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Resumen

La familia Baculoviridae comprende 4 géneros con un total de 47 especies de virus
que infectan selectivamente a diversos tipos de insectos.

Uno de los baculovirus mas estudiados a la fecha es, sin duda, Autographa
californica MNPV, el cual infecta especificamente a lepidopteros. Este virus se utiliza
desde finales de los afos 80s, en combinacidn con el sistema de células de insecto
en cultivo, como un eficiente y poderoso sistema de expresion para proteinas
recombinantes. Actualmente el sistema de expresion en células de insecto mediado
por estos virus es ampliamente usado para la producciéon de muchas de las proteinas
recombinantes utilizadas en experimentacién, asi como para la producciéon de
proteinas recombinantes de uso en medicina humana y veterinaria. Los baculovirus
modificados también han sido utilizados como biopesticidas y existen multiples
estudios donde se les utiliza como sistemas de transduccion de genes en
tratamientos para la correccion de problemas de origen genético o en cancer.

AcMNPV es parte del grupo de virus conocidos como nucleopoliedrovirus, es
decir, virus que se ocluyen en cristales proteicos dentro del nucleo de células
infectadas. Por lo tanto este virus tiene dos fenotipos: el virion libre y el ocluido
dentro de una matriz proteica formada mayoritariamente por la proteina poliedrina.
Esta particula proteica conocida como poliedra contiene en su interior cientos de
virus. El virus libre se encarga de la infeccién de célula a célula, dentro de las larvas
de insecto infectadas por el mismo. Las poliedras conteniendo el virus ocluido, , son
liberadas al medio ambiente, una vez que los virus libres lisan todas las células y la
larva practicamente se deshace. En la forma ocluida, el virus puede sobrevivir en el
medio ambiente por afios. Uno de los fenotipos de este virus es cuando esta inmerso
o protegido por una matriz proteica llamada poliedra. En las ultimas décadas se han
desarrollado metodologias para la incorporacién de diferentes péptidos y proteinas
en estas particulas y usarlas como un biomaterial para la liberacion de sustancias
bioldgicas, purificacion de proteinas recombinantes, etc. Sin embargo, hasta la fecha
se desconoce el mecanismo por el cual la poliedrina es capaz de formar las
poliedras. Cabe mencionar que el mecanismo de produccion de poliedras es muy
robusto, el nucleo de células infectadas contiene decenas de poliedras, todas con la
misma geometria y tamano.

El primer objetivo del presente trabajo consistié en identificar el mecanismo por el
cual la poliedrina produce poliedras. Seguimos la hip6tesis mas simple: la poliedrina
es un péptido con propiedades de autoagregacién, lo que le permite ensamblar los
cristales de poliedra. Para lograr este objetivo produjimos varios fragmentos de la
poliedrina y los fusionamos a la proteina verde fluorescente (EGFP), con el fin de
poder realizar estudios estructurales mediante microscopia confocal y electrénica. La
seleccién de los fragmentos a producir se llevé a cabo mediante un extenso analisis
de estructura secundaria y terciaria in silico dirigido a predecir qué fragmentos
minimos pueden autoagregarse, buscando estructuras beta plegadas, las cuales
sirven como punto de agregacidon para otros péptidos con actividad autoagregatoria
conocida, tales como el beta amiloide responsable de le enfermedad de Alzheimer.



En este estudio encontramos que las propiedades de autoagregacion se ubicaban
hacia el fragmento amino terminal de la proteina poliedrina. El primer fragmento
identificado fue el correspondiente a la secuencia 1-110 de la poliedrina. En esta
secuencia se encuentran inmersos dos motivos repetidos, formados cada uno por
dos cadenas beta seguidas por una hélice alfa (la primera en secuencia 1-58 y la
segunda en la secuencia 58-110). Estudios subsecuentes con cada uno de estos
péptidos por separado, mostraron que ambos (1-58 y 58-110) mantienen la
propiedad de autoagregacion.

El segundo objetivo del trabajo consisti6 en fusionar 3 fragmentos de las
glicoproteinas gB, gC y gD del virus de Aujeszky al péptido de poliedrina 1-110 (PH.
110)) Y producir particulas para ser utilizadas como acarreadores de vacunas contra
esta enfermedad. La hipotesis que sustentdé esta segunda parte del trabajo, se basa
en que la poliedra es capaz de mantener en su interior baculovirus en buen estado
por varios afnos. Esto nos llevé a pensar que antigenos introducidos dentro de las
particulas de poliedra podrian mantener sus propiedades funcionales por anos,
pudiendo ser utilizados como vacunas que rompen con el paradigma de la cadena
fria y la vida de anaquel limitada a meses.

Los resultados obtenidos en esta segunda parte muestran que los antigenos
fusionados a la poliedrina y contenidos dentro de la poliedra, son capaces de generar
una respuesta inmune protectora sin la necesidad del uso de adyuvantes en la
vacunacion. Lo anterior demuestra que la poliedra, ademas de proteger los antigenos
y permitir mantenerlos a temperatura ambiente por afos, tiene propiedades
adyuvantes utiles en vacunacion.



Abstract

The Baculoviridae family is formed by 4 genera comprising a total of 47 species of viruses
that selectively infect various types of insects.

One of the species of baculovirus most studied to date is undoubtedly Autographa
californica, MNPV which infects specifically lepidopteran. This virus has been used since the
late 80s, in combination with the system of cultured insect cells, as an efficient and powerful
expression system for recombinant proteins. Currently the expression system in insect cells
mediated by these viruses is widely used for the production of many recombinant proteins to
be used in particular experiments and for production of recombinant proteins for human and
veterinary medicine. The modified baculoviruses have also been used as biopesticides and
there are many studies where they are used as transduction systems for gene therapies to
correct genetic problems or cancer.

AcMNP belongs to the group of viruses known as nucleopolyhedrovirus, ie, viruses
occluded in protein crystals within the nucleus of infected cells. Therefore, this virus has two
phenotypes: the free virion and the one entrapped within a protein matrix consisting mainly of
the polyhedrin protein. This protein particle known as polyhedra contains within hundreds of
viruses. Free virus is responsible in nature for cell to cell infection in the larvae. The
polyhedra containing occluded viruses are released into the environment, after free viruses
lyse all cells when the larva is virtually liquefied. In the occluded form, the virus can survive in
the environment for years. In recent decades methodologies have been developed for
incorporation of different peptides and proteins in these particles and use them as a
biomaterial for the release of biomaterials, purification of recombinant proteins, etc. However,
the mechanism by which the polyhedrin is capable of forming the the polyhedral is unknown
until today. It is noteworthy that the production of the polyhedral is a very robust mechanism,
the nucleus of infected cells contains a lot of polyhedras, all with the same geometry and size.

The first aim of this study was to identify the mechanism by which the polyhedrin produces
polyhedra. We follow the simplest hypothesis: the polyhedrin is a peptide with self-assembly
properties, allowing to its assemble into polyhedra crystals. To achieve this goal we produced
various fragments of the polyhedrin and merge to green fluorescent protein (EGFP) in order
to perform structural studies by confocal and electron microscopy. The selection of fragments
to be produced was conducted through an extensive analysis of secondary and tertiary
structure in silico and directed to predict which were the smallest peptides with the capacity to
auto assembled. This was done by seeking beta-sheet structures, which serve as
aggregation point for other peptides with known self assemble activity such as the beta
amyloid peptide responsible for Alzheimer's disease.

In this study we found that the self-aggregation properties were located towards the amino
terminal fragment of the polyhedrin protein. The first fragment to be identified corresponded to
the sequence 5'of the polyhedrin protein from amino acids 1-110 . In this sequence there are
immersed two repeated motifs, each of them formed by two beta-sheet strands followed by
an alpha helix (the first sequence from amino acids 1-58, and the second one from amino
acids 58-110). Subsequent studies with each of these peptides individually, showed that both
fragments (1-58 and 58-110) had the property for self-aggregation.

The second objective involved to clone one fragments of each of the glycoproteins, gB, gC
and gD from the Aujeszky virus to polyhedrin peptide 1-110 (PH.110)) and produce
polyhedras to be used as vaccines carriers against the disease . The hypothesis that
supported the second part of the work was based on that polyhedra is able to keep
baculovirus in good condition for years. This led us to think that antigens introduced into
polyhedra particles could also be maintained for years with their antigenic properties for long



time and then could be used as stable vaccines and then breaking the paradigm of the cold
chain and life limited shelf for months of the actual vaccines.

The results obtained in this second part shown that antigens fused to the polyhedrin and
contained within the polyhedra, were capable of generating a protective response without the
need to use adjuvant in vaccination. This result showed that the polyhedra in addition to be
able to protect antigens from degradation, and allow keep them at room temperature for
years, it has adjuvant properties very important in vaccination.



Introduccion

El creciente interés en la produccion de proteinas recombinantes ha llevado al
desarrollo de diversos sistemas de expresion de proteinas. Uno de los primeros
sistemas desarrollados y aun uno de los mas utilizados es el de la bacteria E. coli,
creado hace mas de dos décadas. Aunque éste bien establecido sistema tiene una
larga historia en la produccion de muchas proteinas recombinantes, y, a pesar de sus
ventajas como son los cortos tiempos de incubacion, facil manipulacion genética y
bajos costos (Assenberg R., et al. 2013, Rosano GL., et al., 2014), la expresion en
bacterias tiene varios problemas, el principal es que las proteinas en las bacterias no

son glicosiladas.

La falta de glicosilacion de las proteinas recombinantes expresadas en bacteria ha
llevado a la busqueda de sistemas alternativos de expresion, debido a que la
glicosilacion de muchas proteinas es vital para mantener su funcién (Aydin H., et al.,
2012, Assenberg R., et al., 2013). Ademas la presencia de endotoxinas en las
muestras preparadas en bacterias es otro de los inconvenientes del uso de este
sistema de expresion (Wicks IP., et al., 1995). Con el fin de resolver estos problemas
del sistema de expresion bacteriano, se han desarrollado métodos de expresion de
proteinas recombinantes en levaduras, células de insecto y células de mamifero
(Fernandez FJ. y Vega MC., 2013).

El sistema de expresion en células de insecto, basado en la infeccidon de estas
células por baculovirus recombinantes que llevan en su genoma el gen de interés, al
ser un sistema eucarionte, lo convierte en un sistema ideal para la produccion de
proteinas para uso biotecnoldgico. Las proteinas que se han expresado en este
sistema presentan glicosilaciones (van Oers MM., 2011), que si bien no son similares
a las producidas en células de mamifero, son suficientes para sustentar su actividad
biolégica (Shi X. y Jarvis DL., 2007).

Otra de las caracteristicas importantes del sistema de expresion en células de

insecto es que al ser un sistema viral replicativo, la cantidad de proteina que suele
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obtenerse es cientos e incluso, miles de veces mayor a la obtenida en células de
mamifero mediante la transfeccién de plasmidos. Hoy en dia una varias vacunas
para uso humano y animal son producidas en células de insecto mediante el sistema
de baculovirus recombinantes, asi como una inmunoterapia contra cancer de

préstata y una terapia génica (van Oers MM., Pijlman GP. y Vlak JM., 2015).



Sistema de expresidon en células de insecto mediante baculovirus
recombinantes.

El desarrollo de un sistema viral de expresion de proteinas en células de insecto
ha generado un gran avance en la produccion de proteinas recombinantes, tanto
para uso en los laboratorios de Investigacion, como para la produccion de proteinas
para uso comercial, ya sea para el tratamiento de algunas enfermedades, o para su

uso en vacunas, tanto de origen y aplicacion en medicina humana o veterinaria.

Las primeras proteinas expresadas en este sistema fueron la beta-galactosidasa
por el grupo de L. K. Miller (Pennock GD., et. al., 1984.) e Interferén beta humano por
G. Smith y D. L. Summers (Smith GE., et al., 1983), lo que marco el inicio de una
nueva era en la produccion de proteinas recombinantes en un sistema de expresion

eucarionte.

Los primeros sistemas de expresion por baculovirus fueron disefiados para que la
proteina fuera expresada bajo el promotor de poliedrina, y la recombinacion viral se
llevaba a cabo usando el virus silvestre, por lo que el aislamiento de placas virales
era arduo y tedioso. A partir de su comercializacion y a la fecha, este sistema de
expresion ha tenido grandes avances, y se pueden encontrar en el mercado
metodologias donde la recombinacion se hace en el tubo de ensayo, con genes de
resistencia a antibioticos que facilitan la purificacion de los virus recombinantes, asi
como el uso de banderas o etiquetas para la facil purificacion de las proteinas
expresadas (Buchs M., et al., 2009).

