especificos de lepidopteros
Genero Gammabaculovirus (3) NPV especifico de himendpteros
Deltabaculovirus (1) NPVs especificos de dipteros

Tabla 1. Estructura taxonémica y caracteristicas principales de la familia Baculoviridae
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.2 Estructura virica

Los baculovirus, a lo largo de su ciclo vital, presentan dos fenotipos
diferenciados estructural y funcionalmente [6, 7]: el viribn ODV (occlusion-derived
virus) y el virion BV (budded virus) (Figura 1). Sin embargo, ambos son
genotipicamente idénticos [8]. Los primeros constituyen una estructura de
resistencia y son los responsables de la infeccion primaria en el insecto. Los
segundos tienen como funcion la diseminacion de la infeccion por el organismo. En
cuanto al estudio protedmico de los fenotipos, la forma BV presenta 34 proteinas
viricas asociadas, entre ellas la glicoproteina GP64, fundamental para la infeccion in
vitro [9]. Por su parte, en el ODV se identifican 44 proteinas [10-14], no estando
presente la proteina GP64 entre ellas, pero si un grupo de proteinas denominadas
PIFs (per os infectivity factors), imprescindibles para la infeccion in vivo [15]. En
ambos fenotipos la proteina VP39 es la mayoritaria de la NC [16]. Al complejo
formado por el DNA altamente condensado y la proteina P6.9 se le denomina
nacleo de la NC [17].
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Figura 1. Fenotipos de los viriones de baculovirus

A) Representacion esquemética de las principales caracteristicas fenotipicas de los viriones de
baculovirus (BV y ODV) donde: LPC, lisofosfatidilcolina; SPH, esfingomielina; PC, fosfatidilcolina; PI,
fosfatidilinositol; PS, fosfatidilserina y PE, fosfatidiletanolamina. B) Microfotografia de microscopia
electronica de transmision donde se aprecia la salida de un BV de una célula de insecto infectada por
AcMNPV, adquiriendo la envoltura virica a partir de la membrana plasmatica (PM). C) Microfotografia
de microscopia electronica de transmisibn de un CO de MNPV, observandose multiples
nucleocapsidas en un mismo virion. Figura tomada de la referencia [18].
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[.3 Ciclo replicativo de los baculovirus

[.3.1 Infeccion primaria

Los baculovirus presentan un ciclo replicativo bifasico, estrechamente relacionado
con sus dos fenotipos. El ciclo natural de infeccion (Figura 2) comienza cuando una
larva susceptible de ser infectada ingiere alimento contaminado con COs y éstos se
disuelven en el ambiente alcalino del intestino medio, liberando los ODVs al lumen
intestinal. Esta region del intestino, carente de cuticula, presenta una membrana,
denominada peritréfica, capaz de bloquear en un primer momento el transito de los
ODVs hacia las células del epitelio intestinal [19]. Sin embargo, mediante un
mecanismo que parece estar ligado a la presencia de proteasas en el CO [20], los
ODVs atraviesan esta barrera, y contactan con la membrana del epitelio intestinal,
las NCs son transportadas al nucleo y, tras su decapsulacién, se inicia la expresion
de los genes viricos junto con la replicacion del DNA virico y el ensamblaje de las
NCs de la progenie. Las nuevas NCs atraviesan la membrana nuclear y el
citoplasma hasta llegar a la membrana plasmatica, donde emergen ahora con el
fenotipo BV y son liberadas al espacio extracelular, adquiriendo la envoltura. Para
atravesar la ldmina basal, Ultima barrera frente a la infeccion generalizada, resulta
crucial la proteina virica VFGF, responsable del inicio de una cascada de eventos

gue abre la puerta a la diseminacion del virus por todo el organismo [21].
1.3.2 Infeccidén secundaria

El BV entra en la célula principalmente por la via endocitica dependiente de
clatrina [22]. Las particulas viricas se internalizan y, mediante la fusién de la
proteina GP64 con la membrana del endosoma tardio y en unas condiciones de pH
acido, se liberan las NCs desnudas al citoplasma [23]. Estas son transportadas al
nacleo por un mecanismo de polimerizacion de actina [24] y entran en €l a través de
los poros nucleares [25]. Una vez alli, tiene lugar la transcripcion y replicacion del
DNA virico y, finalmente, una nueva progenie de NCs es ensamblada. Por un
proceso todavia no dilucidado, las NCs generadas hasta el cese de la replicacion
del DNA formaran BVs, y se dirigiran hacia la membrana plasméatica mientras que,

6
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pasado ese momento, seran retenidas en el nucleo de la célula para conformar la
nueva progenie de ODVs, que se embebera en una matriz proteica cristalina (CO).
La gran produccién de CO resulta de la hiperexpresion de los genes muy tardios
pl0 y poliedrina, los cuales son esenciales para la infeccion in vivo, pero
dispensables para la infeccion de cultivos celulares. Tras la muerte y licuefaccion de
la larva, estas nuevas estructuras de resistencia seran liberadas al ambiente, donde
permaneceran hasta ser ingeridas por un nuevo hospedador. Mediante un estudio
de cuantificaciébn del DNA virico por RT-PCR en células infectadas, se determind
gue en una célula son 2.000 NCs las destinadas a generar BV, mientras que el

numero de copias de genoma que permanecen en el ndcleo asciende a 84.000 [26].

P -. .LS S
Intestino medio

AT

(5)

Infeccién

Infeccién secundaria 4: Endosoma _.___ap_rlT?.r_'?__ . |
Lo
i

[ 3 Pomemn
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i . R’ "
e = o —— b i
B e B . I P N Hemolinfa (6)
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Figura 2. Representacién esquematica del ciclo infectivo de los baculovirus

Los baculovirus tienen un ciclo de vida bifasico, donde los dos fenotipos del virus se encargan de la
transmision horizontal y vertical. La infeccién entre hospedadores la realiza el fenotipo ODV, ocluido
en el CO durante la fase tardia de la infeccion (1). Los COs persisten en la naturaleza hasta ser
ingeridos por una larva (2). Los COs se disuelven en el ambiente alcalino del intestino medio de la
larva (3). A continuacion los ODVs traspasan la PM e infectan las células del epitelio intestinal (4).
Las NC son transportadas al nacleo y comienza la replicacién (5). Las células epiteliales infectadas
producen la forma BV del virus que, a través del sistema traqueal y la hemolinfa, disemina la
infeccion por el hospedador (6). ODV, occlusion-derived virus; BV, budded virus; CO, cuerpo de
oclusién; NC, nucleocapsida; MP, membrana peritrofica; MB, membrana basal. Figura tomada de la
referencia [27].
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[.4 Regulacién de latranscripcion en los baculovirus

En el baculovirus ACMNPV, objeto de estudio en esta tesis, la expresion de genes
ocurre de forma secuencial en cuatro fases [28]: temprana-inmediata (0-6 horas
posinfeccion, hpi), temprana-retrasada (3-6 hpi), tardia (6-24 hpi) y muy tardia (15-
72 hpi) (Figura 3).

Inicio replicacién DNA virico Produccién de ODVs

Produccién de VVBs
”~ ™~

/
/ \
l \
] \
I \
I \
\
H | R
0 8 16 24 32 48 72 hpi
Temprana :
inmediata:
IIIIIEIIIIIIII
retrasada:
: Tardia
IIIIE )IIIII Muytardia

Figura 3. Fases de la expresién génica en ACMNPV
Figura realizada a partir de las referencias [28-30].

Una particularidad de esta familia virica es que la transcripciéon de los genes
tempranos (inmediatos y retrasados) tiene lugar por medio de la maquinaria
transcripcional celular [31], mientras que los genes tardios y muy tardios son
transcritos por una RNA polimerasa Il sintetizada por el virus [32]. Esta dltima es
resistente a a-amanitina [33] y esta compuesta por multisubunidades codificadas por
los genes p47, lef-4, lef-8 y lef-9 [34]. Trascurridas las primeras 6-8 hpi comienza la
transcripcion de los genes tardios, junto con la replicacion del DNA virico y la
produccion de las formas BV, mientras que la transcripcion de los genes muy tardios
(p10 y poliedrina) se inicia a las 16 hpi, siendo los niveles de mMRNA muy elevados

en este ultimo periodo [35]. El genoma del baculovirus no presenta una disposicion
8
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espacial particular de los genes que se expresan en un mismo periodo de tiempo,

distribuyéndose éstos de manera aleatoria (Figura 4).

AcCMNPV
133.9 kb

Genes especificos de NPV
Genes especificos grupo | de NPV
Replicacion

Transcripcion =

Estructurales =

hrs |

Figura 4. Mapa gendmico del baculovirus tipo ACMNPV

Se muestran los 154 ORFs que codifican para proteinas de un tamafio igual o superior a 50 aa. Los
diferentes grupos funcionales de genes se representan con flechas de colores (los involucrados en la
replicacion, la transcripcion o los genes estructurales). Los genes especificos de NPVs se muestran
escritos en rojo y los especificos del grupo | de NPV en verde. El circulo interno representa el mapa
de restriccion de la cepa C6 de AcMNPV al ser digerido con la enzima EcoRI (fragmentos A-W). La
localizacion de las regiones homologas repetidas hrs (que contienen diversos lugares de restriccion
EcoRlI) se identifican en el mapa con el siguiente simbolo (M). Figura modificada de la referencia
[36].
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1.4.1 Expresidon de genes tempranos

La transcripcion de los genes de expresién temprana se mantiene hasta el
inicio de la replicacién del DNA virico. Los genes tempranos se pueden diferenciar
en dos tipos: los tempranos-inmediatos (ie; immediate-early) y los tempranos-
retrasados. Estos ultimos dependen de proteinas codificadas por los primeros para
poder ser activados. Los productos de los genes tempranos son proteinas
multifuncionales implicadas en la replicacion del DNA virico y en la transcripcion de

los genes tardios, e interaccionan con otras proteinas viricas y celulares.

[.4.1.1 Elementos reguladores en cis de los genes tempranos

La mayoria de los promotores de los genes tempranos de ACMNPYV contienen
elementos relacionados con los promotores de su hospedador. Un ejemplo es el
motivo TATA, que puede realizar la funcion de iniciador y que en los baculovirus se
asocia con el sentido del lugar de comienzo de la transcripcion y el control de su
tasa de iniciacion. Otro elemento comun entre los genes tempranos es la secuencia
consenso de inicio de la transcripcion CAGT, que ademas facilita y estabiliza el

ensamblaje del complejo transcripcional [37].

En el genoma de los miembros de la familia Baculoviridae se observa la
presencia de regiones ricas en AT, entre las que destacan las denominadas hrs
(homologous repeated sequences), que contienen secuencias semipalindrémicas
repetidas [38]. En ACMNPV las hrs se componen de unidades de unas 70 pb
repetidas en tandem, cuya region central alberga un semipalindromo de 28 pb
caracterizado por contener una diana EcoRI [39]. Se han identificado 8 regiones
(n° acceso GenBank: L22858.1) que contienen de 2 a 8 repeticiones de esta unidad
(hrl, hrla, hr2, hr3, hrda, hrdb, hr4c y hr5) (Figura 4). Su principal funcion es la de
actuar como origen de replicacion del DNA virico, determinada mediante ensayos de
replicacion transitoria [40], pero también se ha vinculado a estas secuencias con la
estabilizacion del genoma del virus [41]. Ademas, son intensificadores (enhancers)
de la transcripcion de los genes tempranos (39K, ie2, p143 y p35) [42-44] de manera
independiente a su orientacién y posicion respecto al promotor [38, 43, 45], y esta

funcion resulta potenciada, a su vez, por la interaccion con el producto del gen virico
10
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iel [38, 46, 47] o con factores celulares [48, 49]. Con respecto a este ultimo punto,
se han localizado secuencias internas de elementos de respuesta CRE y TRE,
responsables del anclaje de factores celulares a las hrs y de la activacion de la

transcripcion en ensayos de transcripcion transitoria [50].

1.4.1.2 Elementos reguladores en trans de los genes tempranos

En AcMNPV, los productos de los genes tempranos-inmediatos regulan la
transcripcion de los genes tempranos-retrasados y de los tardios. Son cinco las

proteinas codificadas por estos genes: IE1, IEO, IE2, PE58 y MESS3.
IE1

La principal proteina reguladora de la transcripcion, y también la mas
estudiada, es la fosfoproteina IE1 [51], muy conservada entre los Alfabaculovirus
[52]. Tiene un peso molecular de 66,9 kDa (582 aa) y en ella se pueden diferenciar
distintos motivos funcionales (Figura 5A). En el extremo amino terminal se localiza
un dominio involucrado en la replicacion del DNA virico [53] y la fosforilacion
(dominio de replicacion, R; 2-23 aa) [54]. A continuacién, presenta dos motivos
acidos responsables de la activacidon transcripcional: el dominio acido de activacion
(DAA; 8-118 aa), que comparte caracteristicas con los motivos GAL4 (levadura) y
VP16 (HSV) [46, 55], y el dominio acido (DA; 168-222 aa). Intercalado entre ambos
se halla un pequefio dominio basico, denominado dominio béasico | (DBI; 152-161
aa), cuya funcién se asocia con la unién al DNA, y resulta crucial tanto para la
activacion transcripcional dependiente de la uniébn a hr como de forma
independiente a ésta [46, 56-58]. En el extremo carboxilo terminal se encuentra un
segundo dominio béasico (BDII; 534-538 aa), implicado en la localizacion nuclear de
la proteina [56]. Finalmente, el dominio hélice-bucle-hélice (HBH; 543-568 aa) media
la oligomerizacion necesaria para la funcidén de activacién transcripcional [59-61]. La
transcripcion del gen iel es muy temprana (15-30 minutos), pero ademas, sus
transcritos se detectan hasta la fase tardia [62], por lo que la acumulacion de la
proteina se prolonga hasta tiempos muy tardios de la infeccion [63].

La proteina IE1 presenta caracteristicas multifuncionales, ya que es capaz de

activar la expresion de genes tempranos (p35, p143, he65, gp64 y 39K) y tardios
11
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[64] del baculovirus mediante la interaccion especifica con la secuencia central de
las hrs [59, 60] o de forma independiente a éstas [56]. Ademas, inhibe la expresion
de los genes ie0, ie2 y pe38 [65, 66]. El promotor del gen iel es estimulado por los
productos de estos tres ultimos genes (IEO, IE2 y PE38) y por la propia proteina IE1
[65, 67-70]. Asimismo, su compleja regulacion aumenta en otros miembros de esta
familia virica, como en el nucleopoliedrovirus de Bombix mori (BmNPV), donde su
expresion esta afectada por la hormona ecdisona [71] y por la hormona juvenil [72].
Ademas de su rol como regulador transcripcional, la proteina IE1 presenta un papel
clave en la replicacion del genoma virico [53, 73, 74], como se comentara mas

adelante.
IEO

La proteina reguladora IEO, de un peso molecular de 72 kDa (636 aa), tiene
una composicion aminoacidica idéntica a la de la proteina IE1 salvo por la presencia
de 54 aa adicionales en el extremo amino terminal, por lo que presenta al menos los
mismos motivos estructurales que la proteina IE1 (Figura 5A). IEO resulta del
proceso de corte y empalme de parte del gen exon0 (38 aa) al extremo 5 de la
regiéon no traducida del mRNA del gen iel (16 aa), mas la secuencia aminoacidica
completa de IE1 (582 aa) [62, 75] (Figura 5B). Recientemente, se ha documentado
la existencia en ACMNPV de 12 genes que sufren esta misma maduracion de mRNA
[76], aportando nuevos datos sobre lo que se creia un proceso raro en los

baculovirus [37].

En la secuencia de mRNA del gen ie0 esta presente la sefial de inicio de la
proteina IE1, por lo que la traduccion del transcrito correspondiente al cDNA de este
gen (Ac-ie-01) conlleva la expresion de los dos factores, IEO e IE1. Durante la fase
temprana de la infeccién se observa la presencia de un transcrito de 1,9 kb y el
correspondiente al proceso de corte y empalme de 2,1 kb [75] (Figura 5B). En el
virus silvestre, la expresion del gen ie0 ocurre muy temprano y alcanza su pico
maximo a las 4 hpi. A partir de este punto desciende paulatinamente a un nivel
basal, al contrario que IE1 [62]. La relacion entre la cantidad de las proteinas IEO e
IE1 varia a lo largo del tiempo, siendo IEO la principal durante las primeras 4 hpi e
IE1 a partir de ese momento [63], esta variacion repercute en la formacion de
homodimeros y heterodimeros [69]. Mientras que en OpMNPV estos factores tan
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solo estan asociados al fenotipo BV [77, 78], en AcCMNPV lo estan solo a ODV [11,
78].

Los 54 aa adicionales que la proteina IEO tiene respecto a la proteina IE1 le
confieren nuevas propiedades respecto a las propuestas para IE1, tanto en
AcMNPV [65], como en el nucleopoliedrovirus multiple de Lymantria dispar
(LAMNPV) [79] o en OpMNPV [80]. En AcMNPV, la proteina IEO solo tiene
capacidad de transactivar genes tempranos, entre ellos iel, mediante un
mecanismo dependiente de unién a hrs. Sin embargo, esta proteina no autorregula
su expresion ni modula negativamente otros genes [65]. En ensayos de expresion
transitoria y de virus recombinantes se ha visto que los factores IEO e IE1 estimulan
la expresién de genes tardios y muy tardios [63, 81], y ambos pueden activar la
transcripcion de genes en células de mamifero al ser funcional el dominio DAA en
estas células [82]. Mediante la construccién de virus recombinantes (ACMNPV) en
los que se ha delecionado o bloqueado (knockout) el gen ieO/iel para generar
baculovirus que solo expresen IEO o IE1 [81], se ha observado que en ausencia de
IE1 los niveles de IEO mantienen un incremento sostenido hasta tiempos muy
tardios de la infeccién. Tanto si solo se expresa IE0O como si se co-expresan ambos
factores (IEO e IE1), se observa un incremento de la proteina antiapoptética p35 a
tiempos tardios de la infeccion [81]. Sin embargo, IE1 es una causa potencial, bien
de forma directa o indirecta (mediante la induccién del inicio de la replicacion), de la

induccion de apoptosis en células infectadas por baculovirus [83].

La importancia de ambos factores y la posibilidad de realizar una variacion
temporal y cuantitativa de su expresion mediante la sobreexpresion del cDNA que
los codifica, Ac-ie-01, hacen de este gen un candidato idéneo para su estudio en el

campo de la produccion de proteinas recombinantes en baculovirus.
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Figura 5. Representacion de los dominios funcionales de los factores IEO e IE1 y del locus del
gen ieO/iel del baculovirus AcCMNPV

Representacion de los dominios funcionales de los factores IEO e IE1 (A). La proteina IEO tan solo
difiere de IE1 en 54 aminoacidos adicionales en el extremo amino terminal. R: dominio de replicacién;
DAA: dominio acido de activacion; DBI: dominio basico I; DA: dominio acido; BDIIl: dominio basico Il;
HBH: dominio hélice-bucle-hélice. Mapa esquematico del locus génico ie0O/iel (B). El proceso de
corte y empalme del mRNA de ie0 abarca desde la regiéon 5" de Acl141 (exon0) al extremo 5™ de la
region no traducida del mRNA de iel. Ademas, en la secuencia de mRNA del gen ie0 esta presente
la sefial de inicio de la proteina IE1, por lo que la traduccién del cDNA de este gen (Ac-ie-01)
conlleva la expresion de los dos factores, IEO e IE1. Como resultado, se observa la presencia de un
transcrito de 1,9 kb y el correspondiente al proceso de corte y empalme de 2,1 kb, que codifican para
ambas proteinas (IE1 e IEQ).

14



Introduccion

IE2

La proteina IE2, de 47 kDa (408 aa), es otro de los reguladores
transcripcionales descritos en ACMNPV. Presenta un motivo estructural de dedo de
zinc y, en ensayos de expresion transitoria en la linea celular Sf21, se ha
relacionado con el cese del ciclo celular en la fase S [84]. Ademas, incrementa la
expresion de IE1, y por ello estimula indirectamente la transcripcion de genes
susceptibles de ser transactivados por IE1 [51, 67, 85]. También estimula la
expresion de IEO y es capaz de autorregular su promotor [44]. En células de
mamifero se ha visto que es un activador transcripcional fuerte del promotor

inmediatamente temprano principal del citomegalovirus humano (CMV) [86].
MES53

La proteina MES53, de 52,6 kDa (449 aa), contiene un motivo estructural de
dedo de zinc. Inicialmente fue caracterizada como un transcrito temprano principal
[87], pero apenas se conoce su funcidon. Se trata de una proteina asociada a BV y

ODV e involucrada tanto en la fase inicial como en la tardia de la infeccion [88].
PE38

La proteina PE38, de 37,4 kDa (321 aa), contiene motivos estructurales de
dedo de zinc y cremallera de leucina [89]. Su actividad es determinante para la
transactivacion de los genes lef-3, DNA-pol, he65 y lef-11 [90], p143 [67] y gp64
[91].

Ademas de estas cinco proteinas (IE1, IEO, IE2, PE58 y MES3), la proteina
de 6,7 kDa (58 aa) codificada por la ORF121 presenta funcion de activador
transcripcional de algunos genes tempranos de forma similar a como lo hace la
proteina IE2 [92].

1.4.2 Expresion de genes tardios y muy tardios

Como ya se ha comentado, la distincion entre la transcripcion de los genes
tempranos y los genes tardios esta marcada por el inicio de la replicacion del
genoma virico (=6 hpi). La fase tardia de la infeccion se puede dividir a su vez en

tardia (6-24 hpi) y muy tardia (15-76 hpi). En la primera se desarrolla la produccién
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de proteinas estructurales necesarias para el ensamblaje del virién y su liberacion,
mientras que en la segunda, los viriones se ocluyen en una matriz formada por las
proteinas poliedrina y P10, que en este momento se producen en gran cantidad. La
enzima responsable de llevar a cabo la transcripcion de estos genes es la RNA
polimerasa Il, codificada por el propio virus, de caracteristicas uUnicas entre los virus
DNA que replican en el nacleo [93, 94] y que se detallaran mas adelante. Al igual
gue en la fase temprana, una serie de elementos reguladores en cis y en trans
realizan funciones esenciales en la replicacion del DNA y la expresion de genes

tardios y muy tardios.

1.4.2.1 Elementos reguladores en cis de los genes tardios y muy tardios

La mayoria de los promotores de los genes tardios y muy tardios tienen un
motivo conservado (TAAG) que determina el inicio de la transcripcion [95, 96].
Asimismo, los genes muy tardios contienen una secuencia reguladora denominada
burst, situada entre el promotor y el lugar de inicio de traduccién, responsable de

sus altos niveles de expresion [97].

1.4.2.2 Elementos reguladores en trans de los genes tardios y muy

tardios

Los productos de diecinueve genes tempranos, denominados genéricamente
LEFs (late expression factors), son esenciales para la transcripcion de los genes
tardios y muy tardios [98-101]. Sus funciones se relacionan con la replicacién del
DNA virico, el reconocimiento de las secuencias promotoras y la estabilizacion de

los transcritos.

En la actualidad, el papel de muchos de los factores reguladores de genes
tardios y muy tardios no estd completamente dilucidado. Entre los LEFs, destaca la
proteina VLF-1, de 44,4 kDa (379 aa), como principal factor regulador de los genes
muy tardios [95]. Esta presente en ambos fenotipos (BV y ODV) y se une a la
secuencia burst de los promotores muy tardios [97, 102] y las secuencias hrs del
genoma del baculovirus [103]. Ademas, juega un papel esencial en el

empaquetamiento del genoma y el ensamblaje de la capsida del baculovirus [104,
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105]. La prediccion de su secuencia aminoacidica revel6 la existencia de un dominio

conservado relacionado con la familia de las lambda integrasas [106, 107].

Otros ejemplos de LEFs son: la proteina LEF-5, de 31 kDa (265 aa),
homoéloga del factor de elongacion TFIIS [108] pero que funcionalmente actiia como
factor de iniciacion en lugar de la elongacion [109]. La proteina LEF-6, de 20,4 kDa
(173 aa), no es esencial para la replicacion ni para la transcripcion de genes tardios,
pero su ausencia retrasa el inicio de la transcripcion de éstos genes [110]. LEF-10
es una proteina de 8,6 kDa (78 aa), necesaria para la expresion de genes tardios
[111]. LEF-12 (21,1 kDa; 181 aa) es necesaria para la transcripcion de genes tardios
cuando el hospedador es Spodoptera frugiperda (S. frugiperda) pero no cuando es
Trichoplusia ni (T. ni) [98]. La proteina PP31, también denominada 39K, de 21,1 kDa
(181 aa) [112] estimula la expresion de genes tardios [113], mientras que su
delecién hace descender el nivel de transcripcion de 6 genes tardios [114]. LEF-2
también parece estar involucrada en la expresion de los genes muy tardios [115].
Asimismo, se ha descrito la influencia de la proteina PK-1 (32 kDa; 272 aa) sobre la
expresion de los genes muy tardios [116] ya que parece formar parte del complejo

de iniciacion de la transcripcion de estos genes [117].

Ademas, se han identificado otros factores con posible funcién reguladora de
los genes tardios, como IEO [63], IE1[118] y FP25K [119].

I.5 Regulacion del ciclo celular y apoptosis

El ciclo celular conlleva una serie de eventos encaminados al crecimiento de
la célula y su division. Las células quiescentes se consideran en fase GO, mientras
gue las que se estan dividiendo se pueden clasificar en cuatro estados diferentes:
G1, S, G2 y M. En el estado G1 la célula crece en tamafio y se prepara para la
sintesis de DNA, hecho que ocurrirda en la fase S. En la fase G2 la célula sigue
creciendo y se prepara para la division que acontecera en la fase M. Muchos virus
son capaces de alterar el ciclo celular para su beneficio con el objetivo de mejorar la
replicacion virica [120]. Un ejemplo es el baculovirus AcCMNPV, capaz de detener el
ciclo celular en la fase G2/M o S [30, 121].
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La replicacion del DNA virico desencadena la apoptosis inducida por el virus
y el cese de la sintesis proteica celular [122-126]. Los baculovirus codifican para
distintos productos con actividad antiapoptética, asi, en células Sf21 infectadas con
ACMNPV, la expresion de la proteina P35 provoca la supresion de la respuesta
apoptotica celular debida a la infeccion y permite completar el ciclo de replicacion
virica [127]. Esta proteina es un inhibidor de diversas caspasas efectoras como
CED-3 (Caenorhabditis elegans), DrICE (Drosophila melanogaster), Sf-caspasa-1
(Spodoptera frugiperda) y las caspasas 1, 3, 6, 7, 8 y 10 de mamiferos [128, 129].
Por su parte, en el baculovirus de Spodoptera littoralis (SINPV) se ha caracterizado
la proteina P49 [130] que, a diferencia de P35, muestra actividad inhibidora de
caspasas efectoras e iniciadoras [131]. Asimismo, existe una familia de proteinas,
denominadas IAPs (Inhibitor of Apoptosis), relacionadas funcionalmente con la
regulacion de la actividad caspasa, la division y las rutas de supervivencia celular
[132]. Originalmente fueron descritas en el baculovirus de Cydia pomonella (CpGV)
[133], pero hoy en dia se han identificado en levaduras, nematodos, insectos y
mamiferos [134]. Todas ellas se caracterizan por contener de una a tres copias del
dominio de 70 aa denominado BIR (Baculovirus IAP Repeat) [135].

[.6 Replicacion del DNA de los baculovirus

A lo largo del genoma se distribuyen una serie de regiones que contienen
repeticiones directas ricas en AT [136], que en ensayos de replicacion transitoria
actian como origenes de replicacion del DNA virico. Un ejemplo son las ya
mencionadas hrs [40], pero ademas esta actividad también ha sido vista en los
promotores de genes tempranos [137, 138]. Son seis las proteinas esenciales para
la replicacién del DNA virico: DNApol [139], P143 (helicasa) [140] , LEF-1 y LEF-2
[141], LEF-3[142] e IE1 [54]. Ademas, se han descrito una serie de factores
estimuladores de la replicacion: DBP [143], LEF-11 [99], ME53 [144], LEF-7 [145],
PCNA [146], P35 [147], IE2 [85] y PE-38 [67, 73, 99].
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I.7 Papel de los baculovirus en la biotecnologia

La demanda de proteinas recombinantes, por parte de la industria
farmacéutica y de la investigacion académica, se ha incrementado de manera
notoria en los ultimos afios. Los procesos industriales para obtener una proteina de
alta calidad tienen que ser muy productivos, robustos y tener un reducido coste de
produccién [148]. Para abastecer al mercado se han desarrollado diferentes
plataformas de produccion [149] (Tabla 2) en funcion de las caracteristicas
fisicoquimicas de la proteina, del rendimiento del proceso o de consideraciones

meramente econdmicas [150, 151].

) Células de Células de
E. coli Levaduras i ) Insecto Plantas
mamiferos insecto
Coste produccion Bajo Bajo Alto Medio Bajo Bajo
Bioseguridad ++ ++ + ++ ++ ++
Versatilidad + + ++ +++ +++ +
Transformacion
+ + ++ ++ ++
de los productos
Endotoxinas + - - R - .
Escalado de
B +++ +++ + + +++ +++
produccion
Glicosilacion - + +++ ++ ++ +
Fosforilacion - + ++ ++ ++ +
Acilacién - + + + + +
Amidacion - - + + + R
Proteolisis +- +- + 4 . +
Plegamiento +/- +/- i o+ ++ +
Secrecién +/- + ++ ++ ++ +/-

Tabla 2. Caracteristicas de los principales sistemas de expresion
Adaptado de la referencia [152].
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Los sistemas de cultivo de células procariotas son faciles de mantener y
manipular, siendo en cambio incapaces de realizar las modificaciones
postraduccionales que requieren las proteinas eucariotas. Por su parte, los sistemas
de cultivo de células eucariotas generalmente producen proteinas correctamente
plegadas y solubles, pero sus tiempos de desarrollo suelen ser superiores y, en el
caso de células de mamifero, requieren equipos mas sofisticados, costosos y

pueden demandar mayores controles de seguridad bioldgica.

Durante las tres ultimas décadas los sistemas eucariotas se han convertido
en la opcion preferente para mdltiples aplicaciones biomédicas. Entre ellos,
destacan los baculovirus como vectores de expresion de proteinas recombinantes
en células de insecto, BEVS (Baculovirus Expression Vector System) [153]. El
desarrollo del sistema BEVS ha evolucionado [154] hasta llegar a convertirse en una
herramienta robusta y verséatil [153], capaz de expresar multiples genes [155], lo que

permite generar productos como VLPs complejas [156] o anticuerpos [157, 158].

Las modificaciones postraduccionales, muy semejantes a las células de
mamifero, el tiempo reducido de desarrollo del producto y el facil escalado de la
produccion [159], son algunas de las caracteristicas de este sistema que han
llamado la atencién de la industria biotecnoldgica y farmacéutica, que en los ultimos
afios la han adoptado de manera genérica como plataforma de obtencién de
proteinas recombinantes. Ademas, el poder transducir células de mamifero, de aves
y de peces y no replicar en ellas [160-163], ha permitido extender su aplicacion a
campos como la terapia génica [27, 164-167] o las terapias vacunales [168, 169].
Las ventajas de esta tecnologia para la industria se estan viendo reflejadas en un
incremento de los productos en fase de evaluacién o ya aprobados por la Agencia
Europea del Medicamento (EMA; European Medicines Agency) o por la Agencia
Americana de Alimentos y Medicamentos (FDA; Food and Drug Administration)
(Tabla 3).
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DENOMINACION AGENTE ETIOLOGICO COMPANIA/INSTITUCION FASE REF
PanBlok® Influenza H5N1 Protein Sciences Corporation 1] [170]
FluNhance® Influenza (NA) Protein Sciences Corporation 11 [171]
SARS (D3252)® Coronavirus Protein Sciences Corporation | [171]
Virus respiratorio sincitial Novavax, Inc | [172]
Influenza A/California/04/09
Novavax, Inc 11 [173, 174]
(HIN1) HA, NA
Influenza A/Indonesia/05/05
Novavax, Inc I-11 [175]
(H5N1) HA, NA
Influenza A/Brisbane/59/07
(HAN1), A/Brisbane/10/07, Novavax, Inc 11 [176]
B/Florida/04/06 (H3N2) HA, NA
Chimigen® Hepatitis B y C crénica Akshaya Bio Inc | [177]
Diamyd® Diabetes tipo | (GAD) Diamyd Medical AB 1l [178]
Norovirus LigoCyte Pharmaceuticals I-11 [179]
Norovirus Baylor College of Medicine | [180]
Hepatitis E(ORF2) GlaxoSmithKline 1l [181]
Astellas Pharma Inc/lUMN
ASP7374 Influenza A/HIN1, A/H3N2 y B n [182]
Pharma Inc
VAI-VP705 Parvovirus B-19 NIH/ Meridian Life Sciences I-11 [183]
APROBADOS
. . . ANTIGENO
DENOMINACION PATOLOGIA COMPANIA o REF.
Aplicacion
Cervarix® Cancer cuello Gtero GlaxoSmithKline L1 [184]
Ingelvac® . . . . .
. Circovirus porcino 2 Boehringer Ingelheim ORF2 [185]
Circoflex
Porcilis® PCV Circovirus porcino 2 Merk ORF2 [186]
Circumvent . ) ) Intervet/
Circovirus porcino 2 . ORF2 [187]
PCV® Schering-Plough’s
Porcilis® Pesti® Peste porcina clasica Merk E2 [188]
Provenge® Cancer de prostata Dendreon Corporation PSA [189]
Deficiencia de la ) .
Glybera® ) o AMT; UniQure Terapia génica [190, 191]
lipoproteina lipasa
) ) ) Influenza
FluBlok® Influenza humano Protein Sciences Corporation ) [192]
trivalente
) Parvovirosis canina, virus
Virvagen® . . . Interferén
' de la leucemia felina y de Virbac . [193]
omega omega felino

la inmunodeficiencia felina

Tabla 3. Relacién de productos en fase clinica o aprobados por EMA o FDA
Adaptado de las referencias [194-196]. "Producido en larvas del lepidéptero B. mori.
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.7.1 El sistema BEVS

El sistema BEVS esta compuesto por dos elementos: el hospedador, donde
replica el virus y se genera el producto recombinante, y el baculovirus, en cuyo

genoma se inserta el gen de interés.

En cuanto al hospedador, las lineas celulares mas empleadas en el sistema
BEVS derivan del lepidéptero S. frugiperda [la linea Sf21 (IPLB-SF21-AE) y su
aislado clonal Sf9 (IPLB-SF9)] y del lepidoptero T. ni, [la linea Tn-5 [BTI TN5B1-4,
comercializada como High Five™ (Invitrogen, EE.UU.)]. El interés por incrementar el
nivel de expresion de la proteina recombinante ha servido para la generacion y
validacion de nuevas lineas celulares [197-200], entre ellas las derivadas del clon
Sf9 expresSF+ (Protein Sciences Corp., EE.UU.) y SuperSf9 (Oxford Expression
Technologies, Reino Unido), y las derivadas de la linea Tn-5: la linea QB-Tn9-4s
[201], la linea QAU-BTI-Tn9-4s [202] o la linea BTI-TnA038 [203].

El baculovirus de uso mas habitual es AcCMNPV, aunque se han desarrollado
sistemas con BmNPV [204] o con el nucleopoliedrovirus de Spodoptera exigua
(SeNPV) [205].

En la fase tardia de la infeccion, los baculovirus expresan dos proteinas de
manera muy abundante (poliedrina y P10), ambas no esenciales para la replicacion
del virus. Por ello sus promotores han sido los predilectos para regular la expresion
de proteinas recombinantes heterdlogas [206]. Los estudios realizados sobre el
efecto que acarrea el cambio en la localizaciéon natural de los promotores o de su
orientacion, mostraron la invariabilidad de sus caracteristicas funcionales [207-209].
Por otra parte, se ha observado que la disposicion de dos promotores diferentes en
serie pero con diferente orientacion (disposicion back-to-back), no hace variar la
funcionalidad de cada uno de ellos [209, 210]. Ademas, la disposicion de dos
promotores en la misma orientacion (promotor hibrido o quimera), incrementa la

actividad transcripcional [211].
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[.7.1.1 Desventajas del sistema BEVS

Las principales limitaciones del sistema BEVS son: la restriccion temporal del
procesamiento de la proteina, la proteolisis asociada al efecto citopético y la baja

expresion de proteinas complejas en comparacion a otros sistemas.

En general, la proteina recombinante se extrae de las células facilmente y en
forma soluble. Sin embargo, la aparicion de conformaciones anémalas y poco
uniformes, determina la aparicion de proteina agregada o incorrectamente plegada
[125, 212]. Estas formas aberrantes estan relacionadas con la actividad de los
promotores empleados de forma rutinaria (polh y p10), ya que son funcionales
durante la fase final de la infeccién, cuando la capacidad de sintesis proteica del
hospedador se encuentra ya muy limitada. Para solventar este problema, las
investigaciones se han encaminado principalmente hacia el uso de promotores
distintos a los convencionales, la adicibn de elementos en cis con actividad
enhancer y la expresion de factores reguladores en trans (Tabla 5), aunque hasta el

momento han tenido un éxito limitado, salvo determinadas excepciones.
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PROMOTORES
PROMOTOR CARACTERISTICAS REFERENCIA
polh Expresion muy tardia, muy fuerte [213]
pl0 Expresion muy tardia, muy fuerte [214]
vp39 Expresion tardia, fuerte
vp39-polh promotor hlbndq (tardio + muy [16, 211]
tardio)
ie0, iel, ie2, pe38, pcna Expresion muy temprana y débil [215-217]
hsp70 (D. melanogaster) Expresion temprana y débil
Actina (B. mori) Expresion mas temprana que polh [218, 219]
Expresion tardia, niveles de
proteina secretada mayores que
p6.9 polh y p10 [220, 221]
39k Expresion temprana [222]
promotores derivados del
bracovirus de Cotesia plutellae Expresion temprana [161, 223]
(CpBV)
gp64 Expresion temprana y tardia [224]
pcna (etl) Expresion temprana-tardia [225]
polh-etl Expresion tardia muy tardia [226]
p35 Expresion temprana-tardia [68]
egt Expresion temprana [227]
da26 Expresion temprana [228]
ADICION DE ELEMENTOS EN CIS Y/O EN TRANS
PROMOTOR ELEMENTO CARACTERISTICA REFERENCIA
vp39 hr3 (BmNPV) Menor agregacion de proteinas [229]
Secuencia Burst .
polh (BmNPV) (ACMNPV) Incremento de expresion [230]
Secuencia Burst
polh (BmNPV) (BmNPV) y coexpresion Incremento de expresion [231]
de VLF-1 (AcCMNPV)
Secuencia lider no
polh (AcCMNPV) traducida de la Incremento de expresion [232]
tropomiosina de langosta
39k (ACMNPV) hr5 (ACMNPV) Incremento de expresion [38]
iel (AcMNPV) o (BmNPV) hr3 (BmNPV) Incremento de expresion [233]
polh (AcMNPV) o hrl (AcCMNPV) Incremento de expresion [234]
hsp70 (D.melanogaster)
hsc70-4p (B. mori) hr3 (BmNPV) Incremento de I actividad [235]
transcripcional
polh(AcMNPV) hr1(AcCMNPV) Incremento de expresion [236]
CMVm; hsp70; p35 5" polh + hrl (AcMNPV) Incremento de expresion [237]
ie1(ACMNPV) hr5 Expresion temprana de proteinas [217]
secretadas
HSC70-4, TC_TP, A3 hr3 + ie1 (BMNPV) Incremento d_e Igi actividad [238]
(B. mori) transcripcional
pl0 Ankirinas de CslV Incremento de expresion [239]

Tabla 4. Promotores, elementos en cis y factores en trans empleados en el sistema BEVS
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La degradacion de la proteina recombinante es una de las mayores
desventajas que presenta el sistema BEVS debido a su naturaleza litica. Para
solventarla, se han delecionado genes que codifican para proteasas u otras
proteinas relacionadas con la lisis celular [240, 241], e incluso se ha desarrollado un
sistema de vectores de lisis reducida por seleccion [242] y lineas celulares
transformadas de forma transitoria [243] o estable [244-246]. Sin embargo, los

rendimientos de produccién estan por debajo de los obtenidos por el sistema litico.

Para incrementar la produccion se ha considerado la incorporacién de
elementos en cis, como los genes que codifican para las proteinas ankirinas del
Ichnovirus de Campoletis sonorensis (CslV) [239], consiguiendo aumentar la

ventana productiva de las células infectadas.

[.7.1.2 Insectos como factoria bioldgica

Los insectos son el grupo mas exitoso de organismos sobre la Tierra en
cuanto a biodiversidad se refiere. Esta gran variedad, que se extiende al nivel
molecular [247], pone de manifiesto el potencial que presentan para crear
aplicaciones biotecnolégicas innovadoras. Aunque todavia es un campo apenas
explotado, el empleo de secuencias promotoras de genes de insecto (D.

melanogaster o B. mori) en el sistema BEVS (Tabla 4) es un ejemplo de ello.

La abundante y r4pida aparicion de proteinas en la fase final del desarrollo de
los insectos holometabolos hace de sus promotores potenciales candidatos para su
aplicacién en el sistema BEVS. Durante la metamorfosis se produce la disgregacion
de las estructuras larvarias seguida de la formacion de los tejidos del adulto. Esta
transformacion exige la sintesis de una gran cantidad de proteinas, cuya fuente de
aminoacidos provendra de un tipo especifico de proteinas de almacenamiento

acumuladas en la hemolinfa del insecto en el ultimo estadio larvario.

En el lepidoptero T. ni, la mayoria de las proteinas de almacenamiento
pertenecen a la familia de las hexamerinas. Son proteinas relacionadas
evolutivamente con las hemocianinas y se componen de seis subunidades de unos
80 kDa cada una [248]. Las principales son: la proteina &cida suprimible por

hormona juvenil (AJHSP-1; Acidic juvenile hormone-suppressible protein 1), la
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proteina basica 1 suprimible por hormona juvenil (BJHSP-1; Basic juvenile hormone-
suppressible protein 1) y la proteina bésica 2 suprimible por hormona juvenil
(BJHSP-2; Basic juvenile hormone-suppressible protein 2). Como sus nombres

indican, su expresion esta fuertemente regulada por hormonas [249].

A las ya descritas limitaciones del sistema BEVS, se afiade un alto coste de
produccion e inversién en equipamientos (biorreactores). Para evitar este cuello de
botella, el uso del insecto como factoria biologica [250-253] reduce gastos, a la vez
que permite generar proteinas recombinantes funcionales en mayor cantidad [254],
ya que posee una maquinaria muy potente de produccién y maduracion proteica

similar a la de los mamiferos.

La primera aplicacion biotecnoldgica del insecto como biofactoria se remonta
a 1985, cuando se obtuvo interferon a humano en larvas de B. mori infectadas con
un BmNPV recombinante [255]. Ademas de B. mori [254], se han estudiado otros
lepidépteros: Manduca sexta [256], Hyalophora cecropia [257], Spodoptera exigua
[258] o Rachiplusia nu [259]. Sin embargo, es la especie T. ni [260-262] la que, por
sus caracteristicas de produccién y mantenimiento, resalta sobre las demas. A nivel
industrial, destaca la explotacion del insecto T. ni como factoria biolégica mediante
la tecnologia IBES (Improved Baculovirus Expression System) [250, 260-263] por la
compafiia ALGENEX. [264]. Esta plataforma ha demostrado una alta eficiencia en la
produccién de proteinas dificiles de expresar en otros sistemas y una reduccion
drastica en la inversion de capital respecto a distintas tecnologias basadas en
biorreactores. Empresas que también emplean larvas de este lepidoptero son
Chesapeake PERL [265] y Bionaturis [266]. La compafia Sysmex, mediante la
plataforma ProCube [267], utiliza larvas de B. mori para la produccion de proteinas

recombinantes.
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Objetivos

Desde los afios 80 hasta la actualidad, el sistema BEVS ha sido optimizado
Gnicamente por la ingenieria de los biorreactores y, desde el punto de vista
biolégico, por las mejoras en la metodologia para la obtencion de los virus
recombinantes. La presente tesis doctoral tiene como principal objetivo dar un
impulso notable al sistema productivo basado en el uso de vectores baculovirus,
mejorando significativamente la productividad del sistema tanto cuantitativa como
cualitativamente, para aproximarlo al nivel alcanzado por las tecnologias basadas
en células de mamifero. Para lograr esta meta, se han abordado los siguientes

objetivos:

- Aislamiento y caracterizacion de nuevos promotores derivados del insecto T.
ni que pudieran tener aplicacion en el vector ACMNPV.

- Caracterizacion del efecto de diferentes reguladores transcripcionales,
secuencias potenciadoras o0 enhancer y distintos promotores o0
combinaciones de promotores sobre la expresién de proteinas recombinantes
en células de insecto y larvas del lepidoptero T. ni.

- Generacion de un casete de expresion optimizado que combine elementos
reguladores en cis y en trans derivados del propio baculovirus y que mejore
las caracteristicas productivas del sistema.

- Validacion del casete de expresion desarrollado para vectores baculovirus
mediante la optimizacion de la produccion de una proteina de alto interés
comercial formadora de pseudoparticulas viricas (VLPS).
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Materiales y métodos

[11.1 Materiales

[11.1.1 Sistema Bac-to-Bac®

Para la obtencion de los baculovirus recombinantes generados en esta tesis
se ha empleado el sistema Bac-to-Bac® (Invitrogen, EE.UU). Este se basa en la
transposicién sitio especifica de un casete de expresion desde un vector donador,
plasmido pFastBac™1 o pFastBac™Dual, a un vector receptor, denominado
bacmido, que posee la capacidad de replicar en E. coli [268]. El gen de interés se
clona en un casete de expresion del vector donador, donde es regulado por un
promotor especifico de baculovirus (polh o pl0). El casete esta flanqueado por
elementos de transposicion miniTn7 y contiene el gen de resistencia a gentamicina y

la sefial de poliadenilacion de la timidina quinasa de HSV y/o la de SV40.

Otra parte fundamental del sistema es la cepa de E. coli DH10Bac™. Estas
células contienen el bacmido, que presenta un mini-replicén F de bajo nimero de
copias, un gen de resistencia a la kanamicina y una secuencia de DNA que codifica
para el péptido LacZa, en el que esta insertado el lugar de transposicion mini-
attTn7. Cuando se produce la transposicion del casete de expresion desde el vector
donador se interrumpe la fase de lectura del péptido, lo cual permite la identificacion
de las colonias que portan el bacmido recombinante, ya que estas presentan un
fenotipo blanco. Ademas, la cepa contiene un plasmido auxiliar que confiere
resistencia a la tetraciclina y codifica para la enzima transposasa, encargada de

catalizar la reaccién de transposicion.
[11.1.2 Cepas bacterianas

Para el clonaje de los genes de interés en el plasmido donador se ha usado
la cepa DH5a™ (Invitrogen, EE.UU.), mientras que para la generacion de los

bacmidos recombinantes se ha empleado la cepa DH10Bac™ (Invitrogen, EE.UU.).
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[11.1.3 Lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas han sido: la linea Sf21 (IPLB-SF21-AE),
derivada del tejido ovarico del lepidéptero Spodoptera frugiperda (S. frugiperda), la
linea Sf9 (IPLB-SF9), aislado clonal de la anterior, y la linea Tn-5 (BTI-Tn-5B1-4),
derivada de células de ovario del insecto Trichoplusia ni (T. ni) y comercializada
como High Five™ (Invitrogen, EE.UU.).

[11.1.4 Insectos

Para la realizacion de los ensayos de expresibn de las proteinas
recombinantes in vivo, se emplearon larvas de la especie T. ni, proporcionadas por
el departamento de produccion de ALGENEX [264]. En las instalaciones de la
empresa se mantiene un ciclo cerrado de generacién de individuos bajo condiciones

de biocontrol y buenas préacticas de fabricacion.
[11.1.5 Vectores

Se han empleado como vectores donadores el plasmido pFastBac™1, que
utiliza el promotor de la proteina poliedrina (polh) de AcCMNPV para la expresion del
gen de interés, y el plasmido pFastBac™Dual, que utiliza los promotores polh y p10
de AcMNPV. Ambos vectores poseen los genes de resistencia a ampicilina y
gentamicina y han servido de punto de partida para generar los plasmidos
recombinantes desarrollados en esta tesis (Tabla 5). Su representacion grafica se
incluye en el anexo |. La sintesis de genes fue llevada a cabo por Mr.Gene GmbH
(Alemania) o GeneScript Inc (EE.UU.).
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Vectores generados

Nombre Finalidad Breve descripcién del clonaje
Control Control negativo de expresion. pFastBac™1
Expresion de la proteina GFP bajo Insercién del gen GFP en los sitios de restriccion EcoRl y Sphl del
polhGFP
el promotor polh. vector pFastBac™1.
Insercion de un lugar de clonaje
polhPLGFP multiple adicional (LCM) entre el Inserciéon de LCM entre los sitios BamHI y EcoRI de polhGFP.
promotor polh y el gen GFP.
Expresion de la proteina GFP bajo ~ Se amplificé por PCR la secuencia pA con los cebadores AJHSP1 F
pAGFP la secuencia de la regién 5° del y AJHSP1 Ry a continuacién se inserté en los sitios Sphly Spel de
gen AJSP-1 (pA). pFastBac™Dual. La insercion de GFP se hizo en el sitio Hindlll.
Expresion de la proteina GEP bajo Se amplificé por PCR la sgcuenfla pB.l con,Io’s cebadores Bt]II-ISPl
. o, F y BJHSP1 Ry a continuacién se insert6 ésta entre los sitios
pB1GFP la secuencia de la region 5° del . L .
BamHI y Sphl de pFastBac™Dual. La insercién de GFP se hizo en
gen BJHSP-1 (pB1). L
el sitio Kpn I.
Expresién de la protefna GFP bajo Mediante la digestion del pla§m|d0 polhpB2GFP (ver.mas a}delante)
. [ con BamHI y Sphl, se extrajo el promotor pB2 y se insert6 en las
pB2GFP la secuencia de la region 5° del ) . . -
en BIJHSP-2 (pB2) mismas dianas del vector pFastBac™Dual. La insercion GFP se
g pBe). hizo en el sitio Sphl, tras extraerla del vector polhPLGFP.
10GEP Expresion de la proteina GFP bajo Se delecioné la secuencia pB2 del vector pB2p10GFP (descrito
P el promotor p10. méas adelante) tras cortarlo con la enzima Pstl.
Se extrajo el promotor polh del vector polhPLGFP con las enzimas
6.9GEP Expresion de la proteina GFP bajo BstZ171y Xhol, y en su lugar se insert6 la secuencia promotora
po- el promotor p6.9. p6.9, amplificada por PCR desde el vector hrlp6.9GFP (descrito
mas adelante) con los cebadores p6.9(BstZ171) F y p6.9(Xhol) R.
olhpB2GEP Expresion de la proteina GFP bajo ~ Se amplifico por PCR la secuencia pB2 con los cebadores BJHSP1
poihp el hibrido polhpB2. F y BJHSP1 Ry se inserto en el sitio Notl del vector polhPLGFP.
L . . Se amplific por PCR la secuencia polh desde pFastBac™1 con los
pB2polhGFP Expresu;r: :i(:):ii\jgroé(azln;fFP bajo cebadores XholpolhXhol F y XholpolhXhol R y se insert6 en el sitio
pBpoih. Xhol del vector pB2GFP.
L . . Se amplificé por PCR la secuencia p10 desde pFastBac™Dual con
E | FP . .
pl0pB2GFP xpresmerll ﬁz)riijgroieomgzc; bajo los cebadores Saclpl0BamHI F y Saclpl0BamHI R y se insertd
pLopBe. entre los sitios Sacl y BamHI del vector pB2GFP.
i . . Se amplific por PCR la secuencia p10 desde pFastBac™Dual con
pB2p10GFP Expresion de la proteina GFP bajo los cebadores Xholp10Xhol F y Xholp10Xhol Ry se insert6 en el

el hibrido pB2p10.

sitio Xhol del vector pB2GFP.

hripolhpB2GFP

Expresion de la proteina GFP bajo
el hibrido polhpB2 e insercion de la
secuencia enhancer hrl de
ACMNPV.

Se amplificé por PCR la secuencia hrl a partir del genoma del
baculovirus contenido en el vector receptor del sistema Bac-to-
Bac® con los cebadores BstZ171hr1BstZ171 F y BstZ171hr1BstZ171
Ry se insert6 en el sitio BstZ171 del vector polhpB2GFP.

hripB2polhGFP

Expresion de la proteina GFP bajo
el hibrido pB2polh e insercion de la
secuencia enhancer hrl de
ACMNPV.

Se amplificé por PCR la secuencia hrl a partir del genoma del
baculovirus contenido en el vector receptor del sistema Bac-to-
Bac® con los cebadores XbalhrlSacl F y XbalhrlSacl Ry se
inserté entre los sitios Xbal y Sacl del vector pB2polhGFP.

Expresion de la proteina GFP bajo
el hibrido p10pB2 e insercion de la

Se amplificé por PCR la secuencia hrl a partir del genoma del
baculovirus contenido en el vector receptor del sistema Bac-to-

hrlplOpB2GFP secuencia enhancer hrl de Bac® con los cebadores XbalhrlSacl F y XbalhrlSacl Ry se
ACMNPV. insert6 entre los sitios Xbal y Sacl del vector p10pB2GFP.

Expresion de la proteina GFP bajo Se amplificé por PCR la secuencia hrl a partir del genoma del

hripB2p10GFP el hibrido pB2p10 e insercion de la baculovirus contenido en el vector receptor del sistema Bac-to-

secuencia enhancer hrl de Bac® con los cebadores XbalhrlSacl F y XbalhrlSacl Ry se
AcMNPV. insertd entre los sitios Xbal y Sacl del vector pB2p10GFP.