Mas aun, las células de insecto donde se producen estas proteinas han sido
modificadas para expresar una mayor cantidad de proteina y para que las
modificaciones postraduccionales, como la glicosilacion, sean similares a las llevadas
por las células de mamifero (Shi X. y Jarvis DL., 2007, Contreras-Gémez A., et al.,
2014). Los cultivos de células de insecto han sido adecuados para crecer en

suspension y en ausencia de suero fetal bovino, lo cual ha permitido producir
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proteinas recombinantes libres de los factores tréficos normalmente presentes en el

suero de origen animal (van Oers MM., 2011, Contreras-Gomez A., et al., 2014).

Los avances que se han logrado con el desarrollo de esta tecnologia han
avanzado de la mano con el conocimiento de la biologia de estos virus. La
biogénesis de los baculovirus es muy compleja porque, estos virus poseen un
genoma de alrededor de 140 kilobases (kb). Los baculovirus se ensamblan en el
nucleo de las células infectadas y tienen dos formas principales: los virus libres y los
ocluidos dentro de un cristal proteico formado mayoritariamente por la proteina

poliedrina. Este cristal es llamado poliedra por su forma.

El desarrollo de proteinas recombinantes en el sistema de vectores de expresion
por baculovirus (Baculovirus Expression Vector System, BEVS), ha sido llevado a
cabo de manera satisfactoria para el tratamiento de enfermedades como cancer,
esclerosis multiple, problemas en el crecimiento y desarrollo, asi como en la
produccion de varias vacunas, a traves de la expresion de antigenos solubles, o de
proteinas que se auto-ensamblan, las llamadas particulas tipo virus (VLPs, Virus-like-
particles) en diferentes sistemas de expresion (Papilomavirus e influenza; Srinivasan
A., et al,, 2014,Tan M. y Jiang X., 2014, Chroboczek J., et al., 2014, Jain NK., et al.,
2014). Muchas de ellas, han sido aprobadas por la Agencia de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos de América (FDA, Food and Drug
Administration, EUA), que se encarga de regular los productos medicinales
comercializados en los EUA, y que se aplica de base en muchos paises para la
distribucion de estos productos. La calidad de las proteinas producidas en el sistema
BEVS, ademas de sus bajos costos de produccion, lo hacen por lo tanto, hoy en dia,

un sistema importante en el desarrollo y produccién de diversos farmacos y vacunas.



Los baculovirus

Los baculovirus son virus envueltos con forma alargada que infectan
principalmente artrépodos del orden Lepidoptera (mariposas y larvas), Hymenoptera
(moscas) y Diptera (moscas y mosquitos). Se agrupan dentro de la familia
Baculoviridae (Blissard GW. y Rohrmann GF., 1990, Herniou EA. y Jehle JA., 2007).
Su nombre proviene de las primeras observaciones del virus mediante microscopia

electronica, ya que el virus tiene forma de bastén (en latin baculum).

De acuerdo al Comité Internacional en Taxonomia de Virus (ICTV, International
Commitee on Taxonomy of Viruses), en su ratificacion del 2014, esta familia esta a la
fecha clasificada en cuatro géneros de acuerdo al animal que infectan, los
Alphabaculovirus (nucleopoliedrovirus (NPVs, que infectan lepiddpteros), con 32
especies, los Betabaculovirus (granulovirus (GVs, que infectan lepidépteros), con 14
especies, los Deltabaculovirus (NPVs, que infectan himendpteros), 1 sola especie y
los Gammabaculovirus (NPVs, que infectan dipteros) con 2 especies conocidas

(ictv.org/virus taxonomy.asp, Jehle JA., et al., 2006).

El genoma de estos virus es un ADN circular de doble cadena de entre 80 y 180
kb, (Herniou EA., et al 2003), y una de sus principales caracteristicas es que estos
virus se ocluyen en una matriz proteica, que por su forma se le ha denominado
poliedra y por su funcion, cuerpos de oclusion (Smith GE. y Summers MD., 1974,
Blissard GW. y Rohrmann GF., 1990, van Oers MM. y Vlak JM., 2007). Las primeras
clasificaciones de estos virus estaban basadas en el tipo de proteina que compone a
estos cuerpos de oclusién, en el caso de los GVs, la matriz proteica esta formada por
una proteina denominada granulina, mientras que en los NPVs, por poliedrina. Otra
caracteristica que se ha tomado en cuenta para su clasificacion es el numero de
nucleocapsides (NCs) por envoltura, asi, los granulovirus contienen solo una,
mientras que los nucleopoliedrovirus pueden tener una sola (SNPV, single NPVs) o
varias de ellas (Fig. 1) (MNPV, multiple NPVs) (Summers MD. y Smith GE., 1975-
1976, Lange M., et al., 2004).



A B

Baculoviridae Virus libres Virus ocluidos
(VL) (VO)
Nucleopolyhedrovirus (NPV) = g
Envoltura VL Nucleocapside Envoltura VO

ODV-ec27
ODV-e56
pif-1

pif-2

p74

Granulovirus (GV)
MNPV gp64 =P
: Grupo |, NPVs

v ~
virus Poliedras —Jp» Proteina F
A

5 env?ltura —>
SNPV o Poliedrina/granulina viral
. (matriz protéica)

p6.9
(Proteina basica)
vp39
capside
vp91
vp1054
pk1, vif1
fp25K, BV/ODV-c42

ODV-e18
ODV-e66
ODV-e25

gp41

tegumento

Fig.1. Los diferentes fenotipos de los baculovirus. A. Dentro de la familia Baculoviridae, hay 4
géneros, los cuales se caracterizan por la formacion de particulas cristalinas o poliedras en el nucleo
de las células donde los virus quedan “ocluidos” o inmersos en ellas. Las poliedras de los
nucleopoliedrovirus (NPVs) estan formadas principalmente por la poliedrina y cientos de virus ya sea
individualmente (SNPVs) o agrupados en paquetes (MNPVs) quedan ocluidos en ellas. Las poliedras
de los granulovirus estan formadas por la proteina granulina y solo se encuentra un virus en cada
poliedra. B. En la infeccion por baculovirus, se pueden producir virus libres (VL), o virus ocluidos
(VO), es decir, aquellos que quedan dentro de las poliedras. C. Fotografia de microscopia electréonica
de barrido de granulovirus. D. Fotografia de microscopia electronica de transferencia de un corte
mostrando los MNPV. (Modificado de: Van Oers and Viak (2007), Current Drug Targets 8, 1051-68,
http://www.wageningenur.nl/en/Expertise-Services/Chair-groups/Plant-Sciences/Laboratory-of-Virolo-
gy/Research/Biology-and-Biotechnology-of-Baculoviruses.htm).

Las poliedras estan formadas en su mayor parte por una proteina de
aproximadamente 29 kiloDaltones (kDa) llamada poliedrina, codificada en el genoma
viral la cual se sintetiza en la fase tardia de infeccion. Se ha descrito que esta
proteina tiene una sefal de localizacion nuclear entre los aminoacidos 32-35 (KRKK)
(Jarvis DL., et al., 1991), y su tamafo varia entre los diferentes géneros. En los
alphabaculovirus la poliedrina forma particulas de entre 0.15 y 3 um, mientras que las
especies de los betabaculovirus se forman OBs pequefios (de 0.1 a 0.5 uym de

diametro).
Una de las especies mas estudiadas a nivel molecular ha sido el virus tipo

Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) del género

alphabaculovirus. Este virus fue aislado inicialmente del gusano de la alfalfa, por lo
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que lleva su nombre. Su genoma es de 134 kb el cual codifica para 154 proteinas.
Un dato histdrico interesante es que otro virus de este género, Bombyx mori
nucleopolyhedrovirus (BmNPV), infecta al gusano de la seda, y lo convirti6 en un
blanco de estudio, ya que produce perdidas de millones de ddlares anuales para la
industria textil. Los primeros reportes de la infeccidon aparecen en textos chinos que
datan del siglo XVII, sin embargo se desconocia que la afeccidén del gusano se debia

a la infeccion por un virus.

En 1983, Lois Miller trabajé y desarrollé un sistema de expresion de proteinas
recombinantes basado en baculovirus, utilizando la especie prototipo ACMNPV,
tomando en consideracion la alta expresion a partir de un promotor fuerte, el del gen
de la poliedrina (Pennock GD., et al., 1984) Son sin embargo, Gale Smith y Max
Summers quienes publican por primera vez el uso este sistema con la expresion de
Interferon beta humano (Smith GE., et al. 1983). Cabe mencionar, que nuestro grupo
de trabajo también fue pionero en el uso del sistema de expresion de baculovirus,
para 1987 habiamos desarrollado nuestro propio sistema de expresion basado en la
recombinacion del genoma del virus de AcCMNPV con un vector de transferencia que

conferia resistencia a ampicilina, con el fin de aislar recombinantes positivas.



Ciclo de vida de los baculovirus y sus fenotipos

En el ciclo de vida de los baculovirus se pueden observar dos fenotipos, los virus
libres, responsables de la infeccion célula a célula, y los viriones ocluidos,

responsables de la transmision vertical de insecto a insecto (Fig. 2).
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Fig. 2. Ciclo de vida de los baculovirus, infeccidon primaria y secundaria. En la infeccion
primaria, las poliedras liberadas por la disolucién de las larvas infectadas, son ingeridas por
otras larvas y en el intestino son solubilizadas debido al alto pH presente en este sitio e
infectan a estas células, donde se replican, para dar lugar a la infeccién secundaria. Los
virus se replican y salen de la célula para infectar a las células vecinas y a todas las células
de la larva. En una etapa tardia, los virus son “ocluidos” en particulas llamadas poliedras, las
cudles son liberadas cuando las larvas son solubilizadas por la infeccién viral.

Infeccién primaria

Las poliedras liberadas en las plantas por una larva infectada, contienen los
viriones ocluidos. Cuando las poliedras son ingeridas por el insecto, y llegan al tracto
digestivo donde el pH es muy basico (10.5-11) son desensambladas, y los virus son
liberados en la luz del tracto intestinal. Estos virus, interactuan a través de GP64, una
proteina estructural de la envoltura del virus, con el colesterol presente en las células
epiteliales del intestino medio. Esta interaccion permite la fusién de la capside viral y

la internalizacion del genoma en la célula hospedera. Durante afos permanecio
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como un enigma el mecanismo de ingreso del baculovirus a las células epiteliales del
intestino del insecto, no fue sino hasta 2013 que nuestro grupo de trabajo dilucido el
mecanismo molecular de ingreso a la célula (Luz-Madrigal A., et al., 2013). La unién
de GP64 a colesterol se da a partir de un dominio de unién a colesterol/esteroles

presente en el sitio de fusién de la proteina de la capside GP64.

Los virus derivados de las poliedras (ODVs) presentan una composicion proteica
diferente a los viriones libres (budded virus, BVs). No obstante, se ha descrito que
ambos contienen mas de 30 proteinas necesarias para la replicacion inmediata del
virus en la célula, como son ADN polimerasa, lef1 (late expression factors), lef3,
helicasa, y el factor de transcripcion temprana IE-1, formando parte de un sistema de
optimizacion de la infeccién primaria (Braunagel SC. y Summers MD., 1994,
Braunagel SC., et al., 2003). La diferencia en las proteinas presentes en los ODVs
versus los BVs se da durante la salida de los BVs a través de la membrana
plasmatica de la célula hospedera, donde adquieren la envoltura (se llevan una
fraccion de la membrana plasmatica de la célula hospedera) y las proteinas
presentes en ella, mientras que los ODVs son ocluidos en las poliedras en el nucleo
de las células infectadas y nunca estan en contacto con la membrana plasmatica del
hospedero. El mecanismo de sorteo que decide que un virus viaje a la membrana
plasmatica y sea liberado como virion libre, o bien que quede ocluido en la poliedra

dentro del nucleo celular permanece aun desconocido.

Una vez dentro de las células, las NCs son tomadas por los endosomas, de donde
escapan mediante la fusion de GP64 con el endosoma, posteriormente los NCs son
transportados al nucleo celular, por un mecanismo aun no claro, el cual involucra el
transporte mediado por filamentos de actina. Una vez en el nucleo, la transcripcion
viral es iniciada utilizando la maquinaria de la célula. Dependiendo de los genes
expresados, el ciclo de infeccion se ha dividido en 4 fases: Inmediatamente-
temprana, temprana, tardia y muy tardia. La replicacion viral ocurre

aproximadamente a las 6 horas postinfeccion, considerada dentro de la fase tardia,



asi como la sintesis de otras proteinas estructurales como son las proteinas de la

capside y glicoproteinas de la envoltura viral.