Expresion de la proteina GFP bajo Se amplificé por PCR la secuencia hrl a partir del genoma del

hripB2GFP el promotor pB2 e insercién de la baculovirus contenido en el vector receptor del sistema Bac-to-

secuencia enhancer hrl de
AcCMNPV.

Bac® con los cebadores XbalhrlSacl F y XbalhrlSacl Ry se
inserté entre los sitios Xbal y Sacl del vector pB2GFP.

Tabla 5. Vectores generados en esta tesis
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Vectores generados

Nombre Finalidad Descripcion del clonaje
Expresion de la proteina GFP bajo
el promotor polh e insercién de la Se extrajo la secuencia pB2 de la construccion hripB2polhGFP
hrlpolhGFP . .
secuencia enhancer hrl de con la enzima Notl.
ACMNPV.
i . . Se amplificé por PCR la secuencia hr1p10 con los cebadores
Ee)iprfosrf:tc?re Iiop;oit:s”;?csﬁlrjzs?f hrlp10(Bstz17l) F y Xholp10Xhol R, empleando como molde la
hrip10GFP P .p construccion hrlp10pB2GFP, y se inserté entre los sitios
secuencia enhancer hrl de .
Bstz171 y Xhol del vector polhPLGFP, al que previamente se
ACMNPV. . o
habia extraido el promotor polh.
Se extrajo el promotor polh de la construccién polhPLGFP con
Expresion de la proteina GFP bajo las enzimas BstZ171 y Xhol, y se sustituy6 por la secuencia
hr1p6.9GEP el promotor p6.9 e insercién de la hrlp6.9, amplificada por PCR con los cebadores
po-. secuencia enhancer hrl de BstZ171hr1BstZ171 F y p6.9(Xhol) R, empleando como molde la
AcMNPV. construccion hrlp6.9p10GFP/polhAc-ie-01, descrita mas
adelante.
o Se sintetiz6 la secuencia pB2s flanqueada por las dianas
Secuencia sintetizada del promotor )
pB2s . . . BstZ171 y Xhol y se cloné en el vector pFastBac™Dual,
pB2 provista de dianas internas. .
retirando en el proceso el promotor p10.
i . . Se cloné la secuencia pB2s en los sitios BstZ171 y Xhol del
pB2sGFP Expresion de Ia‘protglna GFP bajo vector pFastBac™Dual, la insercion GFP se hizo en el sitio
el promotor sintetizado pB2s.
Sphl.
Expresion de la proteina GFP bajo Se extrajo del vector pB2s la region (Eomprend.lda entre las
dianas Smal (roma) y Xhol y se insert6 en las dianas BstZ17I
pB2,GFP el fragmento Smal y Xhol del . o
(roma) y Xhol del vector pFastBac™Dual, la insercién GFP se
promotor pB2s. . L
hizo en el sitio Sphl.
Expresién de la protefna GFP bajo Se extrajo del vector pB2s la rgglon E:omprenoﬂda entre las
dianas Dral (roma) y Xhol y se insert6 en las dianas BstZ171
pB2,GFP el fragmento Dral y Xhol del . L
(roma) y Xhol del vector pFastBac™Dual, la insercién GFP se
promotor pB2s. . I
hizo en el sitio Sphl.
Expresion de la proteina GFP bajo ‘Se extrajo del vector pB2s la region c'omprendllda entre las
dianas Haelll (roma) y Xhol y se insert6 en las dianas BstZ171
pB2;GFP el fragmento Haelll y Xhol del . o
(roma) y Xhol del vector pFastBac™Dual, la insercién GFP se
promotor pB2s. . L
hizo en el sitio Sphl.
Expresion de la proteina GFP bajo Se extrajo del vector pB2s la regién comprendida entre las
B2,GFP el fragmento comprendido entre las dianas Nael (roma) y Xhol y se insert6 en las dianas BstZ17|
PBey dianas Nael y Xhol del promotor (roma) y Xhol del vector pFastBac™Dual, la insercion GFP se
pB2s. hizo en el sitio Sphl.
Expresion de la proteina GFP bajo Se sintetiz6 la secuencia pB2sflanqueada por las dianas
B2.GFP el promotor pB2s carente de la BstZ171y Xhol y se insert6 en las mencionadas dianas del
pB2s regién comprendida entre las vector pFastBac™Dual, la incorporacién de GFP se hizo en el
dianas Nael y Smal. sitio Sphl.
Expresion de la proteina GFP bajo Se sintetizé la secuencia pB2; flanqueada por las dianas
B2.GFP el promotor pB2s carente de la BstZ171 y Xhol y se insert6 en las mencionadas dianas del
PB2s regién comprendida entre las vector pFastBac™Dual, la insercién GFP se hizo en el sitio
dianas Nael y Dral. Sphl.
Expresion de la proteina GFP bajo Se extrajo del vector pB2s la region interna comprendida entre
el promotor pB2s al que se le ha las dianas Smal y Dral y se insert6 en las dianas BstZ171 (roma)
pB2;GFP delecionado el fragmento y y

comprendido entre las dianas Smal
y Dral.

y Xhol del vector pFastBac™ Dual, la insercion GFP se hizo en
el sitio Sphl.

Continuaciéon tabla 5
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Vectores generados

Nombre

Finalidad

Descripcion del clonaje

pB2:GFP

Expresion de la proteina GFP bajo
el fragmento Nael y Smal de pB2s
con la regién que contiene la caja
TATA'y el lugar de inicio de
transcripcion del gen BJHSP2,
flanqueada en su extremo 3"por la
diana Xhol.

Se sintetizé la secuencia pB2g flanqueada por las dianas BstZ171 y
Xhol y se inserté en las mismas dianas del vector pFastBac™Dual,
la insercién GFP se hizo en el sitio Sphl.

pB2,GFP

Expresion de la proteina GFP bajo
el fragmento Nael y Dral de pB2s
(con los lugares putativos Br-C
delecionados) con la regién que
contiene la caja TATAy el lugar de
inicio de transcripcién del gen
BJHSP2, flanqueada en su
extremo 3"por la diana Xhol.

Se sintetizé la secuencia pB2, flanqueada por las dianas BstZ171 y
Xhol y se inserté en las mismas dianas del vector pFastBac™Dual,
la insercién GFP se hizo en el sitio Sphl.

pBZloGFP

Expresion de la proteina GFP bajo
el fragmento Nael y Smal de pB2s
(carente del lugar putativo Br-C)
con la regién que contiene la caja
TATA'y el lugar de inicio de
transcripcion del gen BJHSP2,
flanqueada en su extremo 3"por la
diana Xhol.

Se extrajo del vector pB2yGFP la region interna comprendida entre
las dianas Smal y Dral.

pBleGFP

Expresion de la proteina GFP bajo
el fragmento Nael y Dral de pB2s
con la regién que contiene la caja
TATA'y el lugar de inicio de
transcripcion del gen BJHSP2,
flanqueada en su extremo 3 por la
diana Xhol.

Se sintetiz6 la secuencia pB2;; flanqueada por las dianas BstZ171 y
Xhol y se inserté en las mismas dianas del vector pFastBac™Dual,
la insercién GFP se hizo en el sitio de restriccién Sphl.

hripB2,p10GFP

Expresion de la proteina GFP bajo
el hibrido pB2yp10 e insercién de la
secuencia enhancer hrl de
ACMNPV.

La secuencia pB2y se amplificé por PCR del vector pB2;GFP con
los cebadores pB2y F y pB2y R, que introducen las dianas BamHI y
Pstl en los extremos, y se insert6 en el vector hripB2p10GFP, al
gue previamente se extrajo la secuencia pB2.

polhAc-ie-01

Expresion de los factores
reguladores IEO e IE1 bajo el
promotor polh.

Se sintetizé la secuencia Ac-ie-01 flanqueada por las dianas Bglll y
Spel y se insert6 en los lugares BamHI y Xbal del vector
pFastBac™1.

pB2,Ac-ie-01

Expresion de los factores
reguladores IEO e IE1 bajo el
promotor pB2,,

Se extrajo la secuencia pB2, flanqueada por las dianas BstZ171 y
Xhol de la construccion pB2,GFP y se inserté en el vector
pFastBac™Dual, a continuacion se clond el cDNA Ac-ie-01 en la
diana Pvull.

pB2sAc-ie-01/
hrlpB2,p10GFP

Vector policistrénico, con una copia
extra de la secuencia enhancer hrl
de AcMNPV, que expresa los
factores IEO e IE1 bajo el promotor
pB2, y la proteina GFP bajo el
hibrido pB2¢p10.

La secuencia hrlpB24p10 se amplificé por PCR a partir del vector
hrlpB2,p10GFP con los cebadores hrl Fy p10/pH R, que
incorporan las dianas BstZ171 y Hindlll a los extremos, y se inserto
en el vector pB2sAc-ie-01. El clonaje de GFP se hizo en el sitio
Hindlll.

polhAc-ie-01/
hripB2,p10GFP

Vector policistrénico, con una copia
extra de la secuencia enhancer hrl
de AcMNPV, que expresa los
factores IEO e IE1 bajo el promotor
polh y la proteina GFP bajo el
hibrido pB2¢p10.

Se corto6 el vector pB2sAc-ie-01/hrlpB2,p10GFP con las enzimas
BstZ171y Xbal, y se sustituy6 la secuencia pB2, por el promotor
polh, previamente extraido del vector pFastBac™1.

Continuacion tabla 5
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Vectores generados

Nombre Finalidad Descripcion del clonaje
Vector policistrénico, con una
copia extra de la secuencia Se cort6 el vector polhAc-ie-01/hrlpB2yp10GFP con las enzimas
polhAc-ie-01/ enhancer hrl de AcMNPV, que BstZ171y Xhol, y se sustituy0 la region hripB2,p10 por la
hr1lp6.9p10GFP expresa los factores IEO e IE1 secuencia sintetizada hr1p6.9p10, flanqueada ésta por las
bajo el promotor polh y la proteina mismas dianas.
GFP bajo el hibrido p6.9p10.
Vector policistrénico, que expresa
polhAc-ie-01/ los factores IEO e IE1 bajo el Se insertd el gen Ac-ie-01 en las dianas BamHI y Xbal del vector
p10GFP promotor polh y la proteina GFP pFastBac™Dual, la insercion GFP se hizo en el sitio Kpnl.
bajo el promotor p10.
Vect(?r policistrénico, con u.na Se cort6 el vector polhAc-ie-01/hrlpB2,p10GFP con las enzimas
copia extra de la secuencia BstZ171y Xhol, y se sustituy6 la region hripB2,p10 por la
polhAc-ie-01/ enhancer hrl de AcMNPV, que : ’ . -
hrip10GFP expresa los factores IEO & IE1 secuencia hrlp10, amplificada por PCR a partir del vector
. . hrlpl0pB2GFP, empleando los cebadores BstZ17lhr1BstZ171 F y
bajo el promotor polh y la proteina Xholp10Xhol R
GFP bajo el promotor p10. '
Vector policistrénico, con una
copia extra de la secuencia Se cort6 el vector polhAc-ie-01/p10GFP con las enzimas BstZ17I
polhAc-ie-01/ enhancer hrl de AcMNPV, que y Kpnl, y se sustituyé el promotor p10 por la secuencia sintetizada
hripolhGFP expresa los factores IEO e IE1 hrlpolh, flanqueada ésta por las mismas enzimas. La insercién de
bajo el promotor polh y la proteina GFP se hizo en el sitio Kpnl.
GFP bajo el promotor polh.
Vector policistrénico, con una
polhAc-ie-01/ enchoe?rﬁeerxf:ﬁ (:jee I:CSJCNU;C’CI(?UE Se corto el vector polhAc-ie-01/hrlp1l0GFP con la enzima Sacl y

hripolhpl0GFP

expresa los factores IEO e IE1
bajo el promotor polh y la proteina
GFP bajo el hibrido polhp10.

se insert6 el promotor polh, amplificado por PCR con los
cebadores polhSacl F y polhSacl R.

polhAc-ie-01/
hrip6.9p10GFP*

Reconstruccién del vector para

facilitar el clonaje de genes de

interés entre las dianas Xhol y
Ncol.

Esta construccion se llevo a cabo con el objetivo de facilitar la
insercion de otros genes de interés en el casete de expresion. Se
realizo a partir de la construccion polhAc-ie-01/hr1p6.9p10GFP y
el gen sintético hrlpB29p10LCM, siguiendo el desarrollo indicado

en el anexo |.

polhAc-ie-01/
hrip6.9p10Cap

Vector policistrénico, con una
copia extra de la secuencia
enhancer hrl de AcMNPV, que
expresa los factores IEO e IE1
bajo el promotor polh y la proteina
Cap de PCV-2 bajo el hibrido
p6.9p10.

Se cort6 el vector polhAc-ie-01/ hrlp6.9p10GFP* con las enzimas
Xhol y Ncol, y se sustituy6 el gen GFP por la secuencia del gen
Cap de PCV2, flanqueada por las dianas anteriormente descritas.

Continuacion tabla 5

38



Materiales y métodos

[11.1.6 Anticuerpos y fluoréforos

Los anticuerpos y fluoréforos usados en esta tesis se detallan en la siguiente

tabla.
Anticuerpos
Casa comercial Referencia Animal obtencion Western blot
Primarios

Actina Sigma A5060 Conejo 1/500
Tubulina Sigma T5168 Ratén 1/2000
GFP Millipore MAB2510 Raton 1/1000
Cap Ingenasa [36A Ratdn 1/1000

Secundarios
Anti-raton-HRP GE Healthcare NA931V Oveja 1/2000
Anti-conejo-HRP GE Healthcare NA934V Mono 1/2000

Fluoréforos

Casa comercial Referencia Uso/concentracion
Hoechst 33258 Sigma B2883 Cuantificacién/ 1 pg/ml
Yoduro de propidio Sigma P4170 Ciclo celular/ 50 pg/ml

Tabla 6. Anticuerpos y fluoréforos usados en esta tesis

111.1.7 Medios de cultivo

Los medios de cultivo empleados para el crecimiento de bacterias y células
eucariotas se detallan en la siguiente tabla.
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Medios de bacterias

Casa comercial Composicion Aplicacion
2% Triptona
0,5% Extracto de levadura
10 mM NaCl o
SoC Invitro 25 mM KCl Crecimiento de células competentes
gen , P
10 mM MgCl, transformadas por choque térmico
10 mM MgSO,
20 mM Glucosa
1% Triptona
0,5% Extracto de levadura Crecimiento y mantenimiento de
LB (Luria Bertani) Duchefa Biochemie 85,55 mM NaCl :
s cepas bacterianas
15 g/l Agar bacterioldgico
(solo medio solido)
Antibiéticos para seleccién bacteriana y otros reactivos empleados
Casa comercial Concentracion uso
Gentamicina PAN Biotech GmbH 7 pg/ml
Carbenicilina Duchefa Biochemie 100 pg/ml
Kanamicina Roche 50 pg/ml
Tetraciclina Sigma 10 pg/ml
X-gal
(5-bromo-4-cloro-3-indolil-B- Duchefa Biochemie 100 pg/mi
D-galactosidasa)
IPTG (Isopropil-B-D- Sigma 40 pg/ml

tiogalactosidasa)

Medios de cultivo de células de insecto

Casa comercial Suplementacién Aplicaciéon
GRACE Sigma - Transfeccion y titulacion de baculovirus
FBS,
TNM-FH PAN Biotech GmbH Gentamicina, Mantenimiento e infeccion
L-Glutamina

Suplementos

Casa comercial Aplicacién
Gentamicina PAN Biotech GmbH 50 pg/ml
FBS PAN Biotech GmbH 10% (inactivado por calor: 56°C, 30minutos)
L-Glutamina PAN Biotech GmbH 4,11 mM

Tabla 7. Medios de cultivo y suplementos empleados en esta tesis

[11.1.8 Analisis bioinformatico

Para la identificacion de sitios putativos de union de factores de transcripcion
en la region 5” del gen BJHSP-2, se han usado los programas de deteccion in silico
TFsearch [269] y TESS [270], mientras que para la verificacion de las secuencias
amplificadas por PCR se utiliz6 la base de datos GenBank [271].
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[11.2 Métodos

[11.2.1 Crecimiento y mantenimiento de cultivos

[11.2.1.1 Bacterias

El crecimiento de las cepas bacterianas se realiz6 en medio LB liquido, a
37°C y en agitacion (180 rpm). Para el mantenimiento de la presion selectiva de los
clones recombinantes de la cepa DH5a™ se emplearon los antibioticos carbenicilina
y gentamicina, y para los de la cepa DH10Bac™ gentamicina, tetraciclina y
kanamicina. Los clones se almacenaron en medio LB, en presencia de glicerol al

20% y a una temperatura de -80°C.

[11.2.1.2 Lineas celulares de insecto

Todas las lineas se cultivaron a 27°C en medio TNM-FH suplementado al
10% con FBS inactivado por calor. El recuento celular se realiz6 por medio de un
hemocitometro y la viabilidad celular se determiné por la exclusion del colorante azul
tripan (0,4% (p/v) en PBS). Las lineas Sf21 y Tn-5 se cultivaron en monocapa,
mientras que la linea Sf9 se cultivé en suspension. EI medio para cultivar esta Gltima
linea se suplementé con Pluronic F-68 (Gibco, EE.UU.) al 0,1% para paliar el estrés

hidrodinamico.

[11.2.2 Identificacion de las hexamerinas en extractos de larvas

El estudio se realizd a partir de extractos de proteina total soluble (PTS) de
larvas del lepidéptero T. ni resueltos en geles SDS-PAGE al 12% y analizados por
espectrometria de masas MALDI-TOF. Este andlisis lo realiz6 el servicio de
protedmica del Centro de Biologia Molecular (CBMSO, Espafia). Las bandas
proteicas fueron escindidas del gel y sometidas a una digestion triptica siguiendo un
protocolo convencional [272]. La determinacion del perfil proteico de las muestras se

llevé a cabo en un espectrometro de masas del tipo MALDI-TOF Reflex IV (Bruker
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Daltonics, Alemania) y la identificacion con el programa MASCOT (Matrix Science
Inc, EE.UU.).

[11.2.3 Extraccion y caracterizacion de acidos nucleicos

[11.2.3.1 Extraccién de DNA plasmidico de bacterias

La extraccion del DNA plasmidico se realizé con el kit comercial “QlAprep Spin
Miniprep Kit and a microcentrifuge” (Qiagen, Alemania), siguiendo las
recomendaciones de la casa comercial. El procedimiento se basa en el método de
lisis alcalina de Birnboim y Doly [273] con ligeras modificaciones. Es una técnica de
aislamiento y purificacion rapida que consiste en la lisis alcalina de las células
bacterianas, la neutralizacion del lisado celular, la precipitacion de proteinas y del
DNA gendmico, y la adsorcion del DNA plasmidico a una membrana de silice en
presencia de una alta concentracion de sal, para finalizar eluyendo el DNA

plasmidico.

El procedimiento se inicié con 3 ml de cultivo crecido toda la noche a 37°C en
agitacion y centrifugado durante 1 minuto a 14.000 x g. El sedimento se resuspendio
en 250 ul de solucion | (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 10 mM EDTA, 100 pg/mL RNAasa
A), 250 pl de solucion 1l (200 mM NaOH, 1% SDS) y 350 pl de solucion 11l (4.2 M
Gu-HCI, 0.9 M acetato potasico, pH 4.8). Este volumen se centrifugd durante 10
minutos a 14.000 x g y el sobrenadante generado se transfirié a una columna, con
membrana de silice, que nuevamente se centrifugd durante 1 minuto a 14.000 x g.
Tras descartar el permeado, la membrana se lavé con 500 ul de solucion IV (5.0 M
GuHCI, 30% isopropanol) y se centrifugd de nuevo durante 1 minuto a 14.000 x g,
volviendo a descartar el permeado. Se lavé con 750 pl de la soluciéon V (10 mM Tris-
HCIl, pH 7.5, 80% etanol) y se centrifugdb durante 2 minutos, descartando
nuevamente el permeado. Por ultimo, se transfirid la columna a un tubo limpio y se
afiadieron 50 pl de tampon de elucion (10 mM Tris-HCI, pH 8.5) y, tras una
incubacion de 1 minuto, se centrifugd y se retiré la columna, quedando el plasmido

eluido en el tampon.
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[11.2.3.2 Extraccion de DNA de bacmido

La extraccion del DNA de bacmido se hizo igualmente por el método de lisis
alcalina de Birnboim y Doly [273] con modificaciones, pero en esta ocasion no se
usaron columnas. El procedimiento se inicié con la centrifugacion durante 1 minuto a
14.000 x g de 3 ml de cultivo crecido toda la noche a 37°C en agitacion. El
sedimento se resuspendié en 300 pl de solucion | (15 mM Tris-HCI, pH 8.0, 10 mM
EDTA, 100 pg/mL RNAasa A), 300 pl de solucion 1l (200 mM NaOH, 1% SDS) y 350
pl de solucion 1l (3 M acetato potasico, pH 5.5). El volumen se incubé durante 10
minutos a 4°C y, posteriormente, se centrifugd durante 10 minutos a 14.000 x g. El
sobrenadante se transfirié a un tubo con 800 pl de isopropanol y, tras ser incubado
durante 10 minutos a 4°C, se centrifugd durante 15 minutos a 14.000 x g. Una vez
retirado el sobrenadante, se lavd el sedimento con 500 pl de etanol al 70% y se
centrifugd durante 5 minutos a 14.000 x g. Se descarté de nuevo el sobrenadante y
el sedimento se dejé secar. Acto seguido se resuspendié el DNA en 40 pl de tampon
TE (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA).

[11.2.3.3 Extraccion de RNA de larvas

La extraccion de RNA total de larvas de T. ni se realizé con el reactivo
TRIzol® (Invitrogen, EE.UU.), siguiendo las recomendaciones de la casa comercial.
Este reactivo permite aislar de forma secuencial el RNA total, el DNA y las proteinas
de la muestra procesada [274]. El procedimiento se inicié con la homogeneizacion
de la muestra en TRIzol® (1 ml de reactivo por cada 100 mg de biomasa) y su
posterior centrifugacion durante 10 minutos a 12.000 x g y 4°C. Se recogio el
sobrenadante clarificado y se transfirié a un nuevo tubo donde de afiadieron 200 pl
de cloroformo por cada ml de TRIzol® empleado y, tras una incubacién de 3
minutos, se volvid a centrifugar. La fase acuosa fue retirada y depositada en un
nuevo tubo al que se afadieron 500 pl de isopropanol por cada ml de TRIzol®, todo
ello se incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente y, a continuacién, se
centrifugo durante 10 minutos a 12.000 x g y 4°C. Tras descartar el sobrenadante, el
sedimento se lavo con etanol al 75% (1 ml de etanol por cada ml de TRIzol®) y se
centrifugé durante 5 minutos a 7.500 x g y 4°C. Nuevamente se descarté el
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sobrenadante y el sedimento se dej0 secar durante 10 minutos para, finalmente,

resuspenderlo en agua libre de RNAsa.

[11.2.3.4 Cuantificacion del DNA y RNA

El DNA y el RNA se cuantificaron por espectrofotometria utilizando un equipo
NanoDrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, EE.UU.). La concentracién se midié a
una absorbancia de 260 nm y su pureza se determind estableciendo la relacion de
absorbancia 260/280. Esta relacion dio valores 6ptimos de entre 1,8 y 2,0.

[1l.2.4 Digestiones enzimaticas

Las digestiones de DNA con endonucleasas de restriccion se llevaron a cabo
utilizando enzimas provistas por New England Biolabs (Reino Unido), Promega
(EE.UU.) y Takara Bio Inc. (Japon), siguiendo las recomendaciones proporcionadas

por las casas comerciales.

[11.2.5 Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa

La separacion electroforética se realizd en geles de agarosa al 1% a voltaje
constante (~70 V), empleando tampon TAE 1x (40 mM Tris-HCI, 20 mM acido
acético, 1 mM EDTA, pH 8) en el procedimiento. Para visualizar las bandas de DNA
se afadioé el colorante SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen, EE.UU.) a la agarosa.
Las muestras se prepararon con tampén de carga 6x (0,25% (p/v) azul de
bromofenol, 30% (v/v) glicerol) y se emplearon los marcadores de peso molecular
de 1 kb (1 kb DNA Ladder, Biotools B & M Labs, Espafia) y 100 pb (100 pb DNA
Ladder, Biotools B & M Labs, Espafia). Los geles fueron visualizados y fotografiados
utilizando el equipo ChemiDoc™ XRS+ imaging systems (Bio Rad Laboratories,
EE.UU.).
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[11.2.6 Purificacién de DNA desde geles de agarosa

Las bandas resueltas de DNA mediante geles de agarosa se purificaron con
el kit comercial “MinElute Gel Extraction Kit” (Qiagen, Alemania), siguiendo sus
indicaciones. El proceso consistié en los siguientes pasos: tras escindir la banda de
DNA del gel de agarosa y pesarla, se afadieron 3 volumenes de tampon QG por
cada volumen de gel, y para su disolucion se incubaron a 50°C durante 10 minutos.
Seguidamente se afiadidé un volumen de isopropanol y el total se pas6 a una
columna que se centrifugd durante 1 minuto a 14.000 x g. Una vez retirado el
permeado, la columna se lavé ahora con 500 pl de tampon QG, se centrifugd de
nuevo y se descartd otra vez el permeado. Finalmente, se afadieron 750 ul de
tampén PE y se centrifugd nuevamente durante 1 minuto, para acto seguido eluir del
DNA en 10 pl de agua.

[11.2.7 Reaccidn de defosforilacion y ligacion de los vectores

La reaccion de defosforilacion de los grupos fosfato de los extremos 5’ de los
plasmidos digeridos se realiz6 con el kit “Rapid Alkaline Phosphatase” (Roche
Diagnostics, EE.UU.). Tras afadir 1 U de enzima por cada microgramo de plasmido
abierto, e incubar a 37°C durante 30 minutos, se inactivld la enzima sometiendo la
muestra a 65°C durante 10 minutos. Para la ligacién de los insertos con los vectores
defosforilados se empleé el kit “Rapid DNA Ligation” (Roche Diagnostics, EE.UU.)
utilizando una relacion molar vector:inserto de 1:3. Se procedié afiadiendo 1 U de
enzima ligasa por reaccion (10-20 ul), que se incub6 a 16°C durante 5 minutos. A
continuacion se llevd a cabo la transformacion de células de E. coli (DH5a)

guimicamente competentes.