Las proteinas expresadas en la fase muy tardia son aquellas que contribuyen a la
formacion de los OBs o poliedras, como son la proteina poliedrina y p10, aunque
esta ultima no se encuentra formando parte de las poliedras. Estas dos proteinas no
son necesarias para el ensamblado de los BVs, y pueden ser eliminadas del genoma
sin afectar la produccion de baculovirus libres. Las poliedras estan también
recubiertas por una membrana rica en carbohidratos (PEP, polyhedral envelope
proteina), formada por la proteina pp34 (Whitt MA. y Manning JS., 1988, Gombart
AF., et al. 1989). Los promotores de estas dos proteinas, poliedrina y p10 son
considerados eficientes o fuertes y combinados llegan a constituir hasta el 50% de la
proteina presente en las células infectadas (Chaabihi H., et al., 1997, Kelly BJ., et al.,
2007). Es por esta razon que el promotor de poliedrina ha sido clasicamente utilizado
para la expresion de proteinas recombinantes en el sistema de expresion de

baculovirus.
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Las poliedras

Las poliedras, también conocidas como cuerpos de oclusion (del inglés “oclussion
bodies” o OBs), han dado a los baculovirus, evolutivamente hablando, una gran
ventaja, su funcion principal ha sido estabilizar a los viriones en el medio ambiente,
protegiendo el ADN viral y a los componentes estructurales del virus de los rayos
ultravioleta, del calor y de otras condiciones ambientales. Estas particulas tienen
tamanos que varian desde 0.5 a 15 yM de diametro y pueden tener diferentes
formas, dodecaedro, tetraedro, cubos o poliedros irregulares, dependiendo de la

especie de virus y del huésped que estén infectando (Woo SD., et al., 1998).

La matriz de la poliedras estda formada por una sola proteina viral de
aproximadamente 29 kDa, la poliedrina. Es una de las proteinas mas estudiadas de
los baculovirus, debido a que se expresa en grandes cantidades, llegando a
acumularse durante la fase tardia de infecciéon hasta 1 mg en 1-2 x 10° células
infectadas, constituyendo entre 30-50% de la proteina total de la célula hospedera
(Rohrmann GF., 1986).

-
i

1]F = -

== -3 S e

Fig. 3. Poliedras: Su localizacion nuclear y su alta estabilidad parecen contribuir
significativamente a su abundancia. A. Célula SF9 infectada con baculovirus WT, B.
Fotografia de microscopia electronica de barrido de poliedras WT purificadas y C,
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microscopia electronica de transmision mostrando el corte de una poliedra y baculovirus
ocluidos.

Las poliedras de los baculovirus de AcMNPV comparten caracteristicas
estructurales con otro grupo de virus no relacionados, los cipovirus que infectan
larvas de insecto (virus de RNA de doble cadena, Familia Reoviridae, Género
Cypovirus) (Coulibaly F., et al., 2007, Coulibaly F., et al., 2009).

Las poliedrinas de estos dos grupos de virus, no comparten ninguna homologia en
su secuencia de aminoacidos, sin embargo, la estructura cristalina de las poliedras
de ambos, es indistinguible en cuanto a tamafno y geometria, mostrando que estas
propiedades conservadas han sido retenidas en la naturaleza para el proposito
especifico de conservar y preservar a estos virus (Coulibaly F., et al., 2007, Coulibaly
F., etal., 2009, Ji X,, et al., 2010).

La estructura del cristal de ambas poliedras AcMNPV y Bombix mori CPV
(BmCPV) ha sido determinada y se encontrd que la poliedrina en ambos casos forma
trimeros, con un dominio nuclear de cadenas B en sandwich, pero se empacan de
manera diferente, las hélices amino (N)- y carboxi (C)- terminales se proyectan hacia
fuera, pero su topologia es diferente y las hélices interactian de manera diferente
(Chiu E., et al.,, 2012). En los baculovirus AcMNPV, los puentes disulfuro y los
dominios N-terminales se interconectan y los brazos c-terminales se entrelazan para
darle una alta estabilidad a las poliedras. Resulta un fendmeno muy interesante
como dos proteinas con secuencias completamente diferentes pueden producir
estructuras cristalinas practicamente idénticas. Nuestro grupo de trabajo lleva mas de
20 afos tratando de entender este interesante y complejo fenomeno de estructuras
proteicas. Parte del trabajo de la presente tesis ha permitido dilucidar algunos
aspectos estructurales que explican como se forma el cristal de la poliedra, su

geometria y tamafio.
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Fig. 4. Estructura de la poliedra. A, B Representacion de La estructura de la poliedrina de
AcMNPV en dos vistas ortogonales, se muestran los dominios en diferentes colores, de azul
en el extremo N -terminal a rojo en el extremo C -terminal. Residuos 3-7, que fueron
construidos como poli -ala se dibujan en gris. C, D Representaciones en dos orientaciones
de trimeros de poliedrina alineados a (E). Las subunidades estan coloreadas en diferente
color y una de ellas esta coloreada como en A. E, Unidad dodecamérica de cuatro trimeros
unidos por enlaces disulfuro (representados como esferas de color naranja). F, Alineamiento
de la secuencia de aminoacidos para mostrar la conservacion de la secuencia de aa de la
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proteina entre las especie tipo de los alphabaculovirus (AcMNPV) y de los betabaculovirus
(CpGV). Los residuos conservados estan dibujados en cajas rojas y los residuos similares en
tinta roja. La estructura secundaria asignada para AcMNPV estd dibujada arriba de la
secuencia de aa. La cisteina conservada esta remarcada en amarillo (Ji X., et al.LEMBO J.
2010, 29: 505-14).

Es muy interesante ver que la estructura de las poliedras de estas dos familias de
virus, comparten la simetria 123 y la dimension de la unidad minima del cristal y lo
mas importante la funcién es la misma, sin embargo, la conclusiéon ha sido que no

hay evidencia estructural para concluir que tengan un origen evolutivo comun.

ACMNPV CPV1

Fig. 5. Representacion del empaquetamiento de los trimeros de poliedrina de AcCMNPV y
CPV en sus unidades celulares (Ji X., et al. EMBO J. 2010, 29: 505-14).

Todos estos hallazgos han permitido determinar los aminoacidos importantes en la
formacion de las particulas y determinar cuales son los responsables de la forma y

estructura de las poliedras.

Basados en estos hallazgos, ljiri H., et al. 2009, pudieron incorporar varias
proteinas en la poliedra de BmCPV por la fusion de proteinas modelo al fragmento
amino-terminal H1 (primeros 30 aa) de la poliedrina. Sin embargo, la poliedra
canonica se forma unicamente al combinar la proteina fusionada con la secuencia

completa de la poliedrina silvestre (WT).

La coexpresidon de proteinas fusionadas al fragmento H1 y poliedrina WT ha sido

usada como un mecanismo de incorporacion de proteinas exdgenas a la poliedra,
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para uso como un sistema de andamiaje, como soporte para expresar y facilitar la
purificacion de proteinas de uso biofarmaceutico (Nishishita N., et al., 2011,
Matsumoto G., et al., 2012). Una estrategia similar ha sido también desarrollada para
la expresion de proteinas recombinantes en el baculovirus de Bombix mori, BmNPV
(Furuta T., et al., 2010, Lee KS., et al., 2012, Chen L., et al., 2013). Las poliedras
generadas por ambas familias de virus, han sido postuladas para ser usadas en

diferentes aplicaciones biotecnoldgicas hasta ahora en el campo de la Biomedicina.
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Biomateriales y biopolimeros

En las ultimas décadas, el estudio de los biomateriales se ha desarrollado
aceleradamente, dando origen a la Ciencia en Biomateriales. Durante los ultimos 50
anos, se ha llevado a cabo mucha investigacién y se han hecho grandes inversiones
tanto por la industria privada como por el sector académico para el desarrollo y

aplicacién de biomateriales novedosos.

Un biomaterial se define como cualquier substancia que ha sido obtenida de algun
sistema biologico y que tenga utilidad en medicina o biotecnologia. Por lo tanto, se
involucran con esta nueva ciencia elementos de Medicina, Biologia, Quimica, e

Ingenieria de tejidos, entre otras disciplinas.

Una forma de clasificar a los biomateriales que se usan actualmente puede ser por
su origen y asi tenemos a materiales sintéticos y a los materiales naturales. Los
materiales naturales han sido producidos 1) a partir de fuentes alimenticias, como
almidén y celulosa 2) subproductos de la fermentacion bacteriana como son el acido
polilactico, succinato de polibutileno y polietileno, y 3) de otras fuentes naturales y
entre los que estan incluidos azucares como el quitosano, acidos nucleicos y

proteinas como son la elastina, la seda, el colageno, etc. (Babu RP., et al. 2013).

Algunas proteinas fibrilares como son colagena, keratina, elastina, o aquellas
producidas de la lana, y la seda, constituyen un grupo de biomateriales conocidos
como biopolimeros. Estas macromoléculas constituyen actualmente uno de los
campos con mayor interés para el desarrollo de dispositivos terapéuticos,
cardiovasculares, ortopédicos, oftalmicos y dentales, sustitutos de la piel, sistemas
de liberacion de farmacos y sensores con propositos de diagnéstico.

Existe una creciente necesidad de producir biomateriales mas seguros y de menor

costo. El uso de sistemas de expresion de proteinas recombinantes permite que las

proteinas purificadas sean mas puras, libres de patégenos; se pueda asegurar
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también su homogeneidad entre lote y lote y una productividad a gran escala con

costos competitivos.
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Nueva generacidén de vacunas: Antigenos y proteinas particuladas
recombinantes

El desarrollo de las vacunas es ahora considerado como uno de los mas grandes
avances de la humanidad. Varias enfermedades han sido controladas y algunas de
ellas incluso erradicadas. Y el gran avance en la esperanza de vida es debido al

desarrollo de las vacunas.

En los estudios de Pasteur sobre la atenuacion viral, descansa gran parte del éxito
de la eficacia de las vacunas desarrolladas contra las infecciones virales. Sin
embargo, el riesgo que existe sobre una posible reversion de estos virus ha sido
siempre de considerable importancia. Uno de los siguientes pasos ha sido el
desarrollo de vacunas subunitarias, proteinas virales expresadas en un sistema
heterdlogo, y aunque han sido efectivas para algunos patdgenos, han resultado ser
poco inmunogénicas, debido a la falta de las modificaciones postraduccionales como
son glicosilacion o plegamiento incorrecto de la proteina (cuando se producen en

bacterias o sistemas de expresidén basadas en procariontes).

Asi, encontramos que la gran mayoria de las vacunas en uso actualmente, tanto
para humanos como para uso veterinario, siguen estando basadas en los patégenos
inactivados o atenuados. Es decir, tenemos un atraso de mas de 200 anos en
vacunacion. El hallazgo de que algunas proteinas virales purificadas pueden auto-
agregarse, mimetizando la estructura de algunos virus y preservando la
conformacion antigénica nativa de las proteinas virales ha llevado al desarrollo de
una nueva clase de vacunas seguras y efectivas conocidas como particulas virales

similares a virus (virus-like particles, VLPs).
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Desarrollo de nuevos adyuvantes

Los adyuvantes estan definidos como compuestos que potencian la respuesta
inmunoldgica cuando son administrados con un antigeno. Estos materiales, ayudan a
aumentar la respuesta inmune de un antigeno usado en una vacuna modulando la
respuesta innata, facilitando su transporte y presentacion a las células del sistema
inmune. Una de las caracteristicas mas importantes, ademas de su eficacia es su

seguridad, esto es, que no tenga efectos secundarios.

Los adyuvantes funcionan directamente o indirectamente sobre las células
presentadoras de antigeno (APCs, Antigen Presenting Cells), como son las células
dendriticas uniéndose en su mayoria a los receptores moleculares asociados a
patdgenos con el reconocimiento de patégenos conocidos como PAMPs (Pathogen
Associated Molecular Patterns), iniciando asi las vias de sefalizacion. Los
adyuvantes, inducen también las vias de sefializacidon proinflamatorias y promueven

infiltracion celular, presentacion del antigeno y maduracion de la respuesta efectora.

Los adyuvantes en uso o en desarrollo a la fecha se pueden dividir en inorganicos,
como las sales minerales (hidroxido de aluminio y fosfato de aluminio), y organicos
como son las emulsiones de aceite, algunos tipos de nanoparticulas basadas en
proteinas o en algun otro material, oligodeoxinucledtidos sintéticos (CpG), entre
otros. Son muy pocos los adyuvantes aprobados para el uso en vacunas, asi, en las
de uso en humanos solo han sido aprobadas las sales de hidroxido de aluminio,
mientras que en las de uso en veterinaria son mas comunes las emulsiones aceite-
agua. Al dia de hoy, diferentes laboratorios siguen estudiando y desarrollando

nuevos compuestos que puedan servir como adyuvantes.
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Poliedras, particulas biodegradables de origen natural como
sistema de expresién y presentacion de antigenos y proteinas
recombinantes.

A pesar de que las vacunas en uso actualmente han sido efectivas en la
prevencion y erradicacion de enfermedades, existe una necesidad constante en el
desarrollo de vacunas, y sus adyuvantes que sean mas seguros, con mejores
formulaciones, y sobre todo en contra de patégenos que no han podido ser
desarrolladas. De manera importante, es necesario el desarrollo de vacunas que
rompan con el paradigma de la cadena fria y que presenten vidas de anaquel de

afios. Ninguna vacuna existente a la fecha cumple con estos requisitos.