[11.2.8 Amplificacién por PCR

Para la reaccion en cadena de la enzima polimerasa (PCR) se uso la enzima
Ex-Tag™ HS (Takara Bio Inc., Japdn), siguiendo las recomendaciones de la casa
comercial. La mezcla de reaccion contenia basicamente 1,25 unidades de enzima, 5
pl de tampdn 10x Ex Taq, 4 pl de dNTP, 1,25 ul de cada cebador, 0,5 ug de DNA
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molde y agua miliQ hasta completar 50 pl de volumen. La reaccion se hizo en un
termociclador Primus 25 Advanced (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Alemania) con
el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 96°C durante 5 minutos y 30 ciclos
de 94°C durante 30 segundos (desnaturalizacion), 55°C durante 30 segundos
(anillamiento) y 72°C durante 30 segundos (elongacion), seguido de 10 minutos a
72°C y el mantenimiento final de las muestras a 4°C. Las variaciones de este
programa basico dependieron de las caracteristicas de los oligonucledétidos
empleados en cada reaccién (temperatura de anillamiento) y del tamafio del
amplicon a generar (tiempo de elongacion). Los oligonucleodtidos usados en esta

tesis fueron sintetizados por Invitrogen, y se muestran en la tabla:

Nombre Secuencia Tm (°C)
AJHSP1 F 5’...ATGCCAGAGCAAAGGTCTGC...3’ 49
AJHSP1 R 5°...TGTTCGCCAGTGACAATCC...3’ 46
BJHSP1 F 5"...CAAATGTACAAAGATTCG...3’ 39
BJHSP1 R 5...GTTTGCTGCCACACCACG...3’ 47
BJHSP2 F 5...CTTGAATGTTAGTGAAACCCC...3’ 45
BJHSP2 R 5...CGTGGAGTTAACTCGATGTG...3’ 47
pB2y F 5"...ATCGGGATCCAAAAACATCGATTAGGGTGAC...3’ 50
pB2s R 5"...ATCGCTGCAGCGTGGAGTTAACTCGATGTG...3’ 52
Actina F 5"...TACCACCGGTATCGTGCTGG...3’ 51
Actina R 5...TCGAGCGCGACGTAGCAGAG...3’ 53
XholpolhXhol F 5"...ATGCCTCGAGATCATGGAGATAATTAAAATGATAACCATCTCG...3’ 60
XholpolhXhol R 5"...GCATCTCGAGCGCGCCCGATGGTGGGACGGTATGAATAAT...3’ 67
Saclpl0BamHI F 5"...ATGCGAGCTCATACGGACCTTTAATTCAACC...3" 57
Saclpl0BamHI R 5...GCATGGATCCGTCGAGTGATTGTAAATAAAATGT...3’ 56
Xholp10Xhol F 5"...ATGCCTCGAGATACGGACCTTTAATTCAACC...3’ 57
Xholp10Xhol R 5...GCATCTCGAGGTCGAGTGATTGTAAATAAAATGT...3’ 56
XbalhriSacl F 5"...ATGCTCTAGACTACCCGTAAAGCGAGTTTAGTT...3’ 57
XbalhrlSacl R 5"...GCATGAGCTCGGAAACATTTTACACGTGCTTTCAATCTTA...3’ 59
Bstz171hr1BstZ171 F 5"...ATGCGTATACCTACCCGTAAAGCGAGTTTAGTT...3" 57
BstZz171hr1BstZ171 R 5"...GCATGTATACGGAAACATTTTACACGTGCTTTCAATCTTA...3’ 57
hrl F 5"...ATCGGTATACATCGATGATTGACCCCAAC...3’ 48
hrl R 5...ATCGGTTTAAACATCGATTATTGCTCCAATAC...3’ 53
pl0/pH R 5°...CATGAATTCAAGCTTGCATGC...3’ 45
p6.9(Bstz171) F 5"...ACTGGTATACGGTACCAAATTCCGTTTTGC...3’ 55
p6.9(Xhol) R 5...ATCGCTCGAGCGTATCTCCAGACTGCAGTT...3’ 59
hrip10(Bstz17l) F 5"...AGTCGTATACCTACCCGTAAAGCGAGTTTAG...3’ 57
polhSacl F 5"...CGATGAGCTCATCATGGAGATAATTAAAATGATAACC...3’ 56
polhSacl R 5°...CGATGAGCTCGCGCCCGATGGTGG...3’ 61

Tabla 8. Oligonucleétidos empleados en esta tesis

[11.2.9 PCR con transcripcion inversa (RT-PCR)

Para la realizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa sobre un cDNA
obtenido por transcripcion inversa a partir de un mRNA, se emple¢ el kit “QIAGEN®
OneStep RT-PCR” (Qiagen, Alemania) segun las recomendaciones de la casa

comercial. La mezcla de reaccion basica contenia 2 pl de la mezcla enzimatica
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QIAGEN OneStep RT-PCR, 10 ul de tampon 5x QIAGEN OneStep RT-PCR, 2 ul de
dNTP, 3 ul de cada cebador, 0,5 ug de RNA molde y agua libre de RNAasa hasta
completar 50 pl de volumen. La reaccién se hizo en un termociclador Primus 25
Advanced (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Alemania) con el siguiente programa:
una reaccion de transcripcion inversa de 30 minutos a 50°C, seguida de una
desnaturalizacion a 95°C durante 15 minutos y 30 ciclos de 94°C durante 30
segundos (desnaturalizacion), 48°C durante 30 segundos (anillamiento) y 72°C
durante 1 minuto (elongacion). Seguido de 10 minutos finales a 72°C y el
mantenimiento final de las muestras a 4°C. Los cebadores empleados fueron
BJHSP2 F, BJHSP2 R, Actina F y Actina R (Tabla 8). El molde fue RNA extraido de

larvas de T. ni y se uso 3-actina como control interno.

[11.2.10 Obtencidn de células quimicamente competentes por el método

de cloruro de rubidio

Las células E. coli (DH50 y DH10Bac) se crecieron hasta llegar a una
DOsgonm= 400-700, se transfirieron a un tubo de centrifuga y se mantuvieron a 4°C
durante 15 minutos. A continuacion, se centrifugaron (6.000 x g) durante 5 minutos a
4°C y el sedimento se resuspendio en 20 ml de tampdn | (30 mM CH3CO2K; 100 mM
RbCI; 10 mM CacCl,; 15% (v/v) Glicerol), que a su vez se centrifugd a 4.000 x g
durante 5 minutos a 4°C. El sedimento se resuspendié en 8 ml de tampon 1l (10 mM
NaMOPS; 10 mM RbCI; 75 mM CaCl,; 15% (v/v) Glicerol) y se repartié en alicuotas
de 75 pl. Tras una incubacion de 30 minutos a 4 °C, se almacenaron a -80 °C para

Su uso posterior.

[11.2.11 Transformacion de células competentes por choque térmico

Las cepas E. coli quimicamente competentes (DH5a y DH10Bac) se
transformaron con los productos de ligacién. La mezcla de DNA plasmidico y las
bacterias fue incubada en hielo durante 30 minutos y sometida a un choque térmico
(42°C durante 45 segundos). Seguidamente, se incub6 de nuevo en hielo durante 2
minutos y se afiadieron 800 pl de medio SOC (Tabla 7). Este caldo se mantuvo en

agitacion (180 rpm) a 37°C durante 1 hora para la cepa DH5a o 4 horas para la
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cepa DH10Bac. Transcurrido este tiempo, el cultivo se sembro6 en placas de LB-agar
suplementadas con ampicilina y gentamicina (DH5a) o tetraciclina, kanamicina y
gentamicina, junto con X-Gal e IPTG, en el caso de DH10Bac. Las placas se
mantuvieron a 37°C durante 24 horas (DH5a) o durante 48 horas (DH10Bac).

[11.2.12 Generacién y amplificacion de baculovirus recombinantes
[11.2.12.1 Generacion de los bacmidos recombinantes

Las colonias DH10Bac recombinantes se seleccionaron por su resistencia a
los antibiéticos kanamicina, tetraciclina y gentamicina y por la ausencia de
coloracion en presencia de IPTG y X-gal. Para el correcto aislamiento se realiz6é una
estria de una de las colonias blancas vy, tras 48 horas, se procedié a la replicacion
de una colonia blanca en LB liquido en presencia de los tres antibiéticos de
seleccion (Tabla 7). El bacmido se extrajo segun se indica en el apartado 111.2.3.2 y

se uso para transfectar células Sf21.
[11.2.12.2 Obtencion y amplificacion de los baculovirus recombinantes

Los baculovirus modificados genéticamente se obtuvieron mediante la
transfeccion del bacmido recombinante (1 pg DNA) en células Sf21 en monocapa
(9x10° células/pocillo) empleando el reactivo Cellfectin Il (Invitrogen, EE.UU.),
siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Tras 72 horas, se centrifugo el
medio de cultivo a 700 x g durante 5 minutos a 4°C. El sobrenadante clarificado
constituyo el pase |, que se distribuyd en viales que se almacenaron a 4°C. Para la
generacion del pase Il se infectaron células Sf21 (4x10° células) en frascos de
cultivo de 25 cm? con 35 pl del pase I. A las 72 hpi, se recogié el sobrenadante
siguiendo el procedimiento descrito previamente. El pase Il se generd infectando
células Sf21 (4x10° células) en un frasco de 25 cm? a una multiplicidad de infeccién

(MOI) de 0,1 pfu/célulay recogiendo el sobrenadante a las 72 hpi.
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[11.2.12.3 Titulacién de los baculovirus recombinantes

La titulacién de los baculovirus se realiz6 mediante la determinacion de las
unidades formadoras de placas, pfu (plaque-forming units). Para ello, se sembré una
placa de 6 pocillos con 1x10° células por pocillo. Una vez asentadas (1 hora) se les
retiré el medio de cultivo y se afiadié 1 ml de las diluciones seriadas (10°-10®) del
baculovirus a titular. Tras 1 hora de adsorcion, se retir6 el indculo y se afiadieron 1,5
ml de agarosa de bajo punto de fusion al 1% (Invitrogen, EE.UU.) en medio de
cultivo TNM-FH. Una vez solidificada la agarosa, se afiadieron 1,5 ml de medio
TNM-FH suplementado con FBS y gentamicina (Tabla 7), y se mantuvo la placa
durante 7 dias a 27°C en oscuridad. Trascurrido este tiempo, se afadi6 a cada
pocillo 1,5 ml del colorante rojo neutro (Sigma-Aldrich, Reino Unido) al 0,033% en
PBS (137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 1,8 mM K;HPOg4; 10 mM NayPO,) y, tras 24 horas,
se realizé en recuento de las placas de lisis y el calculo del titulo del baculovirus
(pfu/ml).

[11.2.12.4 Infeccién con los baculovirus recombinantes

Todas las infecciones realizadas en esta tesis se hicieron con pases Il

titulados por duplicado.
[11.2.12.4.1 Inoculacién de larvas

Se emplearon larvas del lepidoptero T. ni en el 5° estadio, con un peso medio
aproximado de 300 mg. Se inocularon con los baculovirus recombinantes generados
(hasta un volumen maximo de 5 pl/larva) mediante inyeccion intrahemocélica. Las
larvas se recolectaron a diferentes tiempos posinfeccién y se mantuvieron a -20°C

hasta su procesamiento.
[11.2.12.4.2 Inoculacion de células de insecto

Las lineas celulares Sf21 y Tn-5 se utilizaron en cultivos en monocapa.

Mientras que la linea Sf21 se us6 en placas de 6 pocillos a una densidad de 1x10°
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células por pocillo, la linea Tn-5 se empleé a una densidad de 5x10° células por
pocillo. Las inoculaciones se hicieron a una MOI de 0,1 6 5 pfu/célula. Las muestras

se recogieron a las 24, 48, 72 y 96 hpi.

La linea celular Sf9 se emple6 en cultivo en suspension (usando spinner de
250 ml). Para su infeccion a una MOI de 0,1 pfu/célula, se partié de 80 ml de medio
de cultivo TNM-FH suplementado (FBS, gentamicina y Pluronic F-68 al 0,1%) con
una densidad celular de 2x10° células/ml. La recoleccion de las muestras se hizo
desde las 3 hasta las 120 hpi. A lo largo del ensayo se analiz6 la evolucion de la

poblacién celular mediante el seguimiento del recuento y la viabilidad celular.
[11.2.13 Analisis y caracterizacion de las proteinas recombinantes
[11.2.13.1 Procesado de las muestras

[11.2.13.1.1 Obtencidn de los extractos proteicos de larvas

El proceso mediante el cual se obtuvo el extracto de PTS a partir de la
biomasa de larva se realizd en un homogeneizador de laboratorio Bagmixer®
(Interscience, Francia), afladiendo 8 ml de tampodn de extraccion (PBS 1x; Tritdn X-
100 al 0,1%o0; 1 mM PMSF; 5 mM DTT; pH 7,2) por cada gramo de biomasa. El
homogenado obtenido se centrifugd a 4.000 x g durante 30 minutos y 4°C y el
sobrenadante se clarific6 empleando un filtro Miracloth (Calbiochem, Alemania)
para, a continuacion, repartirlo en alicuotas que se mantuvieron a -20°C hasta su

uso.
[11.2.13.1.3 Obtencidn de los extractos proteicos de cultivos celulares

Las muestras de cultivos en monocapa Yy suspension se recogieron y
centrifugaron a 700 x g durante 5 minutos a 4°C, a continuacion, se resuspendio el
sedimento en PBS y se procedi6 a la extraccién de la PTS mediante tres ciclos de
congelacion (-196°C) y descongelacion (37°C). Seguidamente se centrifugd a

17.668 x g durante 5 minutos a 4°C, descartando el sedimento y distribuyendo el
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sobrenadante en alicuotas de un solo uso que se mantuvieron a -20°C hasta su

posterior analisis.

[11.2.13.2 Determinacién de la concentracion de proteina total soluble

La determinacion de la PTS se realizd0 mediante el método
espectrofotométrico de Bradford empleando Quick Start™ Bradford Protein Assay
(Bio Rad Laboratories, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
determinaciones se realizaron por duplicado, leyendo la absorbancia a 595 nm, en
un espectrofotometro Boeco S30 (Boeco, Alemania). La cuantificacion se realiz6 a
partir de una curva de calibracién realizada con 6 diluciones de albumina bovina
(Sigma-Aldrich, Reino Unido).

[11.2.13.3 Electroforesis desnaturalizante de proteinas (SDS-PAGE)

El andlisis electroforético de los extractos proteicos se llevé a cabo en
condiciones desnaturalizantes en geles de poliacrilamida discontinuos SDS-PAGE.
El gel concentrador se hizo al 4% de acrilamida:bisacrilamida (Bio Rad Laboratories,
EE.UU.), mientras que el separador se hizo al 12%. Como tampoén de electroforesis
se empled una solucion compuesta por 125 mM Tris Base; 192 mM Glicina y SDS al
0,1% (p/v). Como patron de peso molecular se utilizé “BenchMark™ Pre-Stained
Protein Ladder” (Invitrogen, EE.UU) en los geles que se iban a transferir a una
membrana y “BenchMark™ Protein Ladder” (Invitrogen, EE.UU.) en los geles que se

iban a tefir con azul de Coomassie.

Se analizaron 10 pg de PTS por carril que se diluyeron 1:1 (v/v) en tampon de
carga 2x (125 mM Tris-HCI; SDS 4% (p/v); B-mercaptoetanol 10% (p/v); Glicerol
20% (v/v) y azul de bromofenol 2%.). Las muestras se desnaturalizaron a 100°C
durante 3 minutos. Las electroforesis se realizaron en cubetas Miniprotean Il (Bio
Rad Laboratories, EE.UU.), a voltaje constante de 80 V hasta que las proteinas
superasen el gel concentrador y a 180 V durante la migracion de éstas en el gel
separador. Las proteinas se visualizaron con la tincibn de los geles durante 5

minutos en una solucion de azul de Coomassie (Sigma-Aldrich, Reino Unido) al
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0,3% (p/v); metanol al 45% (v/v) y acido aceético al 30% (v/v). Los geles se

destifieron en una solucion de metanol al 45% (v/v) y acido acético al 10% (v/v).

[11.2.13.4 Electrotransferencia de proteinas a membrana de nitrocelulosa

Los extractos de PTS resueltos electroforéticamente en SDS-PAGE, fueron
transferidos a membranas de nitrocelulosa Hybond ECL (GE Healthcare, Reino
Unido) con el equipo Mini Trans-blot cell (Bio Rad Laboratories, EE.UU.). Se empled
como tampoén de transferencia una solucion constituida por: 25 mM Tris-HCI; 190
mM Gilicina; SDS al 0,37% (p/v) y metanol al 20% (v/v). La transferencia se realizo
en frio y a voltaje constante (100V) durante 1 hora. Las membranas
electrotrasferidas se analizaron por medio de una tincién reversible con Ponceau S
al 0,1% (Sigma-Aldrich, Reino Unido).

[11.2.13.5 Inmunodeteccion de proteinas en membrana de nitrocelulosa.
Western blot

Las membranas fueron incubadas en solucion de bloqueo (leche desnatada
al 4%; PBS-T (PBS 1x con 0,1% (v/v) TWEEN 20) durante toda la noche a 4°C. A
continuacién, se incubaron con los anticuerpos primarios (ver apartado II1.1.6)
diluidos en tampdén de bloqueo, durante 1 hora a temperatura ambiente y en
agitacion constante. Transcurrida dicha incubacion, se realizaron tres lavados (dos
lavados en PBS-T de 10 minutos y uno de 5 minutos) y se procedio a la incubacion
con los anticuerpos secundarios correspondientes (ver apartado I11.1.6), diluidos en
solucion de bloqueo, durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion constante.
Posteriormente, las membranas fueron lavadas en PBS-T como se ha descrito
anteriormente. Para el revelado, se empleé ECL detection kit (GE Healthcare, Reino
Unido) siguiendo las recomendaciones del fabricante; el analisis de bandas se
realiz6 con el sistema de captacion de imagenes ChemiDoc™ XRS Gel Imaging
System (Bio Rad Laboratories, EE.UU.).
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[11.2.13.6 Caracterizacion de la expresion de las proteinas recombinantes

[11.2.13.6.1 Electroforesis automatizada

Cada una de las muestras (12 pg de PTS) fue cargada en un chip Pro260
(Bio Rad Laboratories, EE.UU.) y analizada en el bioanalizador Experion® (Bio Rad
Laboratories, EE.UU.), siguiendo las indicaciones del fabricante. Este sistema
resuelve y cuantifica muestras de proteinas en un rango de 10 a 260 kDa con una
sensibilidad similar a la tincion de Coomassie. El sistema se fundamenta en la
tecnologia microfluidrica, mediante la cual se puede obtener el porcentaje de la
proteina de interés respecto al total de proteinas presentes en la muestra al emplear
el marcador de peso molecular Pro260 (Bio Rad Laboratories, EE.UU.), optimizado

para este sistema electroforético.
[11.2.13.6.2 Analisis fluorimétrico

La cuantificacion fluorimétrica de la emision de la proteina reportadora verde
fluorescente (GFP) se llevo a cabo en el lector de placas Tecan GENios (Tecan,
Suiza), a partir de 20 ug de PTS de cada muestra, aplicando AEx= 485 nm y AEm=

535 nm, como longitudes de onda de excitacion y de emision, respectivamente.
[11.2.13.6.3 Andélisis por citometria de flujo

Para llevar a cabo este procedimiento, las células se resuspendieron en
tampdn de citometria (PBS 1x; 0,1% BSA y azida sodica al 0,01%) y se analizaron
en el citometro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson, EE.UU.). En cada ensayo
se analizaron 10° células con los parametros FSC y SSC con amplificacién de sefial
lineal, mientras que la amplificacion para la fluorescencia (FL-1) fue logaritmica. El

andlisis de resultados se realiz6 utilizando el programa WinMDI 2.9.
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[11.2.13.6.4 Analisis cuantitativo por western blot

La cuantificacion de la proteina Cap fue realizada mediante western blot. La
cantidad de proteina obtenida fue normalizada con un standard de proteina Cap de
concentracion conocida; asi se relacion60 la densidad de las bandas
inmunorreactivas con la concentracion final de proteina recombinante en cada

muestra.

[11.2.13.6.5 Microscopia Opticay de fluorescencia

Para la visualizacién de las células se empleé un microscopio invertido de
fluorescencia Leica DMIL (Leica Microsystems GmbH, Alemania), dotado de camara
y del filtro necesario para la deteccién de la emision de fluorescencia de la proteina
GFP (AEm= 535 nm).

[11.2.13.6.6 Purificacion de pseudoparticulas virales o VLPs

Para llevar a cabo la purificacion de VLPs [275] se parti6 de células Sf9
infectadas con los baculovirus recombinantes a una MOI de 0,1 pfu/célula. A las 96
hpi se recogieron las muestras, se lavaron 3 veces en PBS y finalmente el
sedimento se resuspendié en agua destilada y fue tratado con DNAsa | (Roche
Diagnostics, EE.UU.) durante 1 hora. A continuacion se afiadié Sarkosyl (Sodium N-
lauroylsarcosine, Sigma-Aldrich, Reino Unido) y EDTA hasta una concentracion final
del 2% y 5 mM, respectivamente, incubando las muestras a 4°C durante toda la
noche. Se centrifugaron a baja velocidad (2.000 x g, 5 minutos) y los sobrenadantes
se volvieron a centrifugar (131.453 x g; 2 horas y 30 minutos). El sedimento se
resuspendié en PBS, se extrajo dos veces con Vertrel XF (Sigma-Aldrich, Reino
Unido), y se centrifugd de nuevo (131.453 x g; 2 horas y 30 minutos). Finalmente, el
sedimento se resuspendi6 en PBS y se guardéo a 4°C hasta su empleo. La
concentracion de proteina de las preparaciones de VLPs se realiz6 mediante el
método Bradford.
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[11.2.13.6.7 Microscopia electrénica

Las muestras purificadas de VLPs se analizaron en el servicio de microscopia
electronica del Centro Nacional de Biotecnologia. Las muestras (5 pl) se depositaron
en rejillas cubiertas de cobre con pelicula de polivinilo, durante 1 minuto. La rejilla se
sumergio en acetato de uranilo al 2% durante 2 minutos, dejandose secar al aire a
temperatura ambiente. Las preparaciones fueron observadas empleando un

microscopio electrénico JEM 2000 Ex (JEOL, Japon).
[11.2.13.7 Determinacién del contenido de DNA por método fluorimétrico

Como medida indirecta de la estimacion del crecimiento celular se realiz6 el
método descrito para diversas lineas celulares, basado en la determinacién de la
fluorescencia emitida por el fluorocromo Hoechst 33258 gracias a su capacidad de
intercalarse en el DNA [276]. Las muestras de células Sf21 (2x10°) infectadas con el
baculovirus recombinante a una MOI de 0,1 6 5 pfu/célula y recogidas a diferentes
tiempos (16, 24, 48 y 72 hpi), se centrifugaron (12.000 x g, 10 s), y el sedimento fue
resuspendido en 200 pl de tampdn de lisis (150 mM NaCl, 150 mM Citrato sédico) y
mantenido durante 30 minutos en agitacién a temperatura ambiente. Seguidamente,
se sometieron las muestras a tres ciclos de sonicacion de un minuto. De este
volumen se cogieron 100 pl y se mezclaron con otros 100 pl de Hoechst 33258 (1
ug/ml) en tampon TNE 1x (10 mM Tris-HCI (pH 8), 100 mM NaCl, 1 mM EDTA), y se
dejaron durante 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. A continuacion,
se depositaron alicuotas de 100 pl en una placa de 96 pocillos y se cuantifico la
emision del cromogeno Hoechst 33258 en un lector de placas Tecan GENios
(Tecan, Suiza), empleando como longitud de onda de excitacién y emision 360 nmy

465 nm, respectivamente.
[11.2.13.8 Analisis del ciclo celular

Para ver las alteraciones del ciclo celular causadas por la infeccion de los
baculovirus recombinantes en células Sf9 infectadas a una MOI de 0,1 pfu/célula, se

extrajeron muestras cada 3 horas y se procedié con el protocolo de analisis por
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citometria de flujo descrito en la referencia [30]. Segun este protocolo, las células
fijadas con etanol al 70% se pasaron a través de una jeringa de 23-gauge y se
lavaron dos veces en PBS 1X, a continuacion se resuspendieron en 500 ul de
solucién de marcaje (50 pg/ml yoduro de propidio (Sigma-Aldrich, Reino Unido) en
PBS 1x y 5 ug/ml RNAsa (Sigma-Aldrich, Reino Unido)), y se mantuvieron durante
15 minutos a 37°C. Para su andlisis se usoO el citometro de flujo FACSCalibur
(Becton Dickinson, EE.UU.) y el programa FlowJo 8.5.2 (Tree Star, EE.UU.),
descartando las particulas fuera del tamafio normal de la poblacién y contando al

menos 5x10* células en cada muestra.
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IV.1 Determinacién de la actividad promotora de elementos

reguladores del lepidoptero Trichoplusia ni (T. ni) en ACMNPV

IV.1.1 Caracterizacion funcional de laregion 5" de los genes AJHSP-1,
BJHSP-1y BJHSP-2 del lepidoptero T. ni en el sistema BEVS

La incipiente relevancia del sistema BEVS en la industria biotecnolégica
confirma la importancia de explorar nuevos promotores que palien las deficiencias
de los usados hasta ahora. Una posible fuente de promotores son los insectos del
orden Lepidoptera, origen de las lineas celulares utilizadas en la produccién de
proteina recombinante en este sistema. Esta tesis ha centrado la busqueda en el
lepidéptero Trichoplusia ni (T. ni), hospedador natural del baculovirus ACMNPV y
fuente de la linea celular Tn-5. Su alta actividad metabdlica, reflejada en un
incremento diario del 20% del peso corporal [277, 278] y la continua reorganizacion
de los tejidos durante la metamorfosis, ha permitido conjeturar la existencia de

promotores fuertes que dirijan la incesante sintesis de proteinas en este insecto.

El primer paso fue analizar las proteinas mas abundantes del extracto de
larva en los diferentes estadios (L1 a L5). Para ello se separaron los extractos
solubles por SDS-PAGE vy se tifleron con azul de Coomassie. En el estadio L5
aparecié una banda proteica de 80 kDa (Figura 6A) que representd el 60% de la
proteina total, y evidencié una dinamica de acumulacion creciente. Tras someter la
banda a un analisis por espectrometria de masas MALDI-TOF, se identificaron tres
proteinas: la proteina &cida suprimible por la hormona juvenil 1 (AJHSP-1), la
proteina basica suprimible por la hormona juvenil 1 (BJHSP-1) y la proteina basica
suprimible por la hormona juvenil 2 (BJHSP-2), siendo esta Ultima la mas
abundante. La principal funcion de estas proteinas es ser fuente de aminoacidos
para la reorganizacion tisular durante la metamorfosis. El andlisis semicuantitativo
del mRNA del gen BJHSP-2 por RT-PCR determiné un pico de transcripcion el
tercer dia del estadio L5 (Figura 6B), coincidiendo con el inicio de la acumulacion de

las proteinas presentes en la banda de movilidad electroforética de 80 kDa.