La nueva generacion de vacunas recombinantes, basadas algunas de ellas en
nuevos biomateriales que son biodegradables, poliméricas y de autoensamblaje, han
mostrado tener las propiedades deseadas que ademas de ser seguras, son capaces
de generar proteccién de largo plazo (Boraschi D. e ltaliani P., 2014, Qasim M., et al.,
2014, Seth A.,, Oh DB., y Lim YT., 2015).

Debido a que las poliedras son particulas formadas por una proteina (poliedrina),
de origen natural y biodegradables, son buenos candidatos para expresar proteinas
recombinantes y pueden ser usadas como acarreadores de antigenos en vacunas de

nueva generacion. Esta es la propuesta del presente trabajo.

Las poliedras de AcMNPV tiene ademas varias caracteristicas que las hacen
ideales para la expresion de proteinas recombinantes:
v' Son particulas de alrededor de 1 ym de diametro que pueden ser
purificadas facilmente por centrifugacion
v" Son producidas en un sistema viral muy robusto (baculovirus), por lo que
puede obtenerse un alto rendimiento en la produccion de la proteina
recombinante
v' Son producidas en un sistema eucarionte el cual produce modificaciones

postraduccionales similares al mamifero
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v Son estables a temperatura ambiente y pueden mantener estable la
proteina recombinante que se introduzca en ellas por varios anos a

temperatura ambiente

El primer reto consisti6 en encontrar un mecanismo para introducir de forma
selectiva y eficiente, péptidos o proteinas al cristal de poliedra. El primer
acercamiento para obtener poliedras recombinantes fue llevado a cabo por el grupo
de Je et al. usando la proteina verde fluorescente (GFP). Ellos lograron incorporar
esta proteina dentro de la poliedra, fusionando la GFP al carboxilo terminal de la
poliedrina. Sin embargo, la expresién de la proteina de fusién recombinante no formo
poliedra, solo hasta que se coexpres6 con la poliedrina WT (Je YH., et al., 2003).
Este resultado demostré que la fusion de proteinas a la poliedrina evita la formacion
de poliedras, pero el fenotipo puede ser rescatado por la coexpresion con poliedrina

silvestre.

Posteriormente, ljiri et al. incorporaron otras proteinas en las poliedras de BmCPV
fusionadas a la poliedrina o a un fragmento conteniendo los primeros 30 aa de la
poliedrina, el cual contiene una hélice a conocida como H1 (ljiri H., et al., 2009). Ya
que este fragmento se proyecta hacia afuera de Ila proteina, se forma
independientemente cuando la molécula se va doblando y parece interactuar con

otras moléculas de poliedrina para formar la poliedra.

Recientemente, también se han obtenido poliedras recombinantes en BmNPV
coexpresando la poliedrina silvestre y la proteina recombinante fusionada a un
fragmento de 110 aa de la poliedrina (Lee KS., et al., 2012, Chen LS., et al., 2013).
En el primer estudio, fusionan la proteina E2 de la capside del virus de la fiebre
porcina clasica (CSFV classical swine fever virus). La proteina recombinante fue
incorporada a las poliedras, de donde fue recuperada y purificada por centrifugacion
y filtracion (Lee KS., et al., 2012). La proteina purificada fue entonces usada para
inmunizar ratones y determinar la respuesta inmune a esta proteina. Los ratones

tuvieron una buena respuesta por anticuerpos, y estos anticuerpos fueron capaces
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de neutralizar a los CSFV, mostrando que es una forma facil y econémica de producir

proteinas recombinantes para su uso como vacunas.
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La enfermedad de Aujeszky

La enfermedad de Aujeszky es producida por un virus tipo herpes, y causa
millones de pérdidas anuales en la industria porcina mexicana. Este virus, a pesar de
ser un herpesvirus, ha sido clasificado dentro de una familia a la que no se ha sido
asignada dentro de un orden. A partir de 1975 se le colocé dentro de la familia
Herpetoviridae, dentro del género, Herpesvirus y el nombre que adquirié es

Pseudorabies (Aujeszky’s disease) virus (ictv.org/virus taxonomy.asp).

El DNA del virus de la enfermedad de Aujeszky (o PRV) esta protegido por una
capside icosaédrica, la nucleocapside y ésta a su vez estd embebida en una matriz
proteica conocida como tegumento; finalmente el tegumento esta recubierto por la
envoltura, una bicapa lipidica que adquiere al salir de las células infectadas
conteniendo ademas de proteinas de la célula huésped, varias glicoproteinas
codificadas en el genoma viral (Pomeranz LE., et al., 2005). Estas glicoproteinas le
sirven al virus en la infeccidén, en la salida de las células, asi como en la dispersion
de célula a célula. Estas glicoproteinas son reconocidas por el sistema inmune,
generando anticuerpos neutralizantes contra el virus. Tres de estas glicoproteinas, la
gB, la gC y la gD representan blancos importantes para la generacion de una buena
respuesta inmune contra el virus (Pomeranz LE., et al., 2005). Nuevas estrategias
basadas en el uso de estas glicoproteinas expresadas de manera recombinante
como antigenos, se encuentran en desarrollo, ya que esto permitiria un mayor grado
de seguridad, debido a que ya no se requeriria el uso de particulas virales para la

preparacion de vacunas contra este virus.
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EL VIRUS DE LA ENFERMEDAD DE AUJESZKY
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Fig. 6. Esquema y fotografia del virus de la enfermedad de Aujeszky: Glicoproteinas mas
abundantes presentes en la envoltura y estructura del genoma viral. Los recuadros muestran
el perfil hidrofébico de las 3 glicoproteinas involucradas en la respuesta inmune al virus
usadas en este trabajo. Modificado de: Curso de infecciones porcinas: La enfermedad de
Aujeszky, Arias M., Sierrs MA., Sanchez-Vizcaino JM., http://www.sanidadanimal.info/cursos/
curso/2/etiologia.htm.

Esta enfermedad aunque casi inocua para los cerdos adultos, tiene efecto en la
produccion porcina, al provocar pérdida de peso, abortos en las cerdas gestantes, y
es letal para los lechones, de igual manera para otros mamiferos, como los conejos,
los perros, ratas y ratones, pero no asi para los humanos, donde no produce
sintomatologia alguna, ya que no son infectados por este virus (Pomeranz LE., et al.,
2005).

Estas caracteristicas de la enfermedad la convirtieron en un modelo experimental
muy interesante para nosotros util para explorar una nueva generaciéon de vacunas.
Otra ventaja es que existen en el mercado alrededor de 4 vacunas diferentes para
esta enfermedad, lo que nos brinda la posibilidad de realizar estudios comparativos

con nuestra vacuna.
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Se considera que los huéspedes no naturales del PRV como en el raton, mueren
en pocos dias de encefalitis clasica por herpesvirus, definida como lesion
necrotizante masiva. Parte del trabajo del presente proyecto fue el desarrollar un
modelo de infeccidon de Aujeszky en ratones de laboratorio, como bioensayo para la

prueba de vacunas.
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Justificacion

Las poliedras de los baculovirus y de los cipovirus son particulas de un tamafno
aproximado de entre 1 y 2 uM, lo que permite su facil separacion de los restos
celulares presentes en un lisado celular mediante centrifugacion de relativamente
baja velocidad. Estas particulas cristalinas estan formadas por la asociacion de miles
de moléculas de poliedrina, una proteina codificada en el DNA viral y producida en
muy altas cantidades debido a que contiene uno de los promotores virales mas

fuertes conocidos a la fecha.

La poliedrina ha sido usada para la fusion de diversas proteinas con la finalidad de
incorporar la proteina exdgena a las particulas y facilitar su purificacion. Estos
ensayos han sido realizados mediante fusiones aleatorias, tanto al amino como al
carboxilo terminales de la poliedrina. Sin embargo, el mecanismo molecular que
dirige el ensamblado de las proteinas de fusion (poliedrina-proteina de interés) se
desconoce a la fecha. La poliedrina recombinante (fusionada a una proteina de
interés) es capaz de incorporarse al cristal solo y cuando es coexpresada con la
poliedrina silvestre. Las poliedras recombinantes han sido usadas como un sistema
acarreador y presentador de diversas proteinas en diferentes sistemas bioldgicos,
como son factores de crecimiento, inmundégenos para uso en vacunas, factores

involucrados en el ciclo celular, entre otros.

Nuestro trabajo se basé inicialmente en encontrar el fragmento minimo de la
poliedrina que pudiera generar nanoparticulas, sin la necesidad de coexpresarla con
una copia de poliedrina silvestre. La intencidn de esta estrategia era doble: primero
nos permitiria explorar el mecanismo por el cual se ensamblan estos cristales
(identificando la secuencia minima responsable por el autoagregamiento). En
segundo lugar, al expresar unicamente un fragmento de poliedrina fusionada al
antigeno de interés, permitiria tener un mayor control de la cantidad de antigeno
usado para la inmunizacién (una vez iniciados los estudios inmunolégicos en raton).

Lo anterior debido a que cuando se mezclan copias silvestres de poliedrina con
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copias recombinantes, no es posible controlar la relacién de silvestre:recombinante

presente en las nanoparticulas.
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Hipotesis

1) La formacion de poliedras de AcMNPV recombinantes, puede ser llevada a
través de la fusion de la proteina de interés a los dominios de las cadenas

beta plegadas presentes en la porcién amino terminal de la poliedrina.
2) La inmunizacion con nanoparticulas de poliedrina recombinantes

conteniendo fragmentos de las proteinas gB, gC y gD del virus de

Aujeszky, generara proteccion contra la enfermedad en un modelo murino.
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Objetivo General

Conocer el fragmento minimo de la poliedrina de AcMNPV necesario para la
incorporacion de una proteina exogena, para poder obtener poliedras recombinantes

que puedan ser utilizadas como vacunas.

Objetivos especificos

i. Hacer un analisis bioinformatico de los fragmentos de la poliedrina de
AcMNPV que pudieran estar involucrados en la formacion de la poliedra o

sitios de autoagregacion, en base a su estructura secundaria.

i. Llevar a cabo la construccién de los plasmidos de transferencia del sistema de
expresion de baculovirus (Bac-N-blue o Bac-to-bac) conteniendo la
poliedrina WT, o diferentes fragmentos de esta proteina fusionados a la

proteina verde fluorescente (EGFP) usada como reportero.

ii. Generar los baculovirus conteniendo la poliedrina WT o fragmentos de esta
proteina para producir poliedras recombinantes expresando la proteina
EGFP.

iv. Clonar un fragmento de cada una de las proteinas gB, gC y gD del virus de
Aujeszky al plasmido conteniendo el fragmento amino terminal 1-110 de la
poliedrina para producir poliedras que contengan estos antigenos.

v. Inmunizar ratones BALB/c con las poliedras recombinantes conteniendo la

PH(1-110-9B, la PH(1.11009C, y la PHg.110.gD y evaluar la capacidad

protectora de estas particulas mediante un ensayo de reto con el virus de

Aujeszky.
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Material y Métodos

. Lineas celulares de insecto y baculovirus

Para la produccién y amplificacién de los baculovirus, se utilizo la linea celular Sf9
(Spodoptera frugiperda), la cual se creci6 en medio Grace (Invitrogen, EUA)
suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado (30 min a 56°C) (Wisent, Inc.
Canada), 1X yeastolate (Invitrogen, EUA) y 1X lactalbumina (SIGMA, EUA) y 1X
antibiético-antimicético (Invitrogen, EUA) conforme a métodos estandarizados. Para
el cultivo en suspension de estas células, se agregd ademas acido plurénico F-68 a

una concentracion final de 0.1%, subcultivando las células cada 2 o 3 dias.

Dos tipos de sistema de expresion de baculovirus fueron utilizados en el estudio
para la construccion de los baculovirus recombinantes, el sistema Bac-N-blue
(Invitrogen, EUA) y el Bac-to-bac (Invitrogen, EUA). El baculovirus WT se obtuvo de
uno de los kits y todos ellos WT y recombinantes fueron propagados en las células
SF9).