59



Resultados
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Figura 6. Acumulacién de las proteinas de almacenamiento en T. ni

A) Patrén electroforético (SDS-PAGE vy tincion Coomassie) de las proteinas solubles de la larva a lo
largo de su desarrollo (L1-L5) y especifico del ultimo estadio (L5d1-L5d5). Una banda de 80 kDa,
presente solo en el estadio L5, representd el 60% de la proteina total soluble. B) Andlisis de los
niveles de transcritos del gen BJHSP-2 durante el estadio L5 mediante RT-PCR. Incremento de la
transcripcion el tercer dia del estadio, coincidiendo con el inicio de la acumulacién de las proteinas
presentes en la banda de 80 kDa.
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La abundante acumulacion de proteina en un periodo de tiempo tan corto
sugeria la presencia de promotores fuertes tras de su expresion. La secuencia de la
region 5° no traducida de los genes AJHSP-1, BJHSP-1 y BJHSP-2 ya habia sido
descrita por Jones [279] por lo que, para contrastar la hipétesis previa, se disefiaron
cebadores especificos con los que se amplificé por PCR la citada region en los tres
genes, empleando como molde el genoma completo de T. ni. Los amplicones se
denominaron pA, pBl y pB2, correspondiéndose con los promotores de los genes
AJHSP-1, BJHSP-1 y BJHSP-2, respectivamente. Se incorporaron al baculovirus
ACMNPV, en sustitucion del promotor polh, y se infectaron células Sf21 a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 5 pfu/célula, recogiéndose las muestras a las 72
hpi. La actividad promotora se caracterizd6 mediante el analisis de la expresion de la
proteina reportadora GFP. Todos los baculovirus generados expresaron GFP,
destacando sobre los demas pB2GFP (Figura 7A). Mediante la infeccion de células
con los baculovirus polhGFP o pB2GFP a una MOI de 5 pfu/célula, y la
caracterizacion de su dinamica temporal de expresion por citometria de flujo, se
observé que el baculovirus pB2GFP propiciaba una expresibn mas temprana y
homogénea, pero menos fuerte a tiempos tardios, que el baculovirus polhGFP
(Figura 7B).
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Figura 7. Caracterizacion de la actividad promotora de las secuencias pA, pBly pB2,
derivadas del lepidéptero T. ni, en el baculovirus AcCMNPV

Las secuencias sustituyeron al promotor polh en el baculovirus, empleado para infectar células Sf21
(5 MOI) y determinar la expresion de GFP. A) Determinacién del grado de acumulacién de GFP
mediante cuantificacion fluorimétrica de extractos de células infectadas con los baculovirus
recombinantes generados. B) Dinamica de la expresién de la proteina GFP en células infectadas por
los baculovirus: silvestre (control), polhGFP o pB2GFP, mediante citometria de flujo. Los resultados
son la media obtenida a partir de tres ensayos independientes.
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IV.1.2 Andlisis de las regiones esenciales para la actividad promotora de

la secuencia pB2 en AcMNPV

La secuencia pB2, que se caracterizé en el laboratorio [280], presenté varias

diferencias respecto a la secuencia anotada del extremo 5" del gen BJHSP2

(n° acceso GenBank: U41640): 2 inserciones, 8 deleciones y 17 mutaciones (Figura

8). El analisis bioinforméatico de la secuencia predijo 7 lugares de union vinculados a

elementos de respuesta a hormonas, de los cuales 4 correspondian a elementos

putativos de respuesta a la hormona ecdisona (EcR) y 3 a lugares putativos Broad-
Complex (Br-C) (Figura 8).
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Figura

8. Andlisis de la secuencia pB2, aislada del lepidéptero T. ni, e identificaciéon

elementos reguladores presentes
Alineamiento de la regidon promotora del gen BJHSP2 (n° acceso GenBank: U41640) y secuencia
pB2, caracterizada en esta tesis. Se indica: el lugar de inicio de la transcripcion (4), la caja TATA
(subrayada), los lugares putativos de unién EcR (azul) y Br-C (rojo) y las posiciones no conservadas
entre ambas secuencias (gris).
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En funcidon de la distribucion de estos elementos en la secuencia pB2 se
sintetizo la secuencia denominada pB2s, en la que se habian incorporado sitios de
restriccion para la posterior generacion de versiones truncadas de la secuencia
promotora. Dicha incorporacién no supuso ninguna modificacion en el grado de
expresion de la proteina GFP, tal y como pudo comprobarse mediante la obtencion
del correspondiente baculovirus recombinante (Figura 9). La finalidad del
fraccionamiento fue dilucidar el posible papel regulador que estos elementos
pudiesen estar ejerciendo sobre la actividad promotora de la secuencia en ACMNPV.
Cada fragmento generado se introdujo en el baculovirus en sustitucion del promotor
polh vy, tras la infeccidn de las células, se cuantificé su actividad mediante analisis
fluorimétrico de la expresion de la proteina GFP (Figura 9). Toda la serie de
deleciones en el extremo 5" (pB2;, pB2,, pB23 y pB24) conllevé un descenso en la
expresion de la proteina GFP en relacion a pB2s (95%, 96%, 42% y 43%,
respectivamente). Ademas, la eliminacion de la region comprendida entre las dianas
Nael y Smal o entre Nael y Dral, fragmentos pB2s y pB2s respectivamente,
suprimié la actividad promotora de pB2s. Por otra parte, la regién entre Nael y Smal,
fragmento pB2g, parecia contener los principales elementos reguladores, ya que
presentaba un nivel de actividad similar al de la secuencia pB2s. De estos datos se
dedujo el papel crucial de esta region en la actividad transcripcional del promotor
pB2. También se observé que la delecion del lugar putativo de union a Br-C del
fragmento pB2g, provocaba un descenso de su actividad promotora, como reflej6 la
construccién pB2,9, sugiriendo la importancia de su papel como elemento regulador.
Al analizar la actividad del fragmento Nael y Dral (pB2s), en el que se habian
eliminado los dos lugares putativos Br-C, se aprecid un incremento de la
fluorescencia de un 37% respecto a la secuencia completa (pB2s), resultando el
fragmento con mayor actividad promotora de todos los analizados.
Sorprendentemente, cuando este fragmento contenia los dos sitios putativos de
union a Br-C (pBi1), la actividad promotora se abolia por completo. De este
resultado se dedujo que los sitios putativos de unién a Br-C podian ser deletéreos

para la actividad promotora en determinadas circunstancias en células Sf21.
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Figura 9. Esquema ilustrado de las versiones truncadas de la secuencia pB2 y su actividad
promotora

Los fragmentos se incorporaron al baculovirus AcMNPV, empleado para infectar células Sf21 (5 MOI)
y determinar por andlisis fluorimétrico la expresién de la proteina GFP a las 72 hpi. Los lugares de
union a Br-C y EcR se indican en rojo y azul, respectivamente. El motivo TATA y el lugar de inicio de
transcripcién se indican como una caja blanca. Los resultados son la media obtenida a partir de tres
ensayos independientes.
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IV.2 Generacion de promotores hibridos (insecto-baculovirus) e
influencia de laincorporacion de un elemento enhancer en
AcMNPV

IV.2.1 Cooperacion sinérgica entre la secuencia pB2 y los promotores de

baculovirus polh y p10

Los datos obtenidos en el apartado anterior indicaron que la secuencia pB2
presentaba una actividad promotora mas temprana y uniforme que polh, pero mas
débil en la fase final. Con el propésito de integrar las caracteristicas del promotor
pB2 con las de los promotores muy tardios de AcMNPV (polh y pl10), se
construyeron las siguientes secuencias promotoras hibridas: pB2polh, polhpB2,
pB2p10 y p10pB2. Para monitorizar su actividad se generaron los correspondientes
baculovirus recombinantes, empleando la proteina GFP como reportadora. Los
resultados mostraron que la posicion de la secuencia pB2 en el hibrido influia de
manera considerable en la expresion de la proteina (Figura 10A). Asi, cuando se
localizaba aguas abajo del extremo 3" de la secuencia polh (polhpB2), la
construccion presentaba una expresion mas temprana (24 hpi) a la dirigida por los
promotores polh y p10, mientras que si se localizaba aguas arriba (pB2polh), la
expresion caia por debajo de los promotores de referencia. La quimera pB2p10
alcanzo los mejores niveles de expresion a las 48 hpi, incrementando la expresion
inducida por los promotores polh y p10 en un 22% y un 28%, respectivamente. A la
misma hora, el nivel de expresiéon del hibrido p10pB2 fue un 83% y un 82% menor.
Sorprendentemente, al realizar la caracterizacién en la linea Tn-5, ninguna de las
combinaciones de promotores analizadas lograron mejorar los niveles de polh
(Figura 10B).
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Figura 10. Analisis comparativo de la expresion de la proteina GFP por los promotores
hibridos generados
Las quimeras se incorporaron al baculovirus, empleado para infectar células Sf21 (A) y Tn-5 (B) a
una MOI de 5 pfu/célula y determinar la expresién de la proteina GFP por ensayo fluorimétrico. Los
resultados son la media obtenida a partir de tres ensayos independientes.
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IV.2.2 Relevancia de laincorporacion de una copia adicional de laregion
homoéloga 1 (hrl) de AcCMNPV

La incorporacion de una copia de la region homdloga 1 (hrl) del baculovirus
AcMNPV, precediendo al promotor polh, potencia la transcripcion del gen heterdlogo
[236]. Por este motivo, se estudio el efecto de la insercion en el promotor pB2 y en
las quimeras. Se crearon las construcciones (hrlpB2polh; hripB2p10, hrlpolhpB2,
hripl0pB2 y hrlpB2) y sus correspondientes baculovirus, que se emplearon para
infectar células Sf21 a una MOI de 5 pfu/célula (Figura 11). El analisis del patrén de
expresion de la proteina GFP reveld un incremento de la expresion en todos los
casos.
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Figura 11. Expresién de la proteina GFP tras la insercion de una copia adicional de la region
homéloga 1 en los baculovirus recombinantes

La secuencia hrl se incorpord a los baculovirus, empleados para infectar células Sf21 a una MOI de
5 pfu/célula y determinar la expresion de GFP, a las 72 hpi, por ensayo fluorimétrico. Los resultados
son la media obtenida a partir de tres ensayos independientes.
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IV.3 Caracterizacion funcional de los factores reguladores IEO e IE1

Los promotores muy tardios de AcMNPV, polh y p10, se emplean de forma
rutinaria para expresar proteinas heterélogas en el sistema BEVS. Sin embargo, la
expresion en esta fase de la infeccion coincide temporalmente con el inicio de las
alteraciones moleculares, estructurales y funcionales provocadas en la célula por el
efecto citopético de la infeccion virica. El virus ACMNPV codifica para una serie de
proteinas capaces de modular la respuesta celular a la infeccién, entre ellas la
proteina IE1 y la proteina IEQ. Por este motivo, se estudio el efecto en el curso de la
infeccion de la insercibn en el genoma del baculovirus de una segunda copia
codificante para estas dos proteinas (cDNA Ac-ie-01), expresadas bajo un promotor
fuerte. Para ello, se gener6 el baculovirus polhAc-ie-01, que expresaba el cDNA que
codifica para ambas proteinas bajo el promotor polh, y se infectaron células Sf9 y

Sf21 para estudiar el efecto provocado con esta incorporacion.

En la linea celular Sf9 se observdé desde muy temprano (6 hpi) un mayor
incremento (10%) de la poblacién celular al ser infectada con el baculovirus polhAc-
ie-01 respecto a la infeccion con el baculovirus control, polhnGFP (Figura 12A). Este
dato se confirmd en la linea celular Sf21 al realizar una medida indirecta de
crecimiento celular mediante la cuantificacion del DNA con el fluor6foro Hoechst
33258 (Figura 12C y D). El analisis del ciclo celular de las primeras 6 hpi determiné
el punto donde ocurria la divergencia entre las poblaciones de células,
observandose en las infectadas por el baculovirus polhAc-ie-01 un incremento de la
fase S a las 3 hpi, que mas tarde se reflejaba en un aumento de la fase G1 (Figura
12B). Esto se correlacionaba con el incremento del nimero de células visto a ese

tiempo (Figura 12A).

En la linea Sf21, cultivada en monocapa, e infectada a una MOI de 5 (Figura

12C) 0 0,1 (Figura 12D), se observé un comportamiento similar.
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Figura 12. Efecto de la sobreexpresion de los factores IEQ e IE1 sobre la proliferacion celular
A) Recuento celular de la linea celular Sf9 infectada a una MOI de 0,1 pfu/célula con los baculovirus
polhGFP (M) o polhAc-ie-01 (@®). B) Afectacion del ciclo celular de células Sf9 durante la fase
temprana de infeccion. Cuantificacion fluorimétrica del DNA (lineas) y recuento celular (barras) de la
linea Sf21 infectada a una MOI de 0,1 pfu/célula (C) o 5 pfu/célula (D) con los baculovirus polhGFP
(barras blancas y lineas grises) o polhAc-ie-Ol(barras y lineas negras). U.A.F; Unidades arbitrarias
de fluorescencia. Los resultados son la media obtenida a partir de tres ensayos independientes.

70



Resultados

A continuacién, se valord la posible relacion de la sobreexpresion de estos
factores en la prolongacién de la vida en las células infectadas por el baculovirus.
Para ello, se estudio la viabilidad celular de la linea Sf9 a lo largo de la infeccion con
los baculovirus polhAc-ie-01 y polhGFP (Figura 13A). Este dato permitié establecer
gue la sobreexpresion de IEO e IEL1 incrementaba la viabilidad celular (Figura 13A).
Adicionalmente, y como medida indirecta de la lisis celular, se determind el
contenido de DNA virico intracelular a partir de los datos del ciclo celular, ya que
este valor se corresponde con la regidon superior a 4N. De manera complementaria,
la medida del DNA virico intracelular se correlacionaba con la viabilidad celular

(Figura 13B), siendo mayor en las células infectadas por el baculovirus polhAc-ie-01.

La determinacion del titulo de virus extracelular no mostré diferencias
significativas, sugiriendo que los hallazgos descritos eran independientes de

aspectos relacionados a la carga virica (Figura 13C).

El efecto de la sobreexpresion de los factores IEO e IE1 se observo en las
lineas derivadas del lepidéptero S. frugiperda (Sf21 y Sf9) y en la linea Tn-5,
derivada de T. ni. La mayor adherencia al sustrato de esta Ultima permitio ver el
efecto protector frente a la infeccion, apreciandose una monocapa celular (96 hpi)
intacta en las células infectadas con el baculovirus polhAc-ie-01 y muy deteriorada

en las infectadas por polhGFP. (Figura 13D).
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Figura 13. Efecto de la sobreexpresion de los factores IEO e IE1 sobre la viabilidad celular y la
produccién de virus en células infectadas

A) Viabilidad celular de la linea celular Sf9 infectada a una MOI de 0,1 pfu/célula con los baculovirus
polhGFP (H) o polhAc-ie-01 (@) y contenido de DNA virico intracelular (>4N) determinado por
citometria de flujo (B). C) Titulo de virus extracelular del baculovirus polhGFP (blanco) y polhAc-ie-01
(negro). D) Microfotografias obtenidas por microscopia éptica (20x) de células Tn-5 infectadas a 96
hpi y a una MOI de 5 pfu/célula.
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IV.4 Combinacion de elementos en cis y factores en trans en un

casete de expresion para el baculovirus ACMNPV

Estudios previos demostraron que las proteinas inmediatamente tempranas
del baculovirus, IEO e IE1, estaban involucradas en la activacion transcripcional de
diferentes promotores viricos mediante la interaccion con las secuencias hr o de
manera independiente a éstas [56-58]. Con el objeto de incrementar la actividad
promotora de las construcciones portadoras de una copia adicional de la secuencia
hrl que habiamos generado, nos planteamos incluir el cDNA Ac-ie-01, que codifica
para ambos factores (IEO e IE1). Se trataba con ello de combinar elementos en cis y

factores en trans en un casete de expresion policistrénico.

En la Figura 14 se muestra la distribucion de los elementos del casete de
expresion propuesto, donde el componente central es la regién homologa 1 (hrl) vy,
en torno a ella, se dispone el promotor que dirige la expresion del cDNA Ac-ie-01
(en sentido levdgiro) y el promotor que dirige la expresion del gen de interés (en
sentido dextrdgiro).
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polhAc-ie-01/hr1pB2,p10GFP

Figura 14. Modelo propuesto de casete de expresion

A la secuencia promotora hrlpB2pl0, la mas eficiente hasta el momento, se
le sustituyé el promotor pB2 por el fragmento pB2y, de mayor fuerza (Figura 9),
dando lugar a la secuencia hrlpB2¢p10, utilizada para dirigir la expresion del gen de
interés (GFP). Como resultado final, se generé la construccién polhAc-ie-

01/hr1pB29pl0GFP y su correspondiente baculovirus.

El nivel de produccién de proteina recombinante se determiné realizando
infecciones sincronizadas (5 MOI) en células Sf21, en las cuales se comparaba la
expresion de la proteina GFP obtenida por baculovirus recombinante con el casete
polhAc-ie-01/hrlpB29p10GFP frente al baculovirus convencional (polhGFP). Se
observé una mayor expresion de la proteina GFP en células infectadas con el nuevo
casete respecto a las infectadas con el baculovirus polhGFP (Figura 15A),
superando el 40% de la PTS frente a un 15% en el baculovirus convencional (Figura
15B). Ademas, se identificé una dinamica de expresiéon diferente, incrementandose

en el tiempo con el nuevo casete (Figura 15B).
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A partir de estos resultados, se estudié qué otros promotores podrian
incluirse en el casete de expresion desarrollado para incrementar su rendimiento.
Asi, se seleccionaron los mas usados en el sistema BEVS, polh y p10 (de expresion
muy tardia), y el promotor tardio p6.9, de menor actividad pero mas temprana. Asi,
se generaron las construcciones: polhAc-ie-01/hrlpolhGFP;  polhAc-ie-
01/hr1pl10GFP; polhAc-ie-01/p10GFP; polhAc-ie-01/hr1p6.9GFP; polhAc-ie-01/
hrip6.9p10GFP y polhAc-ie-01/ hrlpolhpl0GFP.

La funcionalidad de las nuevas propuestas de casete de expresion se verifico
con la generacion de los respectivos baculovirus, usados para infectar de forma
sincrénica (5 MOI) células Sf21. Como muestra la Figura 15C, la presencia del
promotor p10 influy6 en gran medida en los niveles de expresion del casete, ya que
su presencia (solo o formando parte de una quimera) determiné un incremento en la
expresion de la proteina reportadora respecto a los promotores polh, p10 o p6.9
individualmente. Al suprimir la secuencia hrl del casete (polhAc-ie-01/p10GFP), la
expresion de la proteina GFP cay6 de forma drastica, lo que sugirié la importancia
de este elemento en la actividad del casete. De manera sorprendente, cuando el
promotor polh fue el encargado de expresar el gen reportador GFP, dentro de la
estructura del casete (polhAc-ie-01/hrlpolhGFP), apenas se logré detectar
expresion, sugiriendo este hecho que la sobreexpresion de las proteinas IEO e IE1
pudiese ser negativa para la actividad promotora de polh, incluso en presencia de la
secuencia hrl (Figura 15C). Fue necesaria la incorporacion de la secuencia p10 a
continuacion del promotor polh (polhAc-ie-01/ hrlpolhplOGFP) para detectar un

incremento de la expresion de GFP.
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Figura 15. Analisis comparativo de la expresion de la proteina GFP por el nuevo casete y los
promotores convencionales del sistema BEVS

El casete de expresion inicial y sus variantes se incorporaron al baculovirus, que fue empleado para
infectar células Sf21 a una MOI de 5 pfu/célula y determinar la expresion de GFP. A) Tincién con azul
de Coomassie de la separacion (SDS-PAGE) de la PTS de las células infectadas con los baculovirus
polhGFP o polhAc-ie-01/hrlpB24p10GFP (casete inicial). B) Produccion de GFP (porcentaje respecto
a la proteina total soluble) mediante electroforesis automatica microfluidica de los extractos proteicos,
en blanco (polhGFP) y en negro (polhAc-ie-01/hrlpB29p10GFP). C) Determinacion de la expresion
de la proteina GFP por ensayo fluorimétrico de los diferentes casetes de expresion generados: A,
polh; B, p10; C, p6.9; D, pB2; E, polhAc-ie-01/hr1polhGFP; F, polhAc-ie-01/p10GFP; G, polhAc-ie-
01/hr1p6.9GFP; H, polhAc-ie-01/hr1p10GFP; I, polhAc-ie-01/ hrlpB2op10GFP; J, polhAc-ie-01/
hrip6.9p10GFP y K, polhAc-ie-01/ hrlpolhp10GFP. Los resultados son la media obtenida a partir de
tres ensayos independientes.
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En el baculovirus silvestre (AcMNPV), los factores IEOQ e IE1 se expresan muy
temprano y en un nivel bajo tras ser infectada la célula. Sin embargo, su
sobreexpresion en el baculovirus que contiene el casete desarrollado esta dirigida
por el promotor polh, fuerte y muy tardio. A continuacion, nos planteamos usar un
promotor mas temprano para expresar el cDNA Ac-ie-01, empleando finalmente el
gue habiamos caracterizado en el laboratorio, pB2g. El nuevo baculovirus pB2¢Ac-ie-
01/hrlpB29pl0GFP se comparé con polhAc-ie-01/hrlpB29opl0GFP, polhAc-ie-
01/hr1p6.9p10GFP y con polhGFP. Como se observa en la Figura 16, el cambio de

promotor no altero los niveles de expresion de la proteina GFP.
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Figura 16. Influencia del promotor empleado para expresar el cDNA Ac-ie-01 en la expresion
de la proteina recombinante GFP

Las variantes del casete de expresion se incorporaron al baculovirus, que fue empleado para infectar
células Sf21 a una MOI de 5 pfu/célula y determinar la expresion de la proteina GFP por
cuantificaciéon fluorimétrica. Los baculovirus comparados fueron: polhGFP (H), pB2jAc-ie-
01/hr1pB2ypl0GFP (A), polhAc-ie-01/hripB2ypl0GFP (A) y polhAc-ie-01/hrlp6.9p10GFP (@). Los
resultados son la media obtenida a partir de tres ensayos independientes.
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A partir de los resultados obtenidos con los diferentes casetes de expresion
desarrollados, se seleccioné el 6ptimo (polhAc-ie-01/hrlp6.9p10GFP) (Figura 17). El
baculovirus genéticamente modificado, portador de esta construccion, fue sometido

a un estudio mas exhaustivo, que se detalla a continuacion.

polhAc-ie-01/hr1p6.9p10GFP

Figura 17. Casete de expresion final

En primer lugar, se caracterizo el baculovirus portador del casete mediante la
infeccion de células Sf9 en suspensién, simulando unas condiciones de produccion
mas cercanas a las de la industria (biorreactores). Las células cultivadas a una
concentracion de 2x10°%ml e infectadas a una MOI de 0,1 pfu/célula, sirvieron para
analizar la dinamica de expresion de la proteina GFP por citometria de flujo (Figura
18). Esto permitié observar una expresion mas abundante y temprana, desde las 24
hpi, de la proteina reportadora en las células infectadas con el baculovirus polhAc-
ie-01/hr1lp6.9p10GFP respecto a polhnGFP. Se aprecié también una mayor pérdida
de fluorescencia con el paso del tiempo en las células infectadas por el baculovirus
polhGFP, que se reflej6 en un incremento de los eventos en la zona media del
histograma (region M1; Figura 18).
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Figura 18. Analisis del perfil de expresién de la proteina GFP del casete de expresion final

El casete de expresién se incorpor6 al baculovirus, denominado polhAc-ie-01/hr1p6.9p10GFP (rojo),
y con él se infectaron células Sf9 a una MOI de 0,1 pfu/célula. Como control se us6 el baculovirus
polhGFP (gris). La expresion se caracterizd por citometria de flujo. El % indicado se corresponde con
los eventos localizados en la region central del histograma (M1).

El patron de expresion de la proteina GFP en las células infectadas se
analizé separando electroforéticamente los extractos proteicos solubles obtenidos
de los cultivos celulares y tiéndolos con azul de Coomassie. Desde las 24 hpi, se
observo una Unica banda del tamafio esperado y constante a lo largo de la infeccion
con el baculovirus polhAc-ie-01/hrlp6.9p10GFP. En contraste, las células infectadas
con el baculovirus convencional, polnGFP, mostraron una menor expresion de la

proteina GFP (Figura 19A) e incluso, a tiempos tardios (96 y 120 hpi), una
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disminucién en el tamafio de la banda. Para corroborar este hallazgo y comprobar la
identidad de la banda se realiz6 una inmunodeteccion con un anticuerpo monoclonal
anti-GFP, mientras que se utilizO un anticuerpo monoespecifico anti-Actina para
determinar el estado de una proteina constitutiva y como control de carga. Asi, se
confirmé que en las células infectadas con el baculovirus polhAc-ie-
01/hr1p6.9p10GFP la banda detectada desde las 24 hpi era GFP, y mantenia el
tamafno esperado de forma constante. Sin embargo, con el baculovirus polhnGFP se
aprecio una banda del tamafio deseado a las 48 y 72 hpi, ademas de formas de un
mayor tamafio que podrian sugerir un procesamiento andémalo de la proteina
recombinante, y una banda de tamafio menor probablemente como consecuencia
de la degradacion por proteasas celulares a tiempos tardios (Figura 19B). Asimismo,
se observo que la cantidad de actina en las células infectadas con el baculovirus
convencional disminuia a partir de las 48 hpi, llegando a desaparecer la sefial a las
96 hpi. Por el contrario, con el baculovirus polhAc-ie-01/hr1p6.9p10GFP la cantidad
de actina se mantuvo constante a lo largo de la infeccién (Figura 19B). Estos
resultados, junto con los obtenidos en el ensayo de citometria de flujo, apuntaban a
un descenso del efecto citopatico del virus sobre la célula cuando se usaba el
baculovirus portador del casete (polhAc-ie-01/hr1p6.9p10GFP).

El andlisis de los extractos celulares mediante electroforesis microfluidica
(Figura 19C) determind que, a partir de las 96 hpi, en las células infectadas con el
baculovirus polhAc-ie-01/hr1p6.9p10GFP, la proteina recombinante representaba
més del 50% de la proteina total soluble, mientras que en las células infectadas con
el baculovirus polhGFP solo alcanzaba un 17%. Ademas, en este caso, a partir de
las 72 hpi la cantidad de GFP descendia de forma drastica. Estos datos se
correspondian con los resultados observados por citometria de flujo y la
inmunodeteccion de actina. La diferencia en el nivel de expresion de la proteina
recombinante en los cultivos celulares infectados con ambos virus, sometidos a luz

UV, queda patente en la Figura 19D.