II. Construccion de baculovirus recombinantes

El gen completo de poliedrina fue obtenido del DNA purificado del baculovirus WT
por amplificacién por PCR usando los oligonucledtidos “Baculovirus Forward PCR
Piming site” y “Baculovirus Reverse PCR Priming site” del sistema Bac-N-blue
(Invitrogen, EUA) y clonado en el vector pDrive (Qiagen, Alemania). De ahi, fue
digerido con EcoRI para clonarlo en marco de lectura abierto en el vector pEGFPC2
(Clontech, EUA). Este plasmido fue digerido con las enzimas de restriccion Ncol y
Sall para obtener el fragmento de DNA conteniendo el gen que codifica a la EGFP
fusionado al gen que codifica para la poliedrina y ligado al vector de transferencia

pBlueBac4.
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Posteriormente se construyeron varios plasmidos siguiendo la misma estrategia de
amplificacion por PCR y clonacion en pDrive, de los diferentes fragmentos del gen de
poliedrina (Fig. 7) y ligados a los vectores pEGFP -N1, -N2 o —N3 (Clontech, EUA)
para obtener marcos de lectura abierto de las proteinas de fusion con la EGFP con

cada uno de ellos.

yACPHwWE 1\ -
Y ACEGFP-PHw(245) g e
vACPH(1-110)-EGFP M- T
vACPH(1-58)-EGFP N- I -
VACPH(1-34)-EGFP N- E—— - C
VACPH(28-110)=EGFP N- I -
vACPH(25-48)-EGFP N- I -
VAC PHILLL-245)-EGER [\ - —— - C

Fig. 7. Representacion grafica de los diferentes fragmentos de poliedrina clonados en el
pBlueBac4 y fusionados a la EGFP utilizados en este estudio.

La secuencia y marcos de lectura abierto de cada uno de ellos fue confirmada por

analisis con enzimas de restriccidn y secuenciacion.

Todos los fragmentos de poliedrina fusionados a la EGFP fueron entonces
subclonados al plasmido de transferencia pBlueBac4 (Invitrogen, EUA), y usados con
el kit Bac-N-Blue para la produccion de los baculovirus recombinantes (Invitrogen,
EUA). Los baculovirus recombinantes fueron purificados por ensayo de placa y
amplificados para obtener reservas con altos titulos virales. El titulo viral de cada uno
de estos stocks fue determinado por ensayo de placa y expresado como unidades
formadoras de placa (pfu) por mililitro de acuerdo a protocolos desarrollados por el

proveedor (Invitrogen, EUA).
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La estructura del cristal de la poliedrina WT de AcMNPV disponible en
2WUY .pdb,http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureld=2wuy, fué utilizada en

este estudio para la identificacién de la estructura secundaria de la proteina, lo que
nos condujo a la generacién de los diferentes fragmentos de poliedrina reportados en

este trabajo.

Para la construccion de los baculovirus recombinantes conteniendo los fragmentos
de las glicoproteinas gB, gC y gD del PRV se hizo un analisis de hidrofobicidad de
las 3 glicoproteinas (figura 6) para seleccionar las regiones hidrosolubles que nos
permitieran que las glicoproteinas no se dirigieran a las membranas celulares pero
que contuvieran los epitopes antigénicos conocidos para estas proteinas. Se
disefiaron cebadores para amplificarlas por PCR, a partir del DNA gendmico del virus
PRV de la cepa Shope (donado por el Dr. Ivan Betancourt, Departamento de
Medicina y Zootecnia de Cerdos, Facultad de Veterinaria, UNAM), en la fig 8 se
muestran los fragmentos clonados de dichas glicoproteinas y el numero de
aminoacidos que contiene cada proteina fusionada al fragmento de 110 aa de la
poliedrina. Los cebadores fueron disefiados para contener los sitios Ncol (delanteros
o “forward”) y Sall (reversos) en los extremos para facilitar su clonacion en el vector

de transferencia pFastBac1PH1.110).

N- RV gB 3 C
745 aa
N~ (T (O -C
472 aa
N- (P [ PR gD ewoa -
419 aa

Fig. 8. Representacion de los fragmentos de las glicoproteinas gB, gC y gD del virus de
Aujeszky fusionadas al fragmento de poliedrina 1-110 para su expresién en el sistema de
insecto.
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Para la construccidon de estos tres baculovirus, se utilizd el sistema de expresion
de proteinas Bac-to-bac (Invitrogen, EUA). El vector de transferencia pFastBac1
habia sido modificado por la clonacion de todo el cassette conteniendo el promotor
de poliedrina, los primeros 110 aminoacidos del amino terminal del gen de poliedrina
fusionada a la EGFP (proveniente de el pBluBac4-PH-110-EGFP) quedando los
sitios Ncol y Sall disponibles para la clonacién de los nuevos fragmentos de DNA
(pFastBac1-PH(1.110-EGFP).

Una vez confirmados la presencia de los fragmentos de los genes con enzimas de
restriccion y por secuenciacién, fueron usados para transformar células DH10Bac.
Estas bacterias contienen el DNA del baculovirus modificado, bMON14272 (136 kb),
un vector llamado bacmido, el cual contiene un sitio de replicacion bacteriana de bajo
numero de copias (mini-F replicon), un gen de resistencia a Kanamicina y un
segmento de DNA que codifica para el péptido LacZa proveniente de un vector de
clonacion pUC, y dentro de este fragmento se han insertado los sitios de
transposicion atta y attb del transposoén bacteriano Tn7 (mini att-Tn7). Los bacmidos
recombinantes son generados por la transposicion de los elementos del mini att-Tn7
presente en el vector de transferencia pFastBac1 y por la accion de una transposasa
cuyo gen es expresado en un plasmido de ayuda (o helper) presente en las células
DH10 Bac (Tetraciclina resistente). En caso de recombinacion y la presencia del
sustrato X-gal y el inductor, IPTG, las bacterias son blancas en lugar de azules. El
plasmido pFastBac1, contiene el gen de resistencia a gentamicina entre las regiones

atta y attb del mini att-Tn7, que facilita la seleccién de las bacterias recombinantes.

Los bacmidos son purificados de las bacterias de igual manera que un plasmido
usando columnas para la purificacion del DNA plasmidico (Wizard, Promega) y
fueron usados para transfectar 1 x 10° células SF9 con el lipido catiénico Cellfectin
(Invitrogen) y producir los virus recombinantes. 72 horas después, los virus fueron
recolectados y utilizados para su reamplificaciéon y producir stocks con altos titulos
virales y para producir las poliedras recombinantes conteniendo los fragmentos de

las glicoproteinas gB, gC y gD del PRV.
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lll. Producciéon y purificacion de poliedras recombinantes vy
particulas tipo poliedra expresando la EGFP

Se infectaron células SF9 con cada uno de los virus recombinantes o se llevaron a
cabo coinfecciones con el virus WT usando titulos 1:5 (WT:recombinante) por 72 hrs.
Las células fueron entonces recuperadas por centrifugacion a 1500 g por 10 min,
resuspendidas en solucion de fosfatos salina (PBS; NayH,PO4, 20 mmol/L; NaaHPO4,
20 mmol/L; NaCl, 150 mmol/L, pH 7.2) y sonicadas 3 veces por 30 segundos cada
vez a 60 J/seg (Cole Parmer. EUA). Los lisados fueron centrifugados a 12000 g por
10 min a 4°C. El precipitado fue lavado 2 veces con PBS y las poliedras
resuspendidas en este mismo buffer. Una alicuota fue usada para la cuantificacion

por el método del Acido bicinconinico (BCA, Pierce, EUA).

IV. Analisis de la expresion de proteina en geles de acrilamida

50 pg de las poliedras recombinantes fueron mezcladas con 3X buffer de muestra
de Laemmli (50 mM Tris-HCI, 3% SDS, 1% [-mercaptoetanol, 20% glicerol, 0.7%
azul de bromofenol pH 6.8), hervidas por 5 minutos y colocadas en los pozos de un
gel de acrilamida al 12% para electroforesis (SDS-PAGE). El gel fue entonces tefiido

usando azul de Coomasie al 0.5%.

V. Microscopia confocal y reconstrucciones en 3D

Las células SF9 o las poliedras purificadas se pusieron y se dejaron adherir al
portaobjetos de una placa LabTek Il (NalgeNunc, Int, EUA). Las células fueron
infectadas con cada uno de los virus recombinantes por 72 hrs para permitir la
expresion de poliedrina, entonces lavadas con PBS, marcadas con DAPI (4,6-
Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrocholride, Molecular Probes, EUA) a una
concentracion de 0.5 ug/ml por 5 min. Tanto células como poliedras fueron fijadas

con medio de montaje (DakoCytomation, EUA).
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Las imagenes fueron tomadas con un microscopio confocal Olympus FV1000
(Olympus, Japon) y analizadas usando el software Fluoview 10-ASW-2.1 (Olympus,

Japon).

VI. Microscopia electronica de barrido (MEB) y de transmision
(MET)

Las células SF9 infectadas con los diferentes baculovirus por 72 hrs, fueron
colectadas por centrifugacion y lavadas con una solucion amortiguadora de
cacodilato al 0.08 M pH 7.4 (Sigma, EUA) y fijadas por 10 min con glutaraldehido al
0.6% (SIGMA, EUA) y parafolmadehido al 0.4% en buffer de cacodilato al 0.8 M. La
postfijacion fue hecha con 1% tetréxido de osmio (Fluka, EUA) en buffer de
cacodilato. Las células se incluyeron en una resina epoxica de donde se obtuvieron
cortes de 90 nm de espesor y fueron contrastadas con acetato de uranilo al 1% y
citrato de plomo. Para la MET, las muestras fueron observadas en un equipo Jeol

1010 a 80 kV (Jeol USA, Inc, EUA), en donde se tomaron varias fotografias.

Para la MEB, las poliedras y las particulas similares a poliedras purificadas de las
células infectadas por sonicacién y centrifugacion, fueron fijadas con glutaraldehido
al 2.5% en buffer de fosfatos pH 7.4. La postfijacién se llevé a cabo en tetréxido de
osmio al 1% en buffer de fosfatos y posteriormente deshidratadas en gradientes de
alcohol. Las muestras fueron entonces secadas al punto critico y recubiertas con oro

para su observacion en un equipo Jeol JSM 5410LV (Jeol USA, Inc. EUA).

VIl. Citometria de flujo (FACS)

Las poliedras formadas en las células por los diferentes baculovirus
recombinantes conteniendo el gen o los fragmentos del gen de poliedrina fusionados
a la EGFP de manera individual o con la poliedra WT fueron purificadas como se
menciono anteriormente y sometidas al analisis por citometria de flujo (FACSCalibur,
BD Biosciences, EUA). El numero de eventos por muestra fue de 10000, usando la

sefial de fluorescencia para EGFP a 525 nm. Los resultados obtenidos fueron
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graficados como histogramas con una escala logaritmica. Las cuentas o eventos
reflejaron particulas de poliedra individuales y los valores fueron utilizados para
calcular el porcentaje de particulas GFP positivas. La poliedra WT fue usada para

calcular el nivel basal de autofluorescencia.

VIll. Deteccién de la EGFP inmovilizada sobre la poliedra por
immunohistoquimica

Las poliedras purificadas expresando EGFP fueron incubadas por 30 min con 5%
de suero de caballo (SC) en PBS. Las poliedras fueron lavadas 3 veces con PBS e
incubadas con un anticuerpo anti EGFP (Full-Length A.v. Polyclonal Antibody,
Clontech, EUA), por una hora diluido 1:5000 en PBS-SC 3%. Al finalizar este tiempo,
fueron lavadas con PBS-Tween (PBST), 3 veces. El boton de poliedras en el tubo fue
resuspendido con un anticuerpo secundario anti IgG de conejo conjugado al rojo
Texas (Jackson, ImmuneResarch laboratorios, Inc. EUA) e incubadas por 1 hr.
Después de 3 lavados con PBST, las poliedras fueron entonces resuspendidas en un
volumen pequefio de PBS y un volumen igual de medio de montaje DAKO (Agilent
Tecnologies Co., Dinamarca). Las poliedras fueron colocadas entre un portaobjetos
y cubreobjetos para ser visualizadas en un microscopio confocal Olympus FV10

(Olympus, Japon).

IX. Analisis de la estabilidad de la EGFP in vivo en ratones
inoculados con poliedras expresando la EGFP

Para observar la estabilidad de las poliedras in vivo, 2 ratones BALB/c de 8
semanas fueron inyectados via subcutanea en la zona inguinal con 50 ug de
poliedras recombinantes expresando la EGFP (coinfeccion PHwrt y PH1.110-EGFP).
La fluorescencia fue detectada 1 dia, 5 y 10 dias posinoculaciéon en un sistema de
Imagenes Multiespectral (Kodak In-Vivo Multispectral Imaging System FX, Kodak,
Rochester, NY, USA). Para llevar a cabo este procedimiento, los ratones fueron

anestesiados por inyeccion intramuscular de una mezcla de ketamina (80 mg/kg) y
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xilacina (16mg/kg), y una vez anestesiados fueron colocados boca abajo para tomar

la imagen.