80



Resultados

A

polhGFP polhAc-ie-01/hr1p6.9p10GFP
kDa 0 24 48 72 96 120 hpi 0 24 48 72 96 120 hpi
30 - <GFP_ - o an e
25 —
20-- —
B 0 24 48 72 96 120 hpi

A B A B A B A B A B A B

— B TR e W CFP
N R BT R 2. i
w ’
ﬂﬁgWElﬁl u S0 CACTINA

A, polhGFP; B, polhAc-ie-01/hr1p6.9p10GFP

D

O

soluble
N w o al (e)] ~
o o o o o o
1 1 1 1 1 J

% GFP en proteina total
H
o

LAl

24 48 72 96 120
Tiempo posinfeccién (h)

o
]

Figura 19. Expresién de la proteina GFP en células Sf9 cultivadas en suspensién e infectadas
con los baculovirus polhGFP o polhAc-ie-01/hr1p6.9p10GFP a una MOI de 0,1 pfu/célula

A) Analisis de la expresién de la proteina GFP mediante SDS-PAGE vy tincion con azul de
Coomassie. B) Analisis de la expresion de la proteina GFP por inmunodeteccion utilizando un suero
especifico en extractos de células infectados con cada baculovirus. C) Cuantificacion de la GFP
expresada en relacién a la PTS de células infectadas mediante electroforesis microfluidica. En
blanco, células infectadas con el virus polhnGFP, en negro células infectadas con el virus polhAc-ie-
01/hrlp6.9p10GFP. D) Fotografia tomada de los cultivos infectados con los baculovirus polhGFP
(izquierda) o polhAc-ie-01/hr1p6.9p10GFP (derecha) a las 72 hpi, e iluminados con luz UV.
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El paso siguiente fue comprobar la relacion, a lo largo del tiempo, entre el
nivel de produccion de la proteina recombinante y la viabilidad celular del cultivo. El
pico maximo de produccion de GFP (111 mg/L) de las células infectadas por el
baculovirus convencional, polhGFP, se localiz6 a las 72 hpi (Figura 20) y coincidio
con una viabilidad celular del 63%, alejada de la empleada como referencia (80%)
para recoger los productos en un biorreactor. En las células infectadas con el
baculovirus polhAc-ie-01/hr1p6.9p10GFP, el maximo de produccién GFP (406 mg/L)
se alcanzo a las 96 hpi, coincidiendo con un 80% de la poblacién viable (Figura 20).
A 120 hpi, la viabilidad celular fue superior al 50%, frente a un 5% en las células

infectadas por el baculovirus convencional polhnGFP (Figura 20).
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Figura 20. Cuantificacion de la produccién de GFP y de la viabilidad celular en células Sf9
cultivadas en suspension e infectadas con los baculovirus polhGFP o polhAc-ie-
01/hr1p6.9p10GFP

La cantidad de GFP (mg/L) se representa con barras blancas (polhGFP) o negras (polhAc-ie-
01/hr1lp6.9p10GFP) y la viabilidad celular (%) se representa con lineas (polhGFP, [J; polhAc-ie-
01/hr1p6.9p10GFP, O).
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Por ultimo, se quiso verificar la reproducibilidad de los resultados en una linea
celular derivada de lepidoptero T. ni (Figura 21). Para ello, se infecté un cultivo de la
linea Tn-5, a una MOI de 5 pfu/célula, con los baculovirus polhGFP o polhAc-ie-
01/hr1p6.9p10GFP y se analizd la expresion de la proteina GFP en geles de
poliacrilamida tefiidos con azul de Coomassie y el nivel de fluorescencia mediante
microscopia de fluorescencia. Como puede verse en la Figura 21, tanto la intensidad
de fluorescencia como la cantidad de proteina recombinante acumulada, permitieron
determinar que las propiedades del nuevo casete de expresion se reproducian en

ambos tipos celulares.

polhAc-ie-01/
hrlp6.9p10GFP

polhGFP

Po———

e R

48 hpi

72 hpi

Figura 21. Expresién de la proteina GFP en células Tn-5 infectadas con los baculovirus
polhGFP o polhAc-ie-01/hr1p6.9p10GFP a una MOI de 5 pfu/célula

Andlisis de la expresion de la proteina GFP mediante SDS-PAGE vy tincion con azul de Coomassie y
microfotografias obtenidas por microscopia de fluorescencia (10x).
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IV.5 Caracterizacion del casete de expresion en un modelo in vivo

La caracterizacion del casete en un modelo in vivo se realizé en larvas del
lepidoptero T. ni. Este insecto posee caracteristicas (un alto rendimiento, un
reducido coste de produccion y la posibilidad de automatizacion) que lo hacen muy
atractivo para su uso como factoria biolégica. El estudio se realizO con los
baculovirus polhAc-ie-01/hr1p6.9p10GFP y polhGFP.

Inicialmente, se comprob¢ si el efecto citopatico inherente a la infeccion era
paliado también en este modelo. Para ello, se infectaron larvas con una dosis de
5x10° pfu/larva y se observé la tasa de supervivencia a las 96 hpi. Mientras que el
81% de las larvas infectadas con el baculovirus polhAc-ie-01/hrlp6.9p10GFP se
recuperd en buenas condiciones, el porcentaje bajo al 15% en las infectadas con el
baculovirus polhnGFP (Figura 22A). En consecuencia, la biomasa recolectada al final
del proceso fue el doble que la de partida en las primeras, y la mitad que la inicial en
las segundas (Figura 22B). Los niveles de expresion de la proteina reportadora GFP
fueron superiores en las larvas inoculadas con el baculovirus polhAc-ie-
01/hr1p6.9p10GFP (Figura 22A). Si consideramos que la proteina recombinante
generada en larvas de insecto guarda relacion con la biomasa recuperada y, en la
mayoria de las ocasiones, con la dosis de virus inoculada, podemos afirmar que el
casete de expresion permite superar ampliamente el nivel de produccién establecido
para este modelo. Por ultimo, los resultados mostraron unas propiedades del
baculovirus portador del casete semejantes a las observadas en el modelo celular.
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Figura 22. Efecto de la sobreexpresion de los factores IEQ e IE1 sobre la supervivencia de
larvas de T. ni y rendimiento productivo

A) Supervivencia de larvas T. ni infectadas con los baculovirus polhGFP (barra blanca) o polhAc-ie-
01/hrlp6.9p10GFP (barra negra) a una dosis de 5x10° pfu/ larva y recolectadas a 96 hpi. La
cuantificacién de la expresion de la proteina GFP en las mismas larvas se muestra con una linea
discontinua. U.A.F; Unidades arbitrarias de fluorescencia. B) Biomasa recuperada al final del proceso
productivo. La cantidad inicial fue de 20 g de biomasa.
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IV.6 Expresién de la proteina de la capsida (cap) del circovirus
porcino tipo 2 (PCV2)

Tras los resultados de expresion de la proteina reportadora, se quiso verificar
Su extrapolacion a proteinas de interés biosanitario. Para ello, se selecciono la
proteina de la capsida de PCV2 (ORF2; Cap). Esta proteina constituye una de las
vacunas animales de subunidades méas exitosas de la actualidad, siendo
comercializada por varias compafias, y producida en el sistema BEVS. La proteina
Cap se autoensambla para formar pseudoparticulas viricas (virus-like particles;
VLPs), que mimetizan la estructura del virus nativo pero, al carecer de genoma

virico, son totalmente inocuas.

Para analizar la expresién de esta proteina en el casete de expresion, se
generaron los baculovirus polhCap y polhAc-ie-01/hr1p6.9p10Cap (Figura 23), y se

infectaron células Sf9 en suspension a una MOI de 0,1 pfu/célula.

polhAc-ie-01/hr1p6.9p10Cap

Figura 23. Casete de expresion
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La monitorizaciéon de la expresién de la proteina recombinante Cap se hizo
mediante geles SDS-PAGE tefiidos con azul de Coomassie. Mientras la deteccion
de la banda, 28 kDa, apenas fue manifiesta en los extractos de células infectadas
con el baculovirus polhCap, si lo fue claramente en polhAc-ie-01/hrlp6.9p10Cap
(Figura 24A). Su inmunodeteccion, con un anticuerpo monoclonal, delatd diferencias
cuantitativas claras en el patrén de expresion (Figura 24B). Los extractos de células
infectadas con polhCap mostraron un pico maximo de expresion a las 48 hpi,
mientras que en los correspondientes a polhAc-ie-01/hrlp6.9p10Cap se detecto
expresion desde las 24 hpi y su acumulacién se incrementé hasta las 72 hpi (Figura
24B). Al emplear el anticuerpo frente a la proteina constitutiva tubulina, se observé
una sefal que se hacia mas débil con el paso del tiempo en las muestras infectadas

polhCap, sugiriendo un mayor dafio celular producido por este baculovirus.

La semicuantificacion por western blot de la proteina Cap revelé que el uso
del baculovirus portador del casete incrementaba en aproximadamente 4 veces la

produccion lograda por el baculovirus convencional (Figura 24C).

87



Resultados

polhCap polhAc-ie-01/hr1p6.9p10Cap
kDa 0 24 48 72 96 120 hpi 0 24 48 72 96 120 hpi
 —— :, > p 2 T e—
30 y ¢ «Cap— — — ——
25 = T e S
polhCap polhAc-ie-01/hr1p6.9p10Cap
0 24 48 72 96 120 hpi 0 24 48 72 96 120 hpi
i «Cap-> e AR < .
s — - — <Tubulina- e — .
250 -
-
o .
o 200
O
(@]
E
c 150 7
o)
k3]
(&)
>
©
© 100 -
o
50 A
O T T T T T
48 h 72 h 96 h 48 h 72 h 96 h
polhCap polhAc-ie-01/hr1p6.9p10Cap

Figura 24. Expresion de la proteina Cap de PCV-2 en células Sf9 en suspension e infectadas
con los baculovirus polhCap o polhAc-ie-01/hr1p6.9p10Cap a una MOI de 0,1 pfu/célula

A) Andlisis de los productos de expresion por SDS-PAGE vy tincion con azul de Coomassie. B)
Inmunodeteccién de la proteina Cap. C) Semicuantificacion por western blot de la produccién de
proteina Cap.

88



Resultados

Para verificar la correcta formacion de las VLPs, se purificaron éstas a partir
de células Sf9 infectadas tras 96 hpi con los baculovirus polhCap o polhAc-ie-
01/hrlp6.9p10Cap, a una MOI de 0,1 pfu/célula, y se procesaron para su analisis
por microscopia electrénica de transmision (Figura 25). Como puede observarse en
la figura, existe una diferencia cuantitativa de las VLPs tefiidas entre los dos
baculovirus usados, mientras que el tamafio y forma de las mismas eran idénticos

en ambos casos.

polhAc-ie-01/hr1p6.9p10Cap

e MESED W ¥
L. ".».“‘.".. ?‘r;.::"‘ i

"""‘f?f“ Zhed

Figura 25. Identificacion por microscopia electrénica y purificacion de las VLPs generadas
Insertadas en las figuras se muestran las tinciones de las VLPs mediante azul de Coomassie de
geles SDS-PAGE, en los que se resolvieron las muestras de VLPs analizadas mediante microscopia

electronica (geles cargados con idéntico volumen de las VLPs purificadas).
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El estudio de expresién en larvas de T. ni se hizo con los mismos baculovirus
que en el apartado anterior. Se infectaron larvas a una dosis de 5x10° pfu/larva,
obteniéndose una mayor expresion en aquellas infectadas por el baculovirus
polhAc-ie-01/hrlp6.9p10Cap (Figura 26A). Al igual que sucedia con la proteina
reportadora, el baculovirus empleado determind la tasa de supervivencia y, en
consecuencia, la biomasa recuperada al final del proceso productivo. Considerando
ambos parametros, se pudo concluir que el nuevo casete de expresion permitia
duplicar la productividad en este modelo, alcanzando valores proximos a 300
mg/100 larvas infectadas (Figura 26B). Estos valores de produccion significaron que
100 larvas infectadas tenian una produccion equivalente aproximadamente a 1,5 L

de cultivo celular.
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Figura 26. Expresion de la proteina Cap de PCV2 en larvas de T. ni infectadas con 5x10°
pfu/larva con los baculovirus polhCap o polhAc-ie-01/hr1p6.9p10Cap

A) Andlisis de los productos de expresion por SDS-PAGE vy tinciébn con azul de Coomassie e
inmunodeteccién de la proteina Cap. B) Semicuantificacion por western blot de la produccion de
proteina Cap.
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Discusioén

V.1 Caracterizacion de un nuevo promotor derivado del

lepidGptero T. ni para su uso en el sistema BEVS

Las principales plataformas de produccion industrial de proteinas
recombinantes son las bacterias, las levaduras y las células de mamifero e insecto
[281, 282]. El sistema de células de insecto infectadas por baculovirus (BEVS), se
ha ido abriendo paso por su versatilidad y robustez [283]. Sin embargo, sus
limitaciones han supuesto un desafio continuo para muchos investigadores [284] y
desde su primera aplicacion biotecnolégica [285] hasta la fecha, han sido

numerosas las estrategias ensayadas para mejorarlo [154].

Los promotores muy tardios del baculovirus, polh y p10, se emplean de forma
rutinaria para expresar las proteinas recombinantes debido a su alta productividad
[213, 214]. No obstante, la expresion en la fase tardia de la infeccion y el deterioro
simultaneo de la maquinaria celular de procesamiento postraduccional [286-288],
determinan que las modificaciones postraduccionales de las proteinas
recombinantes sean insuficientes o defectuosas, siendo frecuente la aparicion de
formas degradadas, incompletas o insolubles [125, 212]. Asimismo, como
consecuencia de la muerte y lisis celular asociada a la infeccion, se produce un
incremento de enzimas liberadas en la célula y al medio de cultivo [289], lo que
provoca la degradacién de las proteinas y, por tanto, un descenso de la calidad del

producto generado.

A priori, la utilizacion de promotores mas tempranos, permitiria aumentar el
rango temporal de expresion y, por tanto el tiempo para el correcto procesamiento
de la proteina sintetizada de novo. Por este motivo, diversos laboratorios han
ensayado con varios promotores tempranos [215, 217] y con los tardios p6.9 [208,
221] y vp39 [211, 229]. Sin embargo, la mejora en la calidad de la proteina
recombinante se acompafid de un nivel de produccién significativamente inferior al
de los promotores convencionales en todos los casos. Otras estrategias en esta
direccion y con similares resultados fueron: la modificacion de los promotores del
baculovirus [230, 231], la generacion de promotores sintéticos [290], hibridos [211,
226, 291, 292] o dispuestos en tandem [293], asi como el empleo de promotores de

otros virus, como los del bracovirus de Cotesia plutellae [223, 294] o del virus del
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sarcoma de Rous [295], y de insectos como D. melanogaster [215] o B. mori [218,
219].

La presente tesis doctoral ha fijado su objetivo en la optimizacion del sistema
BEVS, y para ello ha seguido dos vias. La primera se centr6 en la caracterizacion de
un nuevo promotor derivado de insecto para su aplicacion en este sistema, y la
segunda en el disefio de un casete de expresion con elementos propios del
baculovirus AcMNPV para mejorar la calidad y cantidad de la proteina

recombinante.

La amplia experiencia en el uso del lepidéptero T. ni con fines biotecnolégicos
del laboratorio [260, 262, 280, 296], permitié observar que en los extractos proteicos
de larvas, analizados mediante geles de SDS-PAGE vy tefiidos con azul de
Coomassie, se apreciaba una banda mayoritaria de una movilidad electroforética en
torno a los 80 kDa. Esta banda llegaba a representar el 60% de la PTS de la larva y,
curiosamente, solo se presentaba en el ultimo estadio larvario, L5 (Figura 6). Antes
de la elaboracion de esta tesis doctoral, el grupo de Jones habia caracterizado un
grupo de proteinas de almacenamiento de T. ni, junto a sus secuencias promotoras
[279, 297] y el papel regulador de las hormonas del insecto en su expresion [298].
Estas proteinas se denominan hexamerinas y se caracterizan por su aparicion y
acumulacién en un corto periodo de tiempo en un momento especifico del desarrollo

larvario.

El andlisis de la banda de 80 kDa mediante espectrometria de masas MALDI-
TOF y su busqueda en la base de datos del NCBInr con el programa Mascot (Matrix
Science Inc, EE.UU.) [299], indic6 que estaba compuesta por tres hexamerinas
(AJHSP-1, BJSHP-1 y BJHSP-2). Su acumulacion en un periodo de tiempo tan corto
sugeria una fuerte actividad transcripcional de los genes, y el estudio de la actividad
de sus promotores en el sistema BEVS confirm6 que el promotor del gen BJSHP-2,

denominado pB2, fue el méas activo (Figura 7A).

Al analizar la dinamica de expresion de la proteina reportadora GFP con el
promotor pB2, se constatd que hasta las 24 hpi fue superior a la del promotor polh.
Sin embargo, mas alla de este punto no se incrementaba la expresién como, por
otra parte, si sucedia con el promotor polh (Figura 7B). Posteriormente, se

generaron promotores hibridos (insecto-baculovirus), con los que también se
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consiguio mejorar el nivel de produccion de GFP respecto al alcanzado por los
promotores convencionales a las 24 hpi, en concreto con las construcciones
polhpB2 y pB2p10 (Figura 10A). Sorprendentemente, el promotor polhpB2 llegaba a
su nivel maximo de expresion a las 24 hpi, mientras que pB2pl0 seguia
aumentando la produccion hasta un nivel similar al obtenido con los promotores
convencionales a tiempos tardios de la infeccion. Cuando se determind el
comportamiento de los nuevos promotores generados en la linea celular Tn-5
(Figura 10B), derivada de T. ni, se observdé un perfil de expresion claramente
diferente al obtenido en la linea Sf21, derivada de S. frugiperda, sugiriendo la
existencia de mecanismos de regulacion distintos en funcién de la célula
hospedadora. Siguiendo esta hipétesis, cabe resaltar que la expresién del gen
BJSHP-2 presenta una fuerte dependencia del momento de desarrollo en que se
encuentre el insecto [248, 300], ya que sobre este gen ejerce una fuerte regulacion
negativa la hormona juvenil [301]. Por todo ello, resultaba plausible la existencia de
elementos reguladores susceptibles de ser funcionales en un ambiente adecuado.
Mediante el andlisis bioinformético de la secuencia promotora pB2 se determinaron
dos tipos de lugares de union putativa de elementos respondedores a hormonas,
denominados EcR y Br-C (Figura 8). En D. melanogaster, el gen Br-C es el principal
regulador de la metamorfosis [302] y su transcripcion esta provocada por un
incremento de los niveles de la hormona ecdisona, que a su vez activa otros genes
involucrados en los cambios asociados a la metamorfosis. La presencia de
elementos putativos de unién a la hormona ecdisona en la secuencia pB2 (Figura 8)
sugiere que esta pueda estar involucrada en la regulacién transcripcional del gen vy,
por tanto, module su actividad promotora, como sucede en promotores de B. mori
[303, 304]. En relacion con el rol modulador de las hormonas en insectos,
recientemente se ha publicado el papel que tiene la hormona juvenil en la regulacion
de los genes sensibles a la hormona ecdisona [297]. En este sentido, sera
interesante realizar en el futuro una bateria de ensayos donde se verifique la
capacidad inductora o inhibidora de estas hormonas sobre la secuencia pB2 o los
derivados generados en esta tesis, lo que posiblemente abrira las puertas al
desarrollo de nuevos sistemas de expresion inducibles por hormonas [305]. Puesto

gue en la presente tesis doctoral todos los ensayos se han realizado en un ambiente
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libre de hormonas, los resultados sugieren que también existe la intervencion de

factores especificos del tipo celular (Figura 10).

El estudio de las regiones esenciales para la actividad promotora de la
secuencia pB2 revel6 que el fragmento Nael-Dral era el mas relevante (Figura 9). La
eliminacion del lugar Br-C, contenido en el fragmento pB2;0, determiné la abolicion
de la actividad promotora. Sin embargo, el fragmento pB2y, que carecia de este
mismo sitio Br-C, incrementé su actividad, indicando la existencia de otros
elementos regulatorios que compensen la ausencia del lugar Br-C en el fragmento

Smal-Dral.

En conclusion, el promotor hibrido pB2pl0 permiti6 una expresidbn mas
temprana que la de los promotores convencionales, polh o p10, descubrimiento con
potencial utilidad en el sistema BEVS, ya que adelanta e incrementa el tiempo de
expresion de la proteina recombinante. Se consiguieron ademas niveles de
produccion a tiempos tardios similares a los de los promotores convencionales.
Segun la posicion de la secuencia pB2 en los promotores hibridos se observé una
actividad diferente en cada caso, lo que apuntaba a la existencia de elementos
internos reguladores putativos, activables en funcion de su localizacion. Ademas,
esto descartaba una posible funcion de “enhancer” de la secuencia pB2, al no
potenciarse la actividad promotora de forma independiente a su posicion en el
promotor hibrido (Figura 10A). Asimismo, estos resultados denotan la gran
influencia que sobre la expresion tiene el hospedador (Figura 10B). Por otro lado, el
incremento en la expresion de la proteina recombinante puede deberse a diversas
razones: la generacion de mudltiples lugares de inicio de transcripcibn que
incrementen los niveles de RNA, la formacion de estructuras secundarias que
modifiqguen o alteren la tasa de transcripcion, o incluso la generacién de nuevos

elementos de regulacion al crear los promotores hibridos.
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V.2 Desarrollo de un casete de expresion para mejorar la

capacidad productiva del sistema BEVS

Tras los avances logrados que acabamos de discutir en el aparatado anterior,
nos propusimos el desarrollo de un casete de expresibn mas complejo para
incrementar cuantitativa y cualitativamente los productos recombinantes generados
en este sistema. Ello se hizo en base a los conocimientos, previamente publicados,

sobre funciones de diferentes elementos genéticos reguladores en los baculovirus.

La facil manipulacion del baculovirus AcMNPV [306] y su capacidad de
incorporar insertos de gran tamafio [307] y en un numero amplio [308], ha permitido
estudiar los efectos de la insercion de elementos reguladores heterdlogos [232] y
secuencias enhancer, asi como de la co-expresion de factores de transcripcion [229,
234, 236]. Sin embargo, hasta la fecha, los resultados han aportado poco al avance
de esta tecnologia productiva. En linea con esos enfoques, nos propusimos
combinar elementos de regulacion génica del baculovirus [elementos en cis (hrl) y
factores en trans (IEO e IE1), estos ultimos codificados por el cDNA Ac-ie-01], en un
Unico casete de expresion. Los componentes (hrl y el cDNA Ac-ie-01) se ligaron
operativamente con distintos promotores, o combinaciones de promotores, para
formar diferentes versiones de un casete de expresién. De la incorporacion
secuencial de los elementos surgieron mas de 40 variantes y sus respectivos

baculovirus.
V.2.1 Efecto enhancer de la secuencia hrl

Las regiones homdlogas repetidas (hrs) actian en los baculovirus como
elementos intensificadores de promotores tempranos [42]. Este efecto también se
ha descrito en el promotor tardio vp39 [229] y el muy tardio polh [236] del
baculovirus, y en los promotores derivados del insecto D. melanogaster [234]. En
todos los casos se produce un incremento de la expresion al combinar este
elemento intensificador con el promotor. Cuando se estudié la extrapolacion del
efecto a los promotores hibridos generados en esta tesis (Figura 11), se observo un

menor grado de intensificacion que el referido para otros promotores, quizas

99



Discusioén

asociado a un efecto modulador de la propia secuencia pB2 sobre hrl, como se
habia visto en alguno de los promotores hibridos utilizados (Figura 10). Pese a ello,
la incorporacion de una copia (hrl) en la construccién pB2p10, sirvid para superar
de forma discreta los niveles de expresion de los promotores convencionales

empleados en el sistema BEVS (Figura 11).

V.2.2 Efecto de la co-expresion de una segunda copia de los factores
transactivadores IEO e IEL. Implicacion en los resultados

observados

Los factores de transcripcion desempefian un papel central en un gran
namero de procesos biolégicos [309]. Tradicionalmente, se han definido por su
habilidad para unirse a secuencias de DNA especificas y regular la transcripcion de
los genes [310]. En los baculovirus, la proteina multifuncional IE1 es clave en la
regulacion de la expresion de los genes tempranos y tardios [44, 47, 65, 83, 311].
Su caracterizacion ha revelado que la actividad transactivadora se localiza en el
tercio amino terminal de la proteina e incrementa mas de 200 veces la transcripcion
de los genes tempranos del baculovirus [46, 57, 82, 311]. Esta region cuenta con
dos dominios acidos separados por uno basico, necesario para la unién especifica
al DNA [56]. La proteina IEO, que tan solo se diferencia de IE1 en los 54 aa
adicionales del extremo amino terminal [312], tiene por ahora escasos antecedentes
bibliograficos [80, 313]. De la misma manera, hay pocas referencias de la
interaccion entre ambos factores [63, 65, 81] o de su relaciéon con otras proteinas
[314, 315].

En las células infectadas con el baculovirus portador del cDNA Ac-ie-01 se
observo, desde tiempos muy tempranos, un mayor incremento del crecimiento de la
poblacion celular respecto a las infectadas con el baculovirus convencional.
Apoyando este dato, se identific6 una mayor proporcion de la poblacion que
finalizaba con éxito la mitosis (Figura 12A y B). Esto sugeria que la sobreexpresion
de los factores determinaba una demora en la detencion del ciclo celular en las

células infectadas con AcCMNPV [30, 121]. Paraddjicamente, el efecto identificado a
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las 6 hpi precedia a la sobreexpresion de los factores IEO e IE1, ya que se habia

empleado el promotor muy tardio polh (>16 hpi) para su expresion.

Estos resultados, junto con la transcripcion temprana de los factores (a los 15
minutos de la infeccion) [62], y la regulacion positiva que sobre su propia expresion
ejercen [65, 67-70] en el baculovirus silvestre, nos han permitido postular diferentes
hipotesis para explicarlos. Puesto que todos los ensayos se realizaron con un tercer
pase del baculovirus (ver apartado 111.2.12.4), el efecto podria deberse a la
presencia de los factores en el in6culo, bien como proteinas asociadas a la
envoltura del BV o de manera independiente al virion. Mientras que en el virus
silvestre ACMNPV se ha identificado su presencia en la envoltura del ODV, esto no
ha ocurrido en el BV. Sin embargo, en OpMNPV si esta presente en el fenotipo BV
[10]. Esta divergencia ha cuestionado el procedimiento de la caracterizacion del BV
en ACMNPV y ha puesto de manifiesto la necesidad de realizar estudios mas
profundos al respecto [11]. Por otra parte, se ha descrito la capacidad que tiene
AcMNPV de incorporar en su envoltura proteinas celulares de manera aleatoria o
especifica [11], y factores heterologos de forma inespecifica, como la enzima
cloranfenicol acetil transferasa [316]. Dado que en esta tesis se han sobreexpresado
ambos factores empleando un promotor muy fuerte (polh), a diferencia de lo que
ocurre en el virus silvestre, cabe la posibilidad de que fuesen incorporados de
manera inespecifica en la envoltura del viribn o bien, que como producto de la lisis
celular, estuviesen libres en el indculo. Es importante sefialar que si en un principio
se negaba la capacidad de los factores de transcripcién de ser internalizados por
una célula [317], posteriormente se ha comprobado que algunos pueden ser
transferidos de célula a célula y tener actividad paracrina [318, 319], como la
homeoproteina hoxa-5, que es captada por la célula y transportada al nucleo celular
[320], o el para-factor de transcripcion Nkx3.1, que regula la expresion de genes y la
proliferacion celular [321]. Tampoco se puede descartar que los hallazgos se deban
a un efecto indirecto de la activacion de otros genes [64], como pudiera ser el gen
p35, que codifica para una proteina antiapoptotica [322], cuya expresion esta

estimulada por el factor IEO [54] y que ademas forma parte de la envoltura del VB.

Otra observacion surgida en esta tesis, igualmente derivada de la

sobreexpresion de los factores IEO e IE1, fue el aumento de la supervivencia celular
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tras la infeccion, reflejado en una mayor viabilidad celular a tiempos tardios
posinfeccion (Figura 13). Este fendmeno es extremadamente importante porque
amplia la ventana temporal del proceso productivo del sistema BEVS, permitiendo
que las células estén durante mas tiempo en unas condiciones Optimas para el

procesado de la proteina sintetizada de novo.

La determinacion de la vehiculizacion de estos factores, su mecanismo de
accion, asi como su cuantificacion y caracterizacion, junto con las posibles
interacciones entre si y con otros factores, debera ser objeto de trabajo en el futuro.
Un estudio preliminar realizado en el laboratorio, en la linea celular de mamifero
Vero, ha mostrado un incremento en el nimero de células de un cultivo transducido
con el baculovirus que sobreexpresaba los factores antes mencionados, respecto a
otro transducido con un baculovirus convencional, de forma similar a lo observado
en las células de insecto infectadas por los mismos baculovirus. Este nuevo
hallazgo tendria una potencial aplicacion biotecnolégica para la produccién en lineas

celulares de mamifero transgénicas o infectadas por virus.

Finalmente, los resultados sugieren la existencia de una cascada de
acontecimientos en el cultivo infectado, desde tiempos muy tempranos, en el que se
identifica una mayor proliferacion celular seguida de una demora del efecto

citopético, que tiene como resultado el retraso de la muerte celular.

V.2.2.1Regulacion de la muerte celular inducida por baculovirus.

Implicaciones biotecnologicas

Ante la infeccién por un virus, la célula puede responder activando la via
apoptotica [323]. Esta medida tratara de contener la replicacion virica y, por tanto, la
diseminaciéon de la infeccion [324, 325]. Frente a esta medida, los virus han
desarrollado un amplio conjunto de contramedidas [326-329], y en el caso patrticular
de los baculovirus, son tres las proteinas con funcion antiapoptotica: P35, P49 e IAP
[127].

La posibilidad de trasladar algunas de estas estrategias al campo
biotecnolégico ha sido un fuerte aliciente para muchos investigadores, cuyo objetivo

fue prolongar la duracion del ciclo infectivo y asi incrementar la acumulacion de
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proteina recombinante y mejorar la conformacion de esta. Un ejemplo de ello es la
expresion de forma estable del gen p35 en la linea Sf9 [245] o en la linea Sf21 [330].
Resultados similares se observaron al suplementar con la hemolinfa de los
lepidopteros Lonomia oblique (L. oblique) [331] o B. mori [332] un cultivo infectado
con baculovirus, sugiriendo la presencia de componentes en la hemolinfa capaces
de inhibir la apoptosis. En B. mori se identifico la proteina 30K como la responsable
de tal efecto [333] y, posteriormente, se generd una linea celular estable de
mamifero [334-336]. Mediante la expresion de la proteina P-vank-1 del ichnovirus de
Campoletis sonorensis (CslV) en la linea celular Sf-9 se retrasé la muerte y lisis
celular de las células infectadas [337], permitiendo incrementar la produccion de

proteina recombinante [239].

Otro ejemplo de modulacion de la via apoptética fue la supresion de la
expresion de la principal caspasa efectora en T. ni [338] y S. frugiperda [339],
mediante iRNA, cuyo resultado fue un mantenimiento de la viabilidad celular y una

produccién de proteina recombinante 2 veces mayor.

En la presente tesis se ha observado un retraso de la muerte celular (Figura 13A)
gue coincidid con la demora de los sintomas citopatogénicos asociados al proceso
infectivo (Figura 13D), junto con un incremento de la produccion (Figura 20), una
mayor homogeneidad y una menor degradacién de la proteina recombinante (Figura
19B). Esto ha hecho posible mejorar, de forma clara, las caracteristicas productivas
del sistema BEVS. Al igual que en los casos anteriores, esto sugiere la existencia de
un mecanismo capaz de regular la apoptosis. Sin embargo, el esclarecimiento de los
mecanismos moleculares que subyacen a los fendmenos descritos en la presente
tesis doctoral, deben ser aclarados. Para ello, estan en curso nuevas

investigaciones en el laboratorio.

V.2.3 Configuracion final del casete de expresion

La incorporacion en el genoma del baculovirus del cDNA Ac-ie-01 (apartado
IV.3) y de la secuencia enhancer hrl (apartado IV.2.2), de forma independiente, dio
como resultado la aparicibn de nuevas caracteristicas favorables para el vector

AcMNPV. En base a ello, se desarrollaron distintos casetes de expresion
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compuestos por el cDNA Ac-ie-01, la secuencia hrl y diferentes promotores o
combinaciones de promotores (Figura 15C). Su caracterizacion funcional evidencié
la importancia del promotor p10 en la conformacion de las versiones del casete mas
productivas, solo o como parte de un promotor hibrido. Mientras que las
construcciones donde el elemento promotor estaba compuesto por las secuencias
pl10, polhpl10, pB2¢p10 o0 p6.9p10 incrementaron en 3.1, 1.5, 3.6 y 4.3 veces el nivel
de expresion de los promotores convencionales, la ausencia de la secuencia pl0
determinaba una menor expresion (Figura 15C). El baculovirus portador del casete
mas productivo (polhAc-ie-01/hr1lp6.9p10GFP) generd una produccion de GFP sin

precedentes, en comparacion a los baculovirus convencionales (Figura 15C).

En definitiva, los hallazgos detallados en esta tesis indican que en el nuevo
casete de expresion desarrollado existen elementos capaces de desencadenar un
mecanismo que incremente la poblacion en los primeros momentos de la infeccion
(Figura 12A) y retrasar la muerte celular (Figura 13A). Esto determina un aumento
de la cantidad (Figura 20) y la calidad (Figura 19B) de la proteina recombinante, con
formas de la proteina foranea méas uniformes y menos degradadas. Estas
propiedades se ven reflejadas de igual manera en el modelo de larvas de T. ni
(Figura 22), redundando en una mayor productividad y supervivencia del insecto
infectado a dosis altas (biomasa). Asimismo, el baculovirus portador del nuevo
casete de expresion incrementd, de manera totalmente novedosa, la produccion de
proteina recombinante en células y larvas de insecto, ademas de ser mas temprana
gue la generada por los baculovirus convencionales utilizados por la industria y la

academia.

V.3 Validacion del nuevo casete de expresion en un modelo de
interés industrial parala produccion de pseudoparticulas

viricas (virus-like particles; VLPSs)

Las vacunas tienen una gran repercusion sobre la salud humana y animal,
desde la erradicacion de enfermedades a la prevencion de epidemias recurrentes.
Sin embargo, su elevado coste de produccion limita el desarrollo de las vacunas

[340] destinadas a la prevencién en sanidad animal [194] o a paises en vias de
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desarrollo [341]. Ante esta perspectiva, los incrementos de produccion expuestos en
la presente tesis doctoral permitirian hacer comercialmente viables determinadas
vacunas de subunidades, puesto que se reducirian considerablemente sus costes. A
su vez, un incremento significativo de la produccién redundaria en un mejor
abastecimiento de vacunas en una situacion de pandemia (influenza) o a
poblaciones de menor riesgo pero susceptibles de infectarse o transmitir la infeccion

(Human papillomavirus; HPV).

Las vacunas de subunidades se basan en el uso de componentes especificos
de los patégenos, generalmente localizados en su superficie, por lo que se
consideran mas seguras que las vacunas inactivadas o las vivas atenuadas. Sin
embargo, su menor inmunogenicidad requiere el uso de dosis mayores, el refuerzo
de su administracién, el empleo de adyuvantes o el desarrollo de estrategias
alternativas. Las VLPs representan el mayor avance en la optimizaciéon de las
vacunas de subunidades [342]. Estan formadas por proteinas estructurales del virus
que tienen la capacidad de autoensamblarse y mimetizar la morfologia del
patdbgeno. Ademas, no son infectivas y exponen los epitopos antigénicos,
correctamente conformados, de una manera repetitiva, facilitando su reconocimiento

por el sistema inmune [195].

Las caracteristicas del sistema BEVS han permitido catalogarlo como una
herramienta adecuada para la produccion de VLPs [156, 159, 343]. El gran interés
gue suscita el uso de pseudoparticulas viricas [344, 345] en terapias vacunales
preventivas en animales, nos ha llevado a contrastar si los resultados observados
en la expresion de una proteina reportadora con el baculovirus portador del nuevo
casete de expresion eran trasladables a la produccién de VLPs. Para ello, se
seleccion6 como modelo la proteina de la capsida del circovirus porcino tipo 2
(PCV2), agente etiologico de una de las enfermedades que mayores pérdidas
econOmicas ha provocado en el sector porcino a nivel mundial en los ultimos afios
[346, 347]. Sin embargo, las vacunas comercializadas frente a este agente se han
mostrado como una excelente herramienta para reducir el fuerte impacto que tiene
sobre el sector [348, 349].

Asi, y como parte final de la tesis, se estudio un modelo de produccion de la
proteina Cap con un baculovirus modificado con el nuevo casete de expresion.
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Al igual que en el caso de la proteina reportadora GFP, se observo que el
baculovirus portador del casete inducia en las células una produccién 4 veces
superior (Figura 24C) a la del baculovirus convencional, junto a una menor
degradacion de las proteinas constitutivas de la célula y de la proteina recombinante
generada (Figura 24B). Como consecuencia, se obtuvo una mayor generacion de
VLPs correctamente conformadas, tal y como se comprobd mediante microscopia
electronica (Figura 25). Similar fue el éxito logrado al expresar esta proteina en
larvas de T. ni, llegando a duplicar su produccion al emplear el nuevo casete de

expresion (Figura 26).

Pese a estar a la espera de mas resultados de expresion de nuevos modelos
de proteinas recombinantes con el nuevo casete de expresion, es posible definirlo
ya como una herramienta que incrementa de manera considerable el nivel de
produccion con respecto al alcanzado por los baculovirus convencionales descritos

hasta la fecha.

A modo de resumen, podemos decir que el nuevo casete de expresion
desarrollado en la presente tesis doctoral, ha permitido dar un paso adelante en la
optimizacién el sistema BEVS, ya que desde su origen en los afios 80 no se habia
alcanzado una mejoria cuantitativa y cualitativa de la expresion de proteinas
heter6logas como la observada en este trabajo. El nuevo casete de expresion para
baculovirus es un elemento versatil y funcional en diferentes tipos celulares de
insecto (Sf21, Sf-9, Tn-5), formas de cultivo (monocapa, suspension),
multiplicidades de infeccién (baja y alta) y, operativo en un modelo in vivo. Desde un
punto de vista académico, destacan las nuevas funciones atribuibles a los factores
de transcripcién del baculovirus, sobre las que habrd que incidir dadas las

aplicaciones biotecnolégicas que pueden mediar.
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Conclusiones

En base a los resultados aportados en esta tesis doctoral, se pueden

enunciar las siguientes conclusiones:

VI.

Por vez primera se han aislado, y caracterizado en el vector baculovirus,
promotores derivados del lepidoptero T. ni, siendo el denominado pB2 el mas
potente entre los estudiados. Dentro de este promotor, se ha determinado la
secuencia minima indispensable para su funcién, denominandose pB2y. La
combinacion de esta secuencia minima con el promotor pl0, posee
interesantes propiedades de interés biotecnoldgico.

Se ha demostrado que los transactivadores IEO e IE1, codificados por el
cDNA Ac-ie-01, al ser sobreexpresados en un vector baculovirus, inducen
proliferacion celular en las primeras horas de la infeccion y aumentan la
viabilidad en el tiempo de las células infectadas.

Se ha desarrollado un nuevo casete de expresion para baculovirus que
combina elementos reguladores en cis (secuencia potenciadora hrl), factores
reguladores en trans (IEO e IE1l) y promotores, siendo fundamental la
presencia de la secuencia pl0. Este casete otorga al vector baculovirus
capacidades productivas no conseguidas con anterioridad para este sistema.

. El baculovirus portador del nuevo casete de expresion desarrollado mejora el

procesamiento de las proteinas recombinantes obtenidas en células de
insecto, disminuyendo formas aberrantes y la protedlisis caracteristica de
este sistema productivo.

Las propiedades del baculovirus portador del casete de expresion
desarrollado, observadas en cultivos celulares de insecto, son extrapolables a
larvas de T. ni infectadas, usadas como biofactorias. El nuevo casete
aumenta considerablemente la supervivencia de las larvas cuando estas son
infectadas con altas dosis de virus, a la vez que genera una mayor
produccion de proteina recombinante por unidad de biomasa.

El nuevo casete de expresion desarrollado se ha modelizado para la
produccion de una proteina virica formadora de pseudoparticulas viricas, la
proteina Cap del circovirus porcino tipo 2. Los resultados obtenidos indican
gue gracias al nuevo casete de expresion es posible producir hasta 4 veces
mas proteina recombinante en células de insecto y hasta 2 veces mas en
larvas de T. ni en comparacién a un baculovirus convencional. Este aumento
de produccion se ha correlacionado con una mayor formacion de estructuras
semejantes a virus, observadas mediante microscopia electronica.
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Vectores generados en esta tesis doctoral:
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IX.1 Secuencias nucleotidicas

Ac-ie-01

ATGATCCGTACATCCAGCCACGTCCTGAACGTCCAAGAAAACATCATGACTTCCAACTGTGCTTCCAGCCCCTACTCCTGTGA
GGCCACTTCAGCCTGCGCTGAGGCCCAGCAACTGCAGGTGGACACAGGTGGCGATAAGATCGTGAACAACCAGGTCACCATGA
CTCAAATCAACTTCAACGCTTCCTACACCTCTGCCAGCACTCCCTCTCGTGCTAGCTTCGACAACTCATACTCGGAGTTCTGC
GACAAGCAACCTAACGATTACTTGTCTTACTACAACCACCCAACCCCGGACGGAGCTGATACTGTCATCTCCGACTCTGAAAC
CGCTGCCGCTAGCAACTTCCTCGCCTCAGTTAACTCGCTCACTGACAACGATTTGGTGGAGTGTCTGCTCAAGACCACTGACA
ACCTGGAGGAAGCTGTGTCCTCTGCCTACTACAGCGAGTCACTCGAACAGCCAGTGGTCGAACAACCCTCTCCTAGCTCAGCT
TACCACGCCGAGTCCTTCGAACACTCTGCTGGTGTCAACCAGCCGTCGGCCACAGGCACCAAGAGGAAGTTGGACGAGTACCT
GGATAACTCCCAGGGAGTTGTGGGTCAATTCAACAAGATCAAGTTGAGACCTAAGTACAAGAAGAGCACCATCCAGTCATGCG
CTACACTGGAACAAACCATCAACCACAACACTAACATCTGTACAGTGGCTTCCACCCAGGAGATCACTCACTACTTCACAAAC
GACTTCGCCCCCTACCTGATGAGGTTCGACGATAACGACTACAACTCGAACAGATTCTCCGATCACATGTCTGAAACCGGTTA
CTACATGTTCGTCGTTAAGAAGTCCGAGGTGAAGCCTTTCGAAATCATCTTCGCCAAGTACGTCTCTAACGTGGTCTACGAGT
ACACAAACAACTACTACATGGTTGACAACCGTGTGTTCGTTGTGACCTTCGATAAGATCCGCTTCATGATCAGCTACAACCTG
GTTAAGGAGACTGGCATCGAAATCCCACACTCACAGGACGTCTGCAACGATGAGACCGCCGCTCAAAACTGCAAGAAGTGTCA
CTTCGTGGACGTCCACCACACATTCAAGGCCGCTCTGACCTCCTACTTCAACCTCGATATGTACTACGCTCAGACAACCTTCG
TGACCTTGCTGCAATCACTCGGCGAGCGTAAGTGTGGATTCCTCTTGTCGAAGTTGTACGAGATGTACCAGGACAAGAACCTC
TTCACTTTGCCCATCATGCTGAGCCGCAAGGAATCAAACGAGATCGAAACCGCCTCTAACAACTTCTTCGTCTCGCCATACGT
TTCCCAGATCCTCAAGTACTCGGAGTCCGTCCAATTCCCGGACAACCCTCCCAACAAGTACGTCGTTGATAACCTGAACCTCA
TCGTGAACAAGAAGAGCACTCTGACATACAAGTACTCGTCCGTCGCTAACCTGCTCTTCAACAACTACAAGTACCACGACAAC
ATCGCTTCTAACAACAACGCCGAGAACCTCAAGAAGGTCAAGAAGGAAGACGGAAGCATGCACATCGTTGAGCAGTACTTGAC
TCAAAACGTCGATAACGTTAAGGGTCACAACTTCATCGTGTTGTCCTTCAAGAACGAGGAAAGGCTGACCATCGCTAAGAAGA
ACAAGGAGTTCTACTGGATCTCTGGCGAAATCAAGGACGTTGATGTGAGCCAGGTCATCCAAAAGTACAACAGATTCAAGCAC
CACATGTTCGTGATCGGCAAGGTCAACCGTCGCGAGTCAACTACACTGCACAACAACTTGCTGAAGCTCTTGGCCTTGATCCT
GCAGGGACTGGTGCCACTCTCCGACGCCATCACATTCGCCGAGCAAAAGCTCAACTGCAAGTACAAGAAGTTCGAGTTCAACT
AA

hrl

ATCGATGTTGACCCCAACAAAAGATTTATAATTAATCATAATCACGAACAACAACAAGTCAATGAAACAAATAAACAAGTTGT
CGATAAAACATTCATAAATGACACAGCAACATACAATTCTTGCATAATAAAAATTTAAATGACATCATATTTGAGAATAACAA
ATGACATTATCCCTCGATTGTGTTTTACAAGTAGAATTCTACCCGTAAAGCGAGTTTAGTTTTGAAAAACAAATGACATCATT
TGTATAATGACATCATCCCCTGATTGTGTTTTACAAGTAGAATTCTATCCGTAAAGCGAGTTCAGTTTTGAAAACAAATGAGT
CATACCTAAACACGTTAATAATCTTCTGATATCAGCTTATGACTCAAGTTATGAGCCGTGTGCAAAACATGAGATAAGTTTAT
GACATCATCCACTGATCGTGCGTTACAAGTAGAATTCTACTCGTAAAGCCAGTTCGGTTATGAGCCGTGTGCAAAACATGACA
TCAGCTTATGACTCATACTTGATTGTGTTTTACGCGTAGAATTCTACTCGTAAAGCGAGTTCGGTTATGAGCCGTGTGCAAAA
CATGACATCAGCTTATGAGTCATAATTAATCGTGCGTTACAAGTAGAATTCTACTCGTAAAGCGAGTTGAAGGATCATATTTA
GTTGCGTTTATGAGATAAGATTGAAAGCACGTGTAAAATGTTTCCCGCGCGTTGGCACAACTATTTACAATGCGGCCAAGTTA
TAAAAGATTCTAATCTGATATGTTTTAAAACACCTTTGCGGCCCGAGTTGTTTGCGTACGTGACTAGCGAAGAAGATGTGTGG
ACCGCAGAACAGATAGTAAAACAAAACCCTAGTATTGGAGCAATAATCGAT
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polh

ATCATGGAGATAATTAAAATGATAACCATCTCGCAAATAAATAAGTATTTTACTGTTTTCGTAACAGTTTTGTAATAAAAAAA
CCTATAAATATTCCGGATTATTCATACCGTCCCACCATCGGGCGC

p10

ATACGGACCTTTAATTCAACCCAACACAATATATTATAGTTAAATAAGAATTATTATCAAATCATTTGTATATTAATTAAAAT
ACTATACTGTAAATTACATTTTATTTACAATCACTCGAC

p6.9

GGTACCAAATTCCGTTTTGCGACGATGCAGAGTTTTTGAACAGGCTGCTCAAACACATAGATCCGTACCCGCTCAGTCGGATG
TATTACAATGCAGCCAATACCATGTTTTACACGACTATGGAAAACTATGCCGTGTCCAATTGCAAGTTCAACATTGAGGATTA
CAATAACATATTTAAGGTGATGGAAAATATTAGGAAACACAGCAACAAAAATTCAAACGACCAAGACGAGTTAAACATATATT
TGGGAGTTCAGTCGTCGAATGCAAAGCGTAAAAAATATTAATAAGGTAAAAATTACAGCTACATAAATTACACAATTTAAAC

pA

ATGCCAGAGCAAAGGTCTGCCTTTGACAGGCTTACATAGGAATTACTCCTATTGACACAGCCAGCTCTATTACAATTTAAGGA
AACCTGCTCTGTGCATTGATGACGTAATGGAACTATTCTATGATATCAAAGCTCGTTTATTTTGGTAAAATATGAATTATTCC
GTGTTACAAAGTATAAAAATGGGAACTTATTACTAAGCCTCTGCTATCTGTCAGTCTGTTTATCACCTGGCCTTATCGCATGA
ACCGTAACAACTAGAAATTTGTTTTTTTCTGTTACTTTTATAACCACAAATAATCAAAATAAAATCGAGGTTTAATGAATGAT
CATTTCTTGCATTTTTTTTAACCTCCTTAAGTTTTCAGCGCACTTGGCTCTTTATTTTTATTTTTTCGGTAAAAATTTTTAAC
ATGACGACATTATGATAGTAAATGTTAAATCCCAATACAATAGATGTTTCTTTTTCGATATGTTTTTATGAAAATGAAAGTTA
TTGTCCAATTGATAGCTTGAAATCCACAATTGGATTAATATGCTACTTTATCAGGCAGCCTATACATGATTTCATAGCGACTA
TGAAAGTCTGCCTATACTACGTCATTCAACAAATAGTATAATAATTACAATCTAACAAGCGACCACTGAATGTAACATACGTA
TTACCGAATACGTATGAGCTGTAACTGTTTTCGCATCAACGTTAAAACCATCGTTGTCGTCAATCACCTATTGTTGGGCCCTT
ATGGCTTAAGTTCGTGACTTCAACTCCATCAACCGGGAATTGTTTGTACGTAAACGCTCAAGTACCGCGAACTTTATACTTAA
ACAATACGTACTTAATAGACAGAAGGATGAAAAAGATATTGATCCGTTATCGGTTCTCAATATTGAATGAAAGTCGATTGTTC
GTCACCTTCGTACTTTTACTACAAACTCTTCTTTGATAAGGACCAATTAATAGGTGACCTGCGATAAAAATTACCTATAAATA
TGTGATGTTGCTGGTGGATTGTCACTGGCGAAC

pB1

CAAATGTACAAAGATTCGCAGAATTATCAATTCAACATTAAAAAGATGCACATATATATTCATAATCCAACAATTTTATTACC
TACTGCTGGTTATTGACACACCAGCTAAGGATTTATTGCTAACTGAATTCTTTTGTATACTAAATAATTTCACCATAAAATCG
GATTGAGGAAGGAAAACGTGCCAATCGTTATATTTATACATCGGACTATAGGTAAACAGTTATAAATAATGTATGAGGGTATT
TTATGAGGAATCTAACCCAGCTCAATATGTATGGGGTTCCGCCCCACTCGGCATGTAGGCAGGAACTACAGCGGTCTTGTGGG
CTACCATGGAACGAAAGACAGTATTAAAACATATGTGCGAAATACAACTTTAGTTCGTAGACATAAAGACGGTAATGCAGTAA
TGTGCCACTGATGAGCACTCGCCGGAACATGGCTACGTCGGTATCATTTGGAAGCTGTTTTTCATGTCCAAATATGAAGGCAA
AGTAAAATATACTTCCGCGACCATAAAGAGGAAAAGAAAAGTGCGCCTCGTATTGTAGATGGTAAAACACGTCTTTTCATAAT
ATGTACTGCACTGATTGTTGGAGTATACGTTTGCAACACGTGACACCATTTACAACAAATACTAAAAAGAGCACTTTTATTGT
GCTAACACAAAAAAAAAACACAAGAGTTCAGAAAACAGACAAGAAAAAGCAAAAGACGTCTAAATAACATACAAATCCAGATG
TCAGACGCAAAATACAAATTACGGTGTTACAGGTGATATCTCACGTCTGCGAGATAAAGCAGTTGTTTTACTGCAAACGAAGG
TAATACCAGTGGCGTAGACTAGAGCCTCTAGCTTCGAGAGGGATCGCGAAGTATTGGGACTACCTCACGCCACCGGTAAGGGC
ATCGGTGCAGCGAGAGGTTATCGCCCAATACAACAACAATGATAATGACGTGCAAGCAGATAATAGTGAAAAAATAACAGATA
CTAGAGTATAAAAAGGGGATGCTGGGAGTGGACAGGCACAGTCGTGGTGTGGCAGCAAACA
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pB:

CTTGAATGTTAGTGAAACCCCCTGCGACACAAGTATTACATTCCTTAGTGCTTGAATCCTTTAGGAAAGAAAAGCCAATTTTC
AAAATCTTAGCACTTGTTAACTCGCGAAAAAGACCAACAGATTTCCCATACTACAATTCGACATTAGAAATGTAAACCCATTA
TCATTATTTACGCCTCATTTCCATCCAATAATAAGTTTAAGTACGTTGAGATAAAACTGGCTTACCTAGAACTTGACATGGCG
ACCTCTTGCACTCTGTATCTCAAGTCAACTTTCTCTATCCAAATATTTGATAACATTTGACATGATATTGAAGTAAGATTGTT
ACTAAGGCTTACATTGTAATATTACTGACGCAAGTTCTTTATCAATAAAATAGCTGAAAACAAAAAAAAAAACATCGATTAGG
GTGACTGAAGGTTACATTGGGGTAGGTTATGGTTAATACGTAATGGTTTAACACCAAAACGATATCATGGATTGACTTTATAA
ATTTTATATAAGGTGTAATAATATTTTTAATGAGTGGACGCGTCGGGTCAATGTCCTGCCTATTGACGTCATAACATATTAGG
TGATTATATTAAAAATACTCAAATATTACTTGCAAGTTTAAGTTTCATCATAATCTGATCATAAGTTTCACCCAAACAGAAAC
CAAAAGCATAACTATCTGCTATTTGAATATCTTTAGCTTCCCATGAAGAAAGATTACCGTAACCATCACTAGGATTTTATACG
ATTGTAGAAAATAAAGTATTCTCAGTCTCTTTTCAGTTTAAAATCTGCTGGCATTTTTACAAGTCGCTGTATCAGTCAATGTT
TATACAATATGTCAATGTACTTTCGTATTAATCAGAAAAAAATATTCTACTAGTTTTGATAAGCTATCACTTTTGTTACATTG
TACTGCCCTTTACAGTTCATCAGGTATTTATGAATGACATATTGGAGAAACATCGTAATCAGTCCAGTATAAAAAGGGGTGCA
TTCTCGGTAAGAGTACAGTTGAACTCACATCGAGTTAACTCCACG

pB2s

GTATACTTGAATGTTAGTGAAACCCCCTGCGACACAAGTATTACATTCCTTAGTGCTTGAATCCTTTAGGAAAGAAAAGCCAA
TTTTCAAAATCTTAGCACTTGTTAACTCGCGAAAAAGACCAACAGATTTCCCATACTACAATTCGACATTAGAAATGTAAACC
CATTATCATTATTTACGCCTCATTTCCATGGCCAATAATAAGTTTAAGTACGTTGAGATAAAACTGGCTTACCTAGAACTTGA
CATGGCGACCTCTTGCACTCTGTATCTCAAGTCAACTTTCTCTATCCAAATATTTGATAACATTTGACATGATATTGAAGTAA
GATTGTTACTAAGGCTTACATTGTAATATTACTGACGCAAGTTCTTTATCAATAAAATAGCTGAAAACAAAAAAGCCGGCAAA
AACATCGATTAGGGTGACTGAAGGTTACATTGGGGTAGGTTATGGTTAATACGTAATGGTTTAACACCAAAACGATATCATGG
ATTGACTTTATAAATTTTATATAAGGTGTAATAATATTTTTAATGAGTGGACGCGTCGGGTCAATGTCCTGCCTATTGACGTC
ATAACATATTAGGTGATTATATTAAAAATACCCGGGTCAAATATTACTTGCAAGTTTAAGTTTCATCATAATCTGATCATAAG
TTTCACCCAAACAGAAACCAAAAGCATAACTATCTGCTATTTGAATATCTTTAGCTTCCCATGAAGAAAGATTACCGTAACCA
TCACTAGGATTTTATACGATTGTAGAAAATAAAGTATTCTCAGTCTCTTTTCAGTTTAAAATCTGCTGGCATTTTTACAAGTC
GCTGTATCAGTCAATGTTTATACAATATGTCAATGTACTTTCGTATTAATCAGAAAAAAATATTCTACTAGTTTTGATAAGCT
ATCACTTTTGTTACATTGTACTGCCCTTTACAGTTCATCAGGTATTTATGAATGACATATTGGAGAAACATCGTAATCAGTCC
AGCGCTATAAAAAGGGGTGCATTCTCGGTAAGAGTACAGTTGAACTCACATCGAGTTAACTCCACGCTCGAG

pE321

GGGTCAAATATTACTTGCAAGTTTAAGTTTCATCATAATCTGATCATAAGTTTCACCCAAACAGAAACCAAAAGCATAACTAT
CTGCTATTTGAATATCTTTAGCTTCCCATGAAGAAAGATTACCGTAACCATCACTAGGATTTTATACGATTGTAGAAAATAAA
GTATTCTCAGTCTCTTTTCAGTTTAAAATCTGCTGGCATTTTTACAAGTCGCTGTATCAGTCAATGTTTATACAATATGTCAA
TGTACTTTCGTATTAATCAGAAAAAAATATTCTACTAGTTTTGATAAGCTATCACTTTTGTTACATTGTACTGCCCTTTACAG
TTCATCAGGTATTTATGAATGACATATTGGAGAAACATCGTAATCAGTCCAGCGCTATAAAAAGGGGTGCATTCTCGGTAAGA
GTACAGTTGAACTCACATCGAGTTAACTCCACGCTCGAG

pBZz

AAAATCTGCTGGCATTTTTACAAGTCGCTGTATCAGTCAATGTTTATACAATATGTCAATGTACTTTCGTATTAATCAGAAAA
AAATATTCTACTAGTTTTGATAAGCTATCACTTTTGTTACATTGTACTGCCCTTTACAGTTCATCAGGTATTTATGAATGACA
TATTGGAGAAACATCGTAATCAGTCCAGCGCTATAAAAAGGGGTGCATTCTCGGTAAGAGTACAGTTGAACTCACATCGAGTT
AACTCCACGCTCGAG
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pB2;

CCAATAATAAGTTTAAGTACGTTGAGATAAAACTGGCTTACCTAGAACTTGACATGGCGACCTCTTGCACTCTGTATCTCAAG
TCAACTTTCTCTATCCAAATATTTGATAACATTTGACATGATATTGAAGTAAGATTGTTACTAAGGCTTACATTGTAATATTA
CTGACGCAAGTTCTTTATCAATAAAATAGCTGAAAACAAAAAAGCCGGCAAAAACATCGATTAGGGTGACTGAAGGTTACATT
GGGGTAGGTTATGGTTAATACGTAATGGTTTAACACCAAAACGATATCATGGATTGACTTTATAAATTTTATATAAGGTGTAA
TAATATTTTTAATGAGTGGACGCGTCGGGTCAATGTCCTGCCTATTGACGTCATAACATATTAGGTGATTATATTAAAAATAC
CCGGGTCAAATATTACTTGCAAGTTTAAGTTTCATCATAATCTGATCATAAGTTTCACCCAAACAGAAACCAAAAGCATAACT
ATCTGCTATTTGAATATCTTTAGCTTCCCATGAAGAAAGATTACCGTAACCATCACTAGGATTTTATACGATTGTAGAAAATA
AAGTATTCTCAGTCTCTTTTCAGTTTAAAATCTGCTGGCATTTTTACAAGTCGCTGTATCAGTCAATGTTTATACAATATGTC
AATGTACTTTCGTATTAATCAGAAAAAAATATTCTACTAGTTTTGATAAGCTATCACTTTTGTTACATTGTACTGCCCTTTAC
AGTTCATCAGGTATTTATGAATGACATATTGGAGAAACATCGTAATCAGTCCAGCGCTATAAAAAGGGGTGCATTCTCGGTAA
GAGTACAGTTGAACTCACATCGAGTTAACTCCACGCTCGAG

pE324

GGCAAAAACATCGATTAGGGTGACTGAAGGTTACATTGGGGTAGGTTATGGTTAATACGTAATGGTTTAACACCAAAACGATA
TCATGGATTGACTTTATAAATTTTATATAAGGTGTAATAATATTTTTAATGAGTGGACGCGTCGGGTCAATGTCCTGCCTATT
GACGTCATAACATATTAGGTGATTATATTAAAAATACCCGGGTCAAATATTACTTGCAAGTTTAAGTTTCATCATAATCTGAT
CATAAGTTTCACCCAAACAGAAACCAAAAGCATAACTATCTGCTATTTGAATATCTTTAGCTTCCCATGAAGAAAGATTACCG
TAACCATCACTAGGATTTTATACGATTGTAGAAAATAAAGTATTCTCAGTCTCTTTTCAGTTTAAAATCTGCTGGCATTTTTA
CAAGTCGCTGTATCAGTCAATGTTTATACAATATGTCAATGTACTTTCGTATTAATCAGAAAAAAATATTCTACTAGTTTTGA
TAAGCTATCACTTTTGTTACATTGTACTGCCCTTTACAGTTCATCAGGTATTTATGAATGACATATTGGAGAAACATCGTAAT
CAGTCCAGCGCTATAAAAAGGGGTGCATTCTCGGTAAGAGTACAGTTGAACTCACATCGAGTTAACTCCACGCTCGAG

pE325

GTATACCTTGAATGTTAGTGAAACCCCCTGCGACACAAGTATTACATTCCTTAGTGCTTGAATCCTTTAGGAAAGAAAAGCCA
ATTTTCAAAATCTTAGCACTTGTTAACTCGCGAAAAAGACCAACAGATTTCCCATACTACAATTCGACATTAGAAATGTAAAC
CCATTATCATTATTTACGCCTCATTTCCATGGCCAATAATAAGTTTAAGTACGTTGAGATAAAACTGGCTTACCTAGAACTTG
ACATGGCGACCTCTTGCACTCTGTATCTCAAGTCAACTTTCTCTATCCAAATATTTGATAACATTTGACATGATATTGAAGTA
AGATTGTTACTAAGGCTTACATTGTAATATTACTGACGCAAGTTCTTTATCAATAAAATAGCTGAAAACAAAAAATCAAATAT
TACTTGCAAGTTTAAGTTTCATCATAATCTGATCATAAGTTTCACCCAAACAGAAACCAAAAGCATAACTATCTGCTATTTGA
ATATCTTTAGCTTCCCATGAAGAAAGATTACCGTAACCATCACTAGGATTTTATACGATTGTAGAAAATAAAGTATTCTCAGT
CTCTTTTCAGTTTAAAATCTGCTGGCATTTTTACAAGTCGCTGTATCAGTCAATGTTTATACAATATGTCAATGTACTTTCGT
ATTAATCAGAAAAAAATATTCTACTAGTTTTGATAAGCTATCACTTTTGTTACATTGTACTGCCCTTTACAGTTCATCAGGTA
TTTATGAATGACATATTGGAGAAACATCGTAATCAGTCCAGCGCTATAAAAAGGGGTGCATTCTCGGTAAGAGTACAGTTGAA
CTCACATCGAGTTAACTCCACGCTCGAG

pB2s

GTATACCTTGAATGTTAGTGAAACCCCCTGCGACACAAGTATTACATTCCTTAGTGCTTGAATCCTTTAGGAAAGAAAAGCCA
ATTTTCAAAATCTTAGCACTTGTTAACTCGCGAAAAAGACCAACAGATTTCCCATACTACAATTCGACATTAGAAATGTAAAC
CCATTATCATTATTTACGCCTCATTTCCATGGCCAATAATAAGTTTAAGTACGTTGAGATAAAACTGGCTTACCTAGAACTTG
ACATGGCGACCTCTTGCACTCTGTATCTCAAGTCAACTTTCTCTATCCAAATATTTGATAACATTTGACATGATATTGAAGTA
AGATTGTTACTAAGGCTTACATTGTAATATTACTGACGCAAGTTCTTTATCAATAAAATAGCTGAAAACAAAAAAATCTGCTG
GCATTTTTACAAGTCGCTGTATCAGTCAATGTTTATACAATATGTCAATGTACTTTCGTATTAATCAGAAAAAAATATTCTAC
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TAGTTTTGATAAGCTATCACTTTTGTTACATTGTACTGCCCTTTACAGTTCATCAGGTATTTATGAATGACATATTGGAGAAA
CATCGTAATCAGTCCAGCGCTATAAAAAGGGGTGCATTCTCGGTAAGAGTACAGTTGAACTCACATCGAGTTAACTCCACGCT
CGAG

pBZ7

GTATACCTTGAATGTTAGTGAAACCCCCTGCGACACAAGTATTACATTCCTTAGTGCTTGAATCCTTTAGGAAAGAAAAGCCA
ATTTTCAAAATCTTAGCACTTGTTAACTCGCGAAAAAGACCAACAGATTTCCCATACTACAATTCGACATTAGAAATGTAAAC
CCATTATCATTATTTACGCCTCATTTCCATGGCCAATAATAAGTTTAAGTACGTTGAGATAAAACTGGCTTACCTAGAACTTG
ACATGGCGACCTCTTGCACTCTGTATCTCAAGTCAACTTTCTCTATCCAAATATTTGATAACATTTGACATGATATTGAAGTA
AGATTGTTACTAAGGCTTACATTGTAATATTACTGACGCAAGTTCTTTATCAATAAAATAGCTGAAAACAAAAAAGCCGGCAA
AAACATCGATTAGGGTGACTGAAGGTTACATTGGGGTAGGTTATGGTTAATACGTAATGGTTTAACACCAAAACGATATCATG
GATTGACTTTATAAATTTTATATAAGGTGTAATAATATTTTTAATGAGTGGACGCGTCGGGTCAATGTCCTGCCTATTGACGT
CATAACATATTAGGTGATTATATTAAAAATACCCAAAATCTGCTGGCATTTTTACAAGTCGCTGTATCAGTCAATGTTTATAC
AATATGTCAATGTACTTTCGTATTAATCAGAAAAAAATATTCTACTAGTTTTGATAAGCTATCACTTTTGTTACATTGTACTG
CCCTTTACAGTTCATCAGGTATTTATGAATGACATATTGGAGAAACATCGTAATCAGTCCAGCGCTATAAAAAGGGGTGCATT
CTCGGTAAGAGTACAGTTGAACTCACATCGAGTTAACTCCACGCTCGAG

pB2g

GTATACAAAAACATCGATTAGGGTGACTGAAGGTTACATTGGGGTAGGTTATGGTTAATACGTAATGGTTTAACACCAAAACG
ATATCATGGATTGACTTTATAAATTTTATATAAGGTGTAATAATATTTTTAATGAGTGGACGCGTCGGGTCAATGTCCTGCCT
ATTGACGTCATAACATATTAGGTGATTATATTAAAAATAAGCGCTATAAAAAGGGGTGCATTCTCGGTAAGAGTACAGTTGAA
CTCACATCGAGTTAACTCCACGCTCGAG

pB2g

GTATACAAAAACATCGATTAGGGTGACTGAAGGTTACATTGGGGTAGGTTATGGTTAATACGTAATGGTTTAACACCAAAACG
ATATCATGGATTTTATATAAGGTGTAATAATATTTTTAATGAGTGGACGCGTCGGGTCAATGTCCTGCCTATTGACGTCATAA
CATATTAGGTGATTATATTAAAAATAGTTTAAACTCAAATATTACTTGCAAGTTTAAGTTTCATCATAATCTGATCATAAGTT
TCACCCAAACAGAAACCAAAAGCATAACTATCGAATATCTTTAGCTTCCCATGAAGAAAGATTACCGTAACCATCACTAGGAT
TTTATACGATTGTAGAAAATAAAGTATTCTCAGTCTCTTTTCAGAGCGCTATAAAAAGGGGTGCATTCTCGGTAAGAGTACAG
TTGAACTCACATCGAGTTAACTCCACGCTCGAG

pBZlo

GTATACAAAAACATCGATTAGGGTGACTGAAGGTTACATTGGGGTAGGTTATGGTTAATACGTAATGGTTTAACACCAAAACG
ATATCATGGATTTTATATAAGGTGTAATAATATTTTTAATGAGTGGACGCGTCGGGTCAATGTCCTGCCTATTGACGTCATAA
CATATTAGGTGATTATATTAAAAATAGTTTGCTATAAAAAGGGGTGCATTCTCGGTAAGAGTACAGTTGAACTCACATCGAGT
TAACTCCACGCTCGAG

pE3211

GGCAAAAACATCGATTAGGGTGACTGAAGGTTACATTGGGGTAGGTTATGGTTAATACGTAATGGTTTAACACCAAAACGATA
TCATGGATTGACTTTATAAATTTTATATAAGGTGTAATAATATTTTTAATGAGTGGACGCGTCGGGTCAATGTCCTGCCTATT
GACGTCATAACATATTAGGTGATTATATTAAAAATACCCGGGTCAAATATTACTTGCAAGTTTAAGTTTCATCATAATCTGAT
CATAAGTTTCACCCAAACAGAAACCAAAAGCATAACTATCTGCTATTTGAATATCTTTAGCTTCCCATGAAGAAAGATTACCG
TAACCATCACTAGGATTTTATACGATTGTAGAAAATAAAGTATTCTCAGTCTCTTTTCAGTTTGCTATAAAAAGGGGTGCATT
CTCGGTAAGAGTACAGTTGAACTCACATCGAGTTAACTCCACGCTCGAG
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GFP

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTT
CAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCG
TGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGAC
TTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGC
CGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGG
GGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCATGGTGAACTTC
AAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGLCCCCGT
GCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGC
TGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAA

Cap (PCV-2)

ATGACGTATCCAAGGAGGCGTTTCCGCAGACGAAGACACCGCCCCCGCAGCCATCTTGGCCAGATCCTCCGCCGCCGLLLCTG
GCTCGTCCACCCCCGCCACCGTTACCGCTGGAGAAGGAAAAATGGCATCTTCAACACCCGCCTCTCCCGCACCTTCGGATATA
CTGTCAAGGCTACCACAGTCACAACGCCCTCCTGGGCGGTGGACATGATGAGATTTAATATTAACGACTTTGTTCCCCCGGGA
GGGGGGACCAACAAAATCTCTATACCCTTTGAATACTACAGAATAAGAAAGGTTAAGGTTGAATTCTGGCCCTGCTCCCCAAT
CACCCAGGGTGACAGGGGAGTGGGCTCCACTGCTGTTATTCTAGATGATAACTTTGTAACAAAGGCCACAGCCCTAACCTATG
ACCCCTATGTAAACTACTCCTCCCGCCATACAATCCCCCAACCCTTCTCCTACCACTCCCGTTACTTCACACCCAAACCTGTA
CTGGATAGAACTATTGATTACTTCCAGCCAAACAACAAAAAAAATCAGCTTTGGCTGAGGCTACAAACCTCTGCAAATGTAGA
CCACGTAGGCCTCGGCACTGCGTTCGAAAACAGTAAATACGACCAGGACTACAATATCCGTGTAACCATGTATGTACAATTCA
GAGAATTTAATCTTAAAGACCCCCCACTTAAACCCTAA

IX.2 Secuencias aminoacidicas

IEO

MIRTSSHVLNVQENIMTSNCASSPYSCEATSACAEAQQLQVDTGGDKIVNNQVTMTQINEFNASYTSASTPSRASEFDNSYSEFC
DKOPNDYLSYYNHPTPDGADTVISDSETAAASNFLASVNSLTDNDLVECLLKTTDNLEEAVSSAYYSESLEQPVVEQPSPSSA
YHAESFEHSAGVNQPSATGTKRKLDEYLDNSQGVVGQFNKIKLRPKYKKSTIQSCATLEQTINHNTNICTVASTQEITHYFTN
DFAPYLMREFDDNDYNSNRESDHMSETGYYMEFVVKKSEVKPFEIIFAKYVSNVVYEYTNNYYMVDNRVEVVTEFDKIRFMISYNL
VKETGIEIPHSQDVCNDETAAQNCKKCHEFVDVHHTFKAALTSYFNLDMYYAQTTFVTLLOSLGERKCGFLLSKLYEMYQDKNL
FTLPIMLSRKESNEIETASNNFFVSPYVSQILKYSESVQFPDNPPNKYVVDNLNLIVNKKSTLTYKYSSVANLLENNYKYHDN
IASNNNAENLKKVKKEDGSMHIVEQYLTONVDNVKGHNFIVLSFKNEERLTIAKKNKEEFYWISGEIKDVDVSQVIQKYNREFKH
HMEFVIGKVNRRESTTLHNNLLKLLALILQGLVPLSDAITFAEQKLNCKYKKFEEFN*

IE1

MTQINEFNASYTSASTPSRASFDNSYSEFCDKQPNDYLSYYNHPTPDGADTVISDSETAAASNFLASVNSLTDNDLVECLLKTT
DNLEEAVSSAYYSESLEQPVVEQPSPSSAYHAESFEHSAGVNQPSATGTKRKLDEYLDNSQGVVGQEFNKIKLRPKYKKSTIQS
CATLEQTINHNTNICTVASTQEITHYFTNDFAPYLMREFDDNDYNSNRFSDHMSETGYYMFVVKKSEVKPFEIIFAKYVSNVVY
EYTNNYYMVDNRVEVVTEFDKIRFMISYNLVKETGIEIPHSQDVCNDETAAQNCKKCHEFVDVHHTFKAALTSYEFNLDMYYAQTT
FVTLLQSLGERKCGFLLSKLYEMYQDKNLFTLPIMLSRKESNEIETASNNFFVSPYVSQILKYSESVQFPDNPPNKYVVDNLN
LIVNKKSTLTYKYSSVANLLENNYKYHDNIASNNNAENLKKVKKEDGSMHIVEQYLTQONVDNVKGHNFIVLSFKNEERLTIAK
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KNKEFYWISGEIKDVDVSQVIQKYNRFKHHMFVIGKVNRRESTTLHNNLLKLLALILQGLVPLSDAITFAEQKLNCKYKKFEF
N*

GFP

MTYPRRRFRRRRHRPRSHLGQILRRRPWLVHPRHRYRWRRKNGIFNTRLSRTEGYTVKATTVTITPSWAVDMMRENINDEVPPG
GGTNKISIPFEYYRIRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSTAVILDDNEVTKATALTYDPYVNYSSRHTIPQPFSYHSRYFTPKPV
LDRTIDYFQPNNKKNQLWLRLQTSANVDHVGLGTAFENSKYDODYNIRVTMYVQFREFNLKDPPLKP*

Cap (PCV-2)

MTYPRRRFRRRRHRPRSHLGQILRRRPWLVHPRHRYRWRRKNGIFNTRLSRTEFGYTVKATTVITPSWAVDMMRENINDEVPPG
GGTNKISIPFEYYRIRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSTAVILDDNEVTKATALTYDPYVNYSSRHTIPQPFSYHSRYFTPKPV
LDRTIDYFQPNNKKNQLWLRLOTSANVDHVGLGTAFENSKYDODYNIRVTMYVQFREFNLKDPPLKP*
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José M. Escribano b+

*Alterrative Gene Expression S0 (ALGENEY ), Centro Empresoriol, Porque Gertifice y Terroldgion de [o Uriversidod Politéorica de Madrid, Compres de

Momtegancedo, 28237 Pozueln de Alorodin, Madrid, Spoin
b Departamento de Biotecnologii, Irstifwto Nacoral de Investigacidn y Tecnologio Agraria y Alimentaria (INIA ), Autovia AS, Km 7.5, 28040 Madrid, Spair

ARTICLE INFO ABSTREACT

Article history: The promoter sequences of the encoding genes for the three most abundant hexamerins of the
Received 14 Janaary 2013 Lepidoptera Trichoplesia nt were isolated and cloned into the Autographa colifor nfor multiple necleopoly-
Received in revised form 18 March 2013 hedrovirus (AcMNPY)-derived baculovirus expression vector, From the sequences analyzed, the DNA

Accepted 21 March 2013

Avsilable orline s region driving the expression of the Basic juvenile hormone-suppressible protein 2 (BJH5P-2), denom-

inated pH2, presented the highest promoter strength in the context of the baculovirus vector in 521
insect cells. This promoter activity ocowrred earlier im baculovirus-infected cells than that achieved by a

Keywords: ) comventional polyhedrin promoter (palf), but surprisingly stopped at 48 h post-infection. A mapping of
::;J:‘Ems EXprESsion veclar spstem pHi2 essential promoter elements determined that a region of about 400 bp, denominated pB2s, retained
Hecombinant protein expression and even increased the transcriptional activity with respect to the parental full-length sequence. Finally,
Prommoter seweral chimeric combinations of the insect-derived pB2 with the virus-derived conventional poth or pI 0
Trichoplusio mi promoters were constructed and incorporated into an AcMNPY baoulovires vector. The pB2-pl0 com-
Basic juvenile hormone-suppressible bination showed increased recombinant protein expression at early times post-infection and similar
protein 2 expression levels at very late times post-infection im 5621 cells with respect to conventional late pro-

maters. To the best of our knowledge, pA2 is the first promoter isolated from the Lepidoptera T. ni, the
natural host of AcMMNPV, to be assayed in a baculovirus expression vector.
© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
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X.1 Patentes no publicadas

Enhanced production of the porcine circovirus capsid protein by a baculovirus

vector expression system.
PCT/EP2013/075799 (Diciembre 2013)

Baculovirus vector expression system for the expression of recombinant
proteins (in  particular, those forming virus-like particles).
PCT/EP2013/075812 (Diciembre 2013)

X.2 Publicaciones sometidas

Significant productivity improvement of the baculovirus expression

vector system by engineering a novel expression cassette

Silvia Gémez-Sebastian*, Javier Lopez-Vidal*, José M. Escribano
* |gual contribucion
Summary

Here we describe the development of a baculovirus vector expression cassette containing
rearranged baculovirus-derived genetic regulatory elements. This newly designed expression
cassette conferred significant production improvements to the BEVS, including prolonged cell integrity
after infection, improved protein integrity, and around 4-fold increase in recombinant protein
production yields in insect cells with respect to a standard baculovirus vector. The expression
cassette consisted of a cDNA encoding for the baculovirus transactivation factors IE1 and IEO
expressed under the control of the polyhedrin promoter and a homologous repeated transcription
enhancer sequence operatively cis-linked to the p10 promoter or to chimeric promoters containing
pl10. The prolonged cell integrity observed in cells infected by baculoviruses harbouring the novel
expression cassette reduced the characteristic proteolysis and aberrant forms frequently found in
baculovirus-derived recombinant proteins. The new expression cassette developed here has the
potentiality to significantly improve the productivity of the BEVS.
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X.3 Publicaciones en preparacion

Highly efficient insect cell-based platform for virus-like particle vaccines

production using an improved baculovirus vector

Javier Lopez-Vidal*, Silvia GOmez-Sebastidn*, Juan Barcena, Maria C. Nufez, Diego
Martinez-Alonso, Eva Guijarro Pardo, Benoit Dudognon and José M. Escribano.

* lgual contribucién
Summary

Vaccines based on virus-like particles (VLP) have proved their success in human and animal
health. Insect cells platform, based on the use of recombinant baculoviruses is between the most
used to generate this kind of highly immunogenic vaccines. Because production cost is a very
relevant constraint to extend the use of these vaccines to human and animal populations, any
productivity improvement in this platform may be a relevant factor to reduce the vaccine costs. Here
we describe the use of a novel baculovirus expression cassette, denominated TB, to model the
production in insect cells of three well defined VLP, two of them already marketed today. Capsid
proteins from human papillomavirus (L1 from HPV 16), from porcine circovirus type 2 (Cap) and from
the calicivirus producing the rabbit hemorrhagic disease (VP60), were expressed in insect cells by
baculoviruses genetically engineered with the TB expression cassette in which the different genes
were inserted. Productivities were compared with that obtained by the conventional counterpart
vectors expressing the proteins under the control of polyhedrin promoter. Results demonstrated that
the expression of vaccine proteins under the control of TB cassette increased productivities in more
than 300% in all cases and recombinant proteins were fully functional forming VLP as determined by
electron microscopy analysis. The use of the TB expression cassette represent a simply modification
of the baculovirus vectors that significantly improves the cost efficiency of VLP-based vaccines
production, facilitating the broad application of these vaccines in human and animal health.

Improved recombinant protein production in a Trichoplusia ni insect

larvae by using a baculovirus vector harboring a novel expression cassette

Silvia Gomez-Sebastian*, Javier Lépez-Vidal*, Edel Reytor, Miguel Cid, Carmen Alvarado,
Lorena Romero Santacreu, Maria C. Nufiez and José M. Escribano
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Summary

Insects, in combination with baculovirus vectors, are extremely efficient biofactories for the
production of recombinant proteins. Recently, a novel expression cassette has been designed to
improve the productivity of the baculovirus vector expression system (BEVS) in cultured insect cells.
This expression cassette, denominated TB, has been shown to increase not only productivity but also
cell viability at late times post-infection. In the present work we have studied the correlation between
the TB-induced effects observed in insect cells with that observed in insect larvae (Trichoplusia ni).
For this purpose, two baculoviruses were compared, one consisting in a conventional control
baculovirus expressing the reporter green fluorescent protein (GFP) under the control of polyhedrin
(polh) promoter and the other expressing the same protein under the TB expression cassette. Results
demonstrated that TB cassette increased in larvae the productivity with respect to the control
baculovirus between 17% to 35%, depending of the virus dose used. Production yields obtained in
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insect larvae are virus dose- and infection time-dependent. However, the use of high infection doses
or long infection periods induce high larvae mortality rates. Interestingly, larvae infected with the TB-
modified baculovirus, showed about a 70% increase in survival ratios with respect to control virus at
optimal production conditions. The synergistic effects of increased productivity and insect biomass
recovered by using the TB-modified baculoviruses made the insect larvae platform about 200% more
productive.
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