X. Determinacion del tamaio de las poliedras por NTA

El analisis por seguimiento de nanoparticulas o NTA (en inglés: Nanoparticle
Tracking Analysis) es un método que combina microscopia por dispersion de luz y
una camara CCD permitiendo la visualizacion y rastreo de nanoparticulas en una
suspension. El tamano de las nanoparticulas es derivado de la ecuacion Stokes-
Einstein que utiliza el movimiento browniano propio de las particulas y la forma como
se dispersa la luz durante dicho movimiento. Las particulas purificadas fueron
analizadas en un Nano-Sight NTA system (Malvern instruments Ltd, GRB). Dos
concentraciones de PH(1.110-EGFP y PHsg.110)-EGFP fueron analizadas. Los datos
obtenidos representan millones de eventos y se muestran los tamafos de las

poliedras por mililitro de muestra.

XIl. Inmunizacioén de ratones BALB/c y reto con virus PRV

4 grupos de 9 ratones BALB/c de 7-8 semanas fueron inmunizados
intramuscularmente (im) con (a) PBS o (b) con poliedras (150 ug) conteniendo la
EGFP, y (c) con una mezcla de las poliedras recombinantes conteniendo la gB, gC y
gD (150 g total). Los ratones fueron sangrados antes de la primera inmunizacion
para obtener el suero preinmune como control negativo. Dos semanas después los
ratones fueron sangrados y reinmunizados con la misma dosis de antigenos. Dos
semanas después de la segunda inmunizacién fueron sangrados y utilizados en un
ensayo de sobrevivencia al reto con el virus PRV. El reto fue llevado a cabo por la

inyeccion intramuscular de 200 pfu de virus PRV de la cepa Shope (Figura 9).

-37-



Protocolo de
inmunizacion

Dia 14 28
1 ] |
I Reto con PRV 200
Inmunizaciones pfu

Fig. 9. Esquema de inmunizacion y reto con el virus PRV.

La sobrevivencia de los animales fue registrada y los datos graficados y

analizados usando el programa Graph Pad Prisma (GraphPad Software, EUA).
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Resultados

1) Identificaciéon de la secuencia minima de la proteina poliedrina
capaz de autoagregarse y generar particulas tipo poliedra.

La proteina EGFP ha sido utilizada como proteina reportera en la expresion de
diferentes promotores o fusionada a diferentes proteinas. Nosotros usamos esta
proteina para la determinacion, observacion y caracterizacién del fragmento minimo
o de menor tamafo de la poliedrina, que mantiene las propiedades de
autoagregacion y formacién de poliedras. El uso de la EGFP nos permitié visualizar
en 3 dimensiones a las poliedras, mediante microscopia confocal, ademas de
brindarnos la posibilidad de purificar nanoparticulas por citometria de flujo. Estas

fueron las razones de utilizar a la EGFP como proteina de fusion a la poliedrina.

Los baculovirus generados se designaron en base al numero de aminoacidos, de
acuerdo al fragmento de poliedrina que contenian, siendo los siguientes: Poliedrina
WT (EGFP-PH1-45)), aminoacidos, 1-25 (PH(1_25-EGFP), 1-34 (PH(1_34-EGFP), 1-
48 (PH(148-EGFP), 1-58 (PH1_s8-EGFP), 17-58 (PH17-58)-EGFP), 58-110 (PHss-
110-EGFP), 1-110 (PH(1-110-EGFP), and 111-245 (PH111-245-EGFP). Todos los

genes fueron clonados bajo el promotor de poliedrina en el vector pBlueBac4.

La EGFP fue clonada en todos los casos en el extremo carboxilo terminal de los
fragmentos de poliedrina, excepto en la poliedrina WT (1-245), donde fue clonada

tanto en el amino como en la region carboxilo terminales.

El primer baculovirus que generamos fue el que llevaba la construccion EGFP-
PH(1-245) y cuando observamos las células SF9 infectadas al microscopio confocal,
observamos agregados fluorescentes de la fusion poliedrina-EGFP, pero que no
llegaban a nucleo como la poliedrina WT y tampoco producian poliedras candnicas,
sino agregados amorfos (Figura 10). Como se muestra en la figura representativa, no
se encontré colocalizacion entre EGFP-PH 1_245) y el marcador de nucleo DAPI.

-39-



Estos hallazgos sugirieron que la EGFP se encontraba bloqueando el sitio de
localizacion nuclear presente entre los aminoacidos 33-35 de la poliedrina y
previniendo asi la posible formacién de poliedras en el nucleo. Sin embargo, fue un
hallazgo muy relevante el encontrar que la proteina era capaz de autoagregarse sin
la ayuda de una copia de la poliedrina silvestre. Lo anterior nos permitié generar la
hipotesis de que la formacién de poliedra se debe (al menos en parte) por la
capacidad de autoagregacion de la proteina poliedrina. Esta conclusion es novedosa

y no habia sido presentada con anterioridad en la literatura del campo.

A Poliedrina 1-245-EGFP DAPI B
Poliedrina 1-245-EGFP + DAPI

(3D projection)

Fig. 10. La proteina poliedrina fusionada a la EGFP forma agregados en el citoplasma. A.
Imagen de microscopia confocal donde se muestra la localizacion citoplasmica de la
poliedrina completa fusionada al carboxiterminal de la EGFP (EGFP-PH1_p45)). El panel de la
izquierda muestra la fluorescencia de la EGFP y el panel de la derecha la tincién con DAPI
para mostrar el nucleo. El panel inferior, muestra las imagenes sobrelapadas (EGFP + DAPI)
y el de la derecha, las imagenes sobrelapadas + la imagen de contraste de fases (DIC,
differential interference contrast). B. Proyeccion tridimensional de una célula expresando
EGFP-PH(1_245) observada por microscopia confocal. La EGFP-PH 125 se encuentra

formando agregados que impiden la observacion de la tincion del nucleo por el DAPI.
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La observacion de que la poliedrina podia autoagregarse nos invité a iniciar una
busqueda exhaustiva para identificar la sefial de oligomerizacién en la poliedrina.
Para ello realizamos un estudio in silico de la poliedrina, e identificamos varios
dominios de estructura beta plegada que nos parecieron interesantes, ya que
dominios similares son responsables de la autoagregacion de péptidos como el beta

amiloide, entre otros.

Por este motivo dividimos a la poliedrina en dos partes, produciendo dos proteinas
de fusion: la primera PH1_110)-EGFP y la segunda PH111-245-EGFP. El analisis de la
expresion de estas dos proteinas de fusion corrobord nuestra primera hipotesis, el
fragmento amino terminal de la poliedrina PH(1_110)-EGFP se autoagregaba en el
nucleo de las células de insecto, mientras que el fragmento carboxilo terminal PH111-

245-EGFP se veia como una proteina soluble presente en el citosol celular (Figura 11
y 12).
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Fig 11. La coinfeccion del fragmento PH1.110-EGFP, es incorporado en la poliedra por la
presencia de la poliedrina WT, pero no el fragmento PH111.245-EGFP. En los cuadros de A, y
en un acercamiento en B, la fluorescencia de la EGFP en las células infectadas con PHq_11g)-
EGFP es observada en el nucleo como agregados o particulas similares a poliedras, pero
que no tienen forma definida como la poliedra WT. Las células fueron observadas en DIC y
también tefiidas con DAPI para determinar la localizacién de las particulas en la célula,
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mostrando que estaban presentes en el nucleo. En las imagenes de los cortes de MET,
(Paneles C, C' y C”), de las células infectadas con PHi.119-EGFP se pueden observar
claramente los agregados electrodensos correspondientes a la PH1.110-EGFP. Mientras que
la PH111-245-EGFP, no mostr6 formacion de agregados ni cuando fue expresada sola o en
presencia de la poliedrina WT (D). De hecho, esta proteina se observo excluida de las
poliedras formadas solo de poliedrina WT como se ilustra en las insertos D”, comparadas a
las poliedras recombinantes formadas por PH1.110-EGFP y poliedrina WT (Insertos D’).

El analisis in silico nos dirigid hacia el extremo amino terminal de la proteina, ya
que en ese extremo se encontraban dos regiones estructuralmente idénticas (aunque
de secuencias completamente diferentes). Estas dos regiones consistian en dos

estructuras beta plegadas seguidas de una alfa hélice (aminoacidos 1-58 y 58-110).

Para continuar con la identificacion del fragmento minimo, y determinar si las
estructuras de doble beta plegada seguidas por una alfa hélice realmente estaban
involucradas en la autoagregacion de la poliedrina, produjimos los fragmentos PH -
58-EGFP y PH(ss_110-EGFP (es decir, partimos el fragmento PH(1_110)-EGFP en dos
partes, donde las estructuras doble beta y alfa mencionadas anteriormente se
mantienen en cada fragmento resultante) (Figura 12). Los resultados obtenidos con
estos fragmentos indicaron que efectivamente estas estructuras de doble beta
seguidas de una alfa hélice estaban involucradas en la autoagregacién de la

poliedrina (Figura 12).

A B
Localizacién i z
Dominio de autoagregacion
l Nuclear
Autoagregacién D Nuclear y citoplasmico - Hi1 1 E — 1 .'__ 110
o .58 1-5 12-16 20-53 58 68-72 85-90 91-105
——
@ 58-110
o Dominio de localizacion nuclear

Fig. 12. Representacion de la identificacion de las secuencias de localizacion nuclear,
autoagregacion y de incorporacion en la poliedra de la poliedrina. En A, se muestran los
fragmentos que son capaces de autoagregarse y su localizacion en la célula y en B, los
dominios de estructura secundaria presentes en el fragmento aminoterminal 1-110 de la
poliedrina de acuerdo a los resultados de cristalografia de rayos X.
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De manera muy interesante, al dividir esta estructura (PH1.ss)) de doble beta
seguida de alfa hélice, eliminaba la capacidad de autoagregarse de la proteina
recombinante resultante. De acuerdo a los estudios de cristalografia, se disefiaron
oligonucledtidos para amplificar el fragmento PH1_ss)-EGFP en dos partes (PH1—25)-
EGFP y PHps-58-EGFP), conteniendo cada uno una sola de las cadenas beta
plegadas. Los resultados mostraron que ninguno de los fragmentos se autoagregaba,
produciendo proteinas solubles distribuidas homogéneamente en el citosol de
manera similar a la PH(111-245) (datos no mostrados). Cabe recalcar que el fragmento
PH1—25-EGFP retiene solo una de las estructuras beta plegadas y el fragmento
PH 25 58-EGFP una beta plegada y el alfa hélice. Otros fragmentos que ayudaron a
corroborar la relevancia de esta estructura de doble beta seguida de una alfa hélice
en la autoagregacion de la poliedrina fueron: PH(1_4g-EGFP, el cual contenia las dos
betas y la mitad de la alfa hélice y el PH(1_34-EGFP, el cual contenia las dos betas y

el inicio de la alfa hélice (Figura 12B).

2) La poliedrina completa y los fragmentos 1-58, 58-110 y 1-110
fusionada a la EGFP solo producen poliedras canodnicas
cuando es expresada con la poliedrina silvestre.

Posteriormente utilizamos tanto la proteina completa fusionada a la EGFP asi
como los fragmentos capaces de autoagregarse y los coexpresamos con una copia
de la poliedrina silvestre, con el fin de determinar si estas proteinas (ademas de
autoagregarse) podian formar parte de una poliedra candnica. El primer ensayo lo
hicimos con la fusion de la EGFP a la poliedrina completa (EGFP-PH1245-EGFP) y
fue muy interesante observar que la coexpresiéon de la proteina silvestre permite muy
probablemente a la proteina recombinante asociarse a ella y translocarse juntas al

nucleo de las células infectadas (Fig. 13).
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El caso de la GFP

Fig. 13. La fusién poliedrina (1-245)-EGFP es expresada en citoplasma como agregados,
pero es “rescatada” por la poliedrina WT vy trasladada al nucleo.

Para conocer la relevancia de la poliedrina WT en la formacién de las poliedras, se
realizd un ensayo de titulacion, donde la concentracion o multiplicidad de infeccion
(MOI, multiplicity of infection) del virus EGFP-PH(_245y (MOl = 1) se mantuvo
constante en varios pozos conteniendo células SF9 y se agregd el virus WT en
concentraciones crecientes (MOls 0.5, 1, 2, 3 y 5). Estos resultados muestran que
ademas de que la poliedrina WT es capaz de asociarse con la poliedrina
recombinante en el citoplasma y llevarla al nucleo, la relacion de ambas es critica
para el ensamblaje correcto del cristal. La figura 14A, muestra las reconstrucciones
tridimensionales obtenidas por microscopia confocal de las coinfecciones, y en la
figura 14B, se muestra el analisis de los pixeles generados en las imagenes de
confocal por la colocalizacion de EGFP/DAPI, revelando que la formacion de
poliedras recombinantes en el nucleo de las células infectadas ocurre cuando la
relacion de PHwr: EGFP-PH(1_245) es 3 a 1. Es de consideracion la relacion de
incorporacion de poliedrina WT y poliedrina recombinante de 3 a 1, debido a que la
unidad minima de formacion del cristal de poliedra es un trimero. Podemos decir que
los resultados sugiren que cada trimero puede estar formado por dos moléculas de la

poliedrina WT y una de la proteina EGFP-PH(1_245). Aumentando la cantidad de virus
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expresando EGFP-PH(1_245) resultdé en la acumulacion de esta proteina en el
citoplasma, por lo que todos los posibles sitios estarian ocupados en la poliedrina
WT.

A Poliedrina WT (MOI)

Polyhedrin(1-245)-BGFP

DIC

%GFP-DAPI
Colocalizacién de los pixeles

Poliedrina WT (MOI)

Fig. 14. Titulacion de la cantidad de poliedrina WT requerida para formar poliedras
recombinantes expresando EGFP. A. Las imagenes de arriba muestra la fluorescencia de
una o dos células representativas de cada una de las coinfecciones usando MOI de 1 del
virus EGFP-PH1_245 Y concentraciones crecientes de virus WT (MOls 0.5, 1, 2, 3y 5). La
tincién del nucleo con DAPI se observa en azul. Los paneles inferiores son las imagenes en
DIC de las mismas células. B. Determinacion de pixel colocalizacion de la EGFP y DAPI,
para determinar la cantidad de EGFP-PH1_.45 que es trasladada al nucleo por el aumento de
la expresiodn de la poliedrina WT. Es de resaltar que a partir de una MOI de 3, toda la EGFP-
PH 1245, es localizada en el nucleo y no hay diferencia significativa con titulos mas elevados
de virus (e.g. MOI 10, datos no mostrados). C. Poliedras formadas de la coinfeccion de
poliedrina WT y EGFP-PH1_z5) fueron purificadas por centrifugacion después de sonicar las
células SF9, y la presencia de la EGFP-PH_p45), fue observada en todas las poliedras.

Los resultados obtenidos con los diferentes fragmentos muestran que todos
aquellos que pueden autoagregarse (PH(1_ss-EGFP, PHsg110-EGFP, PH(1-110)-
EGFP) también se asocian a la poliedrina silvestre y se forman poliedras candnicas

(Figura 15). Estas poliedras se forman en el nucleo de las células infectadas, al igual
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que la poliedra formada exclusivamente por copias silvestres de la poliedrina. Desde
el punto de vista ultra estructural (morfologias obtenidas por microscopia confocal y
electronica de transmision y barrido), todas estas poliedras son indistinguibles de la
silvestre (Figura 15B).. Mas aun, estas poliedras contienen en su interior baculovirus,
al igual que la poliedra silvestre (Datos no mostrados). De manera muy interesante
cabe recalcar, que las estructuras formadas por los agregados de los fragmentos
PH(1-s8)-EGFP, PH(ss-110)-EGFP y PH(1-110)-EGFP no contienen baculovirus en su
interior, es decir, a pesar de formarse en el nucleo de las células infectadas, son

incapaces de empacar baculovirus en su interior (Figura 16B).

A

Localizacion Citosolica y nuclear Citosélica y nuclear Nuclear

[55-110 hgEGER>
B +
C__wrm ]
Localizacion Nuclear Nuclear Nuclear

Fig. 15. Los fragmentos aminoterminal 1-110, 1-58 y 58-110 de la poliedrina fusionados a
EGFP, pueden autoagragarse expresados de manera individual y formar poliedras cuando
son coexpresados con la poliedrina WT. A. Imagenes de microscopia confocal mostrando la
expresion de los fragmentos PH(1_110), PH(1_ss) ¥ PHss-110) fusionados a la EGFP en ausencia
de poliedrina WT. Los agregados de estas proteinas pueden estar localizados tanto en el
nucleo y en el citoplasma de las células infectadas. B. Reconstruccion tridimensional de las
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células infectadas con los mismos baculovirus recombinantes que en A, pero coinfectadas
con poliedrina WT, observandose la formacion de poliedras tipo WT. En todas las infecciones
las células fueron tefiidas con DAPI para determinar la localizacién de las particulas en las
células.

I Forma poliedras con la poliedrina WT
- No forma poliedras con la poliedrina WT

0 30 60 90 120 150 180 210 240

Aminoacidos

Fig 16A. Esquema ilustrando los diferentes fragmentos de la poliedrina expresados en el
presente trabajo. A. Los rectangulos en rojo muestran los fragmentos que no forman poliedra
cuando son coexpresados con la poliedrina WT, mientras que los verdes si.

PH(1_58)'EGFP PH(58_110)‘EGFP

Fig.16B. Fotografias de MET de células infectadas con los baculovirus expresando las
pOliedraS PH(1_58)-EGFP y PH(58_110)-EGFP.

3) Analisis cuantitativo de la incorporacion de una proteina
recombinante a la poliedra.

Las poliedras candnicas recombinantes obtenidas por la coinfeccion de

baculovirus silvestre o expresando los diferentes fragmentos antes mencionados
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fueron purificadas y se usaron para hacer un analisis cuantitativo de la incorporacion
de EGFP por citometria de flujo (FACS).

En la figura 17A se muestran los histogramas de la fluorescencia de las particulas
individuales de cada muestra. En la figura 17B, se muestran los resultados (media +
DS) de al menos tres mediciones diferentes. Concordante con las observaciones por
microscopia confocal, solo las muestras de las particulas PH1_s8-EGFP, PH(ss.110)-
EGFP, PH(1-110-EGFP y EGFP-PH(1.245y contenian particulas fluorescentes, y de
todas ellas, la mas fluorescente fue la de las poliedras PHsg110-EGFP. Estos
resultados son de gran utilidad para conocer la estrategia que puede resultar en una

mejor expresion de una proteina recombinante en las poliedras canonicas.

- 49 -



500 100 75 S0 25 O
0 % de particulas EGFP+

w 1000
¥
2 500
[

0

10 10 ¢ [

M Forma poliedras con la poliedrina WT
I Noforma poliedras con la poliedrina WT

WT Ph + (1-25)-EGFP

o i {1 g {1

Intensidad de fluorescencia de la EGFP

Fig. 17. Diferencias en la eficiencia de incorporacién de la proteina recombinante en las
poliedras obtenidas con los diferentes fragmentos de poliedrina estudiados. A. Las poliedras
producidas por la coinfeccion de los diferentes fragmentos de poliedrina-EGFP y poliedrina
WT (MOI 1:3) fueron purificadas y se les hizo un analisis por citometria de flujo para medir la
intensidad de fluorescencia (canal de emision 525 nm). El nivel basal de fluorescencia o
autofluorescencia fue determinado usando las poliedras WT (sin EGFP), mostrado en el
primer panel de la figura. Con este resultado, se identificé la fluorescencia de las otras
poliedras obtenidas (EGFP+, sefialado por el rectangulo gris). B. De 10,000 eventos que se
obtuvieron en el analisis, se calculé el porcentaje de poliedras EGFP+, los resultados se
muestran en el histograma de la derecha.

4) Determinacion de la accesibilidad de la EGFP en las poliedras
recombinantes a anticuerpos.
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Para precisar si la proteina EGFP contenida en las poliedras recombinantes esta
accesible al sistema inmune, realizamos ensayos de inmunohistoquimica usando un
anticuerpo de conejo anti EGFP (Clontech, EUA) y un anticuerpo secundario anti
conejo conjugado a rojo Texas y el pegado del anticuerpo primario fue determinado
por microscopia confocal. Los resultados muestran que, aun cuando la EGFP esta
contenida dentro del cristal de poliedra, los anticuerpos anti-EGFP son capaces de

reconocer al antigeno y marcar la superficie de las particulas de poliedra.

EGFP Anti-EGFP (Rhod) empalme

PHy,-EGFP + PHy;

Fig. 18. La EGFP estd expuesta y accesible en la superficie de las poliedras
recombinantes. Poliedras EGFP purificadas fueron marcadas con un anticuerpo anti-EGFP y
un anticuerpo secundario anti conejo conjugado a rojo Texas (Panel “anti-GFP”). La
fluorescencia de la EGFP se observa en el panel “GFP” y la colocalizacién en el panel
“merge”.

5) Analisis del tamafo de las particulas recombinantes de
poliedrina mediante Nanoparticle Tracking Analysis (NTA).
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Usando un método alternativo (a la microscopia y citometria de flujo), el Andlisis
de Rastreo de Nanoparticulas (Nanoparticle Tracking Analysis, NTA, Malvern
Instruments Ltd, UK), determinamos que las diferentes particulas presentan tamarnos
variables desde 100 nm hasta casi 1 ym (Fig. 19 D). NTA es un método estandar
utilizado para el analisis de nanoparticulas, que combina la microscopia de la
dispersion de la luz de un laser acoplado a una camara CCD, logrando la
visualizacion y el rastreo de nanoparticulas en solucion. La determinacion del tamafo
de las nanoparticulas es derivado de la ecuacion Stokes-Einstein, monitoreando el

movimiento Browniano de las nanoparticulas y la direccion de la luz dispersada.
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Fig. 19. Los fragmentos de poliedrina PHsg_110-EGFP y PH(1_110-EGFP producen particulas
electrodensas. Imagenes representativas de agregados de la proteina PH_110-EGFP
purificados y observados por A, microscopia electréonica de transmision (MET), B,
microscopia electronica de barrido (MEB) y C, microscopia confocal. La barra en A indica 1
Mm y aplica para las tres imagenes de microscopia. En D, identificacion de los tamanos de
las particulas en solucién utilizando el analisis por NTA. Puede observarse que los grupos de
particulas son multiplos de las mas pequefas con un tamafio de 100 nm. El nimero arriba
de cada pico identifica el tamafio promedio de cada tamafo de particula mostrado en nm.
Particulas de caracteristicas similares fueron observadas por la expresion de la proteina
PHse-110-EGFP (datos no mostrados).
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6) Determinacién del tiempo de permanencia de las poliedras
recombinantes expresando PH1_110-EGFP in vivo.

En el desarrollo de la respuesta inmune a un antigeno, es importante el tiempo de
permanencia en el organismo. Si éste es eliminado de manera inmediata, el sistema
inmune no tendra un tiempo de activacion para montar una buena respuesta inmune,
por lo que es importante que la forma fisica del antigeno tenga o presente un efecto

de depdsito y liberacion prolongada de ser posible.

Dentro de nuestros estudios para el desarrollo y uso de las particulas de poliedrina
como vehiculos para vacunas usamos las poliedras formadas por PHwt/PH1-110)-
EGFP y por PHw1/PH(1_ss)-EGFP para evaluar las caracteristicas mencionadas
teniendo la ventaja de poder detectar la proteina EGFP con un sistema de Imagenes
Multiespectral (Kodak In-Vivo Multispectral Imaging System FX, Kodak, Rochester,
NY, USA) en animales vivos anestesiados. Mas aun, pudimos seguir la fluorescencia
de las particulas durante varias semanas. La figura 20 muestra a los ratones
inyectados por via subcutanea en la regién inguinal de ambas extremidades traseras
con 10,000 particulas de poliedras recombinantes. Como puede observarse en la
figura, las poliedras permanecieron en el sitio de inoculacion hasta por 10 dias,
mientras que esto no llegd a ocurrir con las PHw1/PH(1_s8)-EGFP, mostrando que

pueden ser diferentes en su estabilidad y/o desensamblado in vivo.
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Fig. 20. Determinacion del efecto de depdsito de las poliedras recombinantes en ratones
BALB/c (n=2 de cada poliedra) 1, 5 y 10 dias después de la inyeccion subcutanea de las
poliedras formadas con PHy1/PH1_110-EGFP y con PHw1/PH(_ss-EGFP. Las poliedras
conteniendo la PH_110-EGFP estuvieron presentes por mas tiempo en la zona de
inoculacion que las poliedras conteniendo la PH1.s5-EGFP. La sefial maxima esté indicada
en rojo y la minima en azul como se indica en la barra a la izquierda.

7) Produccion de poliedras conteniendo fragmentos de los
antigenos gB, gC y gD del virus de Aujeszky.

Con el fin de determinar si las particulas de poliedra son capaces de montar una
respuesta inmune adecuada que sea capaz de proteger contra una infeccién viral,
desarrollamos un bioensayo de sobrevivencia en ratones utilizando un virus letal en
estos animales, el virus de Aujeszky (conocido también como pseudorrabia, o PRV).
La idea fue inmunizar ratones con nuestra “nanovacuna” (poliedras recombinantes
conteniendo los 3 principales antigenos del virus PRV) y retarlos con una dosis letal
del virus de Aujeszky para determinar la sobrevivencia al reto. Para lograr este fin,
primero identificamos las regiones hidrosolubles de las glicoproteina gB, gC y gD
(estas proteinas son estructurales y poseen varias regiones transmembranales que
podrian interferir con su incorporacion dentro de las poliedras) para clonarlas como
proteinas de fusién al fragmento 1-110 de la poliedrina. Estas 3 secuencias

seleccionadas mediante analisis bioinformatico fueron clonadas en marco de lectura

-54 -



a la region carboxilo terminal de la secuencia PH(1_110) y producir proteinas de fusion

y formar poliedras conteniendo las copias de nuestros antigenos de PRV.

Las poliedras fueron purificadas por centrifugacion, lavadas 3 veces con PBS para
eliminar la mayor cantidad de proteinas de las células. Las poliedras fueron
solubilizadas aumentando el pH a 10.5 y la proteina fue cuantificada. Se usaron 50
Mg de cada una de las poliedras recombinante para separarlas en un gel PAGE-SDS
al 10% para determinar si tenian el peso molecular estimado, mediante analisis
electroforético PAGE-SDS.

Fig. 21. PAGE-SDS de los fragmentos de las glicoproteinas gB, gC, gD del virus de
Aujeszky, y de la EGFP fusionados al fragmento 1-110 de la poliedrina y coexpresadas con
la poliedrina WT. Los pesos moleculares aproximados correspondientes al marcador de
peso molecular se indican a la izquierda (M = marcador de peso molecular). Los pesos
esperados para la fusion de las glicoproteinas de Aujeszky son (en kDa); para la gB 84.7,
para la gC, 52 y para la gD 50. El peso esperado de la proteina EGFP fusionada a PH1.11
es 41 y para la poliedrina WT es de 27 kDa.

Una vez que se determind que las proteinas contenidas en las proteinas
recombinantes mostraban el peso molecular esperado para las fusiones PH1_110)-gB,

PH(1-110-9C y PH1-110-gD, se procedi6 a utilizar estas particulas como inmunégenos
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en bioensayos con ratones. Los animales fueron inmunizados via intramuscular con
una mezcla de los 3 antigenos (50 pg de cada una de las poliedras) o con 150 ug de
PH1-110-EGFP.

La grafica de la figura 22, muestra la sobrevida de 2 grupos de 9 ratones BALB/c

inmunizados con la mezcla de tres poliedras conteniendo cada una, uno de los

fra(‘lmnn{'r\o An lae AlinAanrAatainAac Aal viriie Aa Anine=lnr 1T ln nimmara Al rje ratones

fue

Fig. 22. Curva de sobrevivencia de ratones BALB/c inmunizados con 3 fragmentos de
cada una de las glicoproteinas gB, gC y gD del virus PRV. Solo un raton PBS (j! %)y 2 de 8
(25 %) ratones del grupo inmunizados im con dos dosis de 150 pg de las poliedras
recombinantes expresando EGFP al desafio con el virus PRV. 6 de 9 (66 %) ratones que
recibieron las poliedras expresando los fragmentos de las glicoproteinas gB, gC y gD del
virus PRV, sobrevivieron al reto con el virus PRV.

Los resultados indican que 33% de los ratones inmunizados con las poliedras
conteniendo a la EGFP, mientras que los ratones inmunizados con las poliedras
conteniendo los antigenos del virus PRV (PH(1-110-gB, PH(1-110-9gC y PH1-110-gD)
muestran una sobrevivencia mayor al reto con el virus de Aujeszky (66%). Casi todos
los animales inoculados con PBS no sobreviven mas alla del quinto dia.
Interesantemente, los animales inmunizados con poliedras control (poliedras
conteniendo a la EGFP, PH(.110-EGFP) sobreviven de manera similar a los
inmunizados con PBS, lo que indica claramente que es la presencia de los antigenos
de PRV y no la presencia de las particulas de poliedra lo que induce una respuesta

protectora contra el virus de Aujeszky.
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Discusion y conclusiones

El sistema de expresion en baculovirus ha llegado a ser una herramienta poderosa
para la expresion de muchas proteinas recombinantes, principalmente de células
eucariotes (Hitchmann RB, et al., 2009). Los primeros baculovirus recombinantes que
se desarrollaron estaban dirigidos bajo el promotor de poliedrina y las proteinas eran
sintetizadas como proteinas solubles que necesitaban ser purificadas a través de

laboriosos pasos.

Muchas variaciones han sido hechas en los ultimos 10 afos para mejorar
significativamente el sistema, de manera que se puedan obtener mayor cantidad de
proteina por cantidad de células o bien para que la proteina a obtener tenga
modificaciones postraduccionales similares a lo que ocurre en mamiferos (Trowitzsch
S, etal., 2010).

Una nueva estrategia ha empezado a ser utilizada para facilitar la purificacion de
las proteinas recombinantes producidas en insecto, la cual consiste en incorporarlas
dentro del cristal de la poliedra. Estas particulas son facilmente purificadas mediante
centrifugacion de baja velocidad. Para lograr lo anterior, se han fusionado las
proteinas de interés a la secuencia completa de la poliedrina (principal componente
formador de la poliedra) tanto del virus que estudiamos en el presente trabajo de

tesis (AcMNPV) como de otros virus de insecto (BmNPV vy cipovirus BmCPV).

En este trabajo, basados en la estructura recientemente descrita de la poliedrina
de AcMNPV (Ji X, et al., 2010) llevamos a cabo un analisis de los posibles dominios
implicados en la autoagregacién y en la incorporacion a la poliedra con el fin de
generar proteinas y poliedras recombinantes que puedan ser usadas como productos

biotecnoldgicos, en particular en el presente trabajo nos interes6 su uso en vacunas.

Identificamos por primera vez la estructura requerida para la autoagregacion de la
poliedrina, constituida por dos beta plegadas seguidas por una alfa hélice. Estas

estructuras estan duplicadas dentro de los primeros 110 aminoacidos de la poliedrina
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de AcMNPV, pero también estan conservadas en poliedrinas de otros virus de
insecto que forman poliedras, si bien las secuencias de todas estas poliedrinas son
completamente diferentes. Lo anterior indica que para la formacién de la poliedra, lo
que se ha favorecido evolutivamente es la estructura sobre la secuencia. En este
sentido, la estructura identificada en el presente trabajo, formada por dos beta
plegadas seguidas por una alfa hélice, es esencial para la autoagregacion de la

poliedrina y la formacion del cristal de poliedra.

El fragmento amino terminal de 110 aminoacidos interactia con otras dos
moléculas de poliedrina para sostenerse o sujetarse y formar la primera unidad del
cristal (el trimero), el cual esta formado por dos dominios (1-57 y 58-110) similares
cada uno de ellos conteniendo dos hélices 3 (BA, BA’, and BA”, BB), seguidos de una
corta alfa hélice a (a1 y a2), de acuerdo a los analisis de estructura de rayos X del
cristal de poliedra (Ji X, et al., 2010). La repeticion de esta unidad minima (trimero) o

celda unitaria es lo que termina por formar el cristal de poliedra.

El uso del fragmento de poliedrina PH(1.110) produce nanoparticulas de tamarios
con una mayor variacién (de alrededor de 100 nm hasta 4-5 uym) al producido por la
coexpresion de este fragmento con una copia de la poliedrina silvestre (1-2 micras).
Interesantemente, todos los fragmentos de la poliedrina que se autoagregan (PH -
s8), PHss—110) Y PH(1-110)) se pueden incorporar a la poliedra candnica, cuando se
coexpresan con la poliedrina silvestre. Lo anterior indica que la propiedad de

autoagregacion es un mecanismo esencial para la formacion de la poliedra.

Finalmente, con el fin de determinar si antigenos incorporados en particulas
producidas por el fragmento PH1_119) podian funcionar como vacunas, realizamos
bioensayos de proteccion contra el virus de AujeszKy, un virus muy agresivo y letal
en ratones. Estos bioensayos nos ensefiaron dos cosas fundamentales: La primera
es que las nanoparticulas son capaces de generar una respuesta inmuneprotectora,
aun cuando los antigenos se encuentran insertados dentro de un cristal proteico. La

segunda ensefianza fue que la inmunizacion con nanoparticulas de PH_119) No
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requirid el uso de adyuvantes. Si bien, en este estudio no se pudieron analizar las
moléculas y/o células efectoras involucradas en este mecanismo de proteccion
debido a la falta de los antigenos purificados (glicoproteinas gB, gC y gD o el virus
completo), estudios paralelos realizados en nuestro laboratorio usando particulas de
poliedrina conteniendo a la EGFP fusionada al fragmento 1-110, han mostrado una
buena y sostenida respuesta por anticuerpos (datos no publicados). La respuesta
protectora (33% vs PBS 0.56%) generada por las poliedras formadas por la
coexpresion de la poliedrina WT y la fusion de PH(1.110-EGFP, podria ser generada
por la presencia de baculovirus en estas poliedras, como se ha reportado en diversos
estudios utilizando los baculovirus como presentadores de antigenos en el
mecanismo conocido como “baculovirus display”, produciendo una respuesta innata
inespecifica (Gronowski AM., et al. 1999, Abe T., et al. 2003, Facciabene A.,
Aurisicchio L., and La Monica N. 2004, Airenne KJ., et al. 2013, Meneses-Ruiz DM.,
et al. 2015).

Todas las vacunas comerciales modernas llevan algun tipo de adyuvante, los
inmundlogos consideran que no es factible montar una respuesta inmune robusta y
selectiva sin el uso de algun adyuvante. El hecho de que las nanoparticulas
producidas por PH-110): (PH(1-110-9B, PH(1-110-9gC y PH(1-110-gD) montaron una
respuesta inmune protectora sin adyuvante sugiere fuertemente que estas

nanoparticulas tienen una capacidad de adyuvante.

El presente es el primer estudio utilizando estas nanoparticulas como vacunas,
mas estudios seran necesarios para validar su uso y para determinar si son efectivas
con todos los antigenos o solo con algunos de ellos. En el presente trabajo
solamente exploramos 3 antigenos del mismo agente infeccioso. Igualmente, estas
nanoparticulas podrian funcionar como un sistema de purificacién robusto y
economico, ya que los péptidos o proteinas fusionados pueden ser facilmente
purificados mediante centrifugacion de baja velocidad. El acoplamiento de estas
nanoparticulas con el sistema de expresion de células de insecto podria ser un

nuevo paradigma para la produccion masiva y purificacion eficiente de proteinas
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recombinantes con uso industrial o médico. En este sentido, también sera necesaria
mucha mas experimentacion para validar métodos de purificacion, eficiencia vy

estabilidad de las particulas in vitro e in vivo.
Las nanoparticulas basadas en fragmentos de la poliedrina prometen un futuro

interesante en el area de biomateriales con uso en veterinaria y medicina, asi como

de otras areas del conocimiento, el futuro de la nanobiotecnologia.
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Abstract

Background: Baculoviruses are widely used for the production of recombinant proteins, biopesticides and as gene
delivery systems. One of the viral forms called polyhedra has been recently exploited as a scaffold system to
incorporate or encapsulate foreign proteins or peptide fragments. However, an efficient strategy for foreign protein
incorporation has not been thoroughly studied.

Results: Based on the crystal structure of polyhedrin, we conducted an in silico analysis of the baculovirus Autographa
californica nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) polyhedrin protein to select the minimum fragments of polyhedrin that could
be incorporated into polyhedra. Using confocal and transmission electron microscopy we analyzed the expression and
cellular localization of the different polyhedrin fragments fused to the green fluorescent protein (EGFP) used as reporter.
The amino fragment 1-110 contains two repeats formed each of two 3 sheets followed by a a helix (amino acids 1-58
and 58-110) that are important for the formation and stability of polyhedra. These fragments 1-58, 58-110 and 1-110
could be incorporated into polyhedra. However, only fragments 1-110 and 58-110 can self-aggregate.

Conclusions: These results demonstrate that 58-110 is the minimum fragment that contributes to the assembly of the
recombinant polyhedra via self-aggregation. This is the minimum sequence that can be used to efficiently incorporate
foreign proteins into polyhedra.

Keywords: Autographa Californica, Polyhedrin, Polyhedra, Baculovirus

Background
The development of eukaryotic systems for the expres-
sion of recombinant proteins has been a major goal in
biotechnology due to its widespread utility in medicine,
veterinary medicine, and agriculture, among other re-
lated areas [1].

The use of insect viruses to produce and to obtain dif-
ferent recombinant proteins has grown in recent decades
[2,3]. Three of these eukaryotic systems are expressed in
insect cells and are currently in use. Two of them are
based on the DNA baculoviruses Autographa californica
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), and Bombyx mori
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nucleopolyhedrovirus (BmNPV). The third uses the RNA
virus Bombyx mori cytoplasmic polyhedrosis virus
(BmCPV) cypovirus. In nature, the viruses of these 2 fam-
ilies are protected from adverse environmental conditions
as they are occluded into crystalline lattices called polyhe-
dra or occlusion bodies, derived mainly from a single viral
protein called polyhedrin [4]. The occlusion is an adapta-
tion that allows baculoviruses to remain in a dormant but
infective state in the environment for decades [5].
Polyhedrin is one of the most abundant proteins in a
baculovirus-infected cell, since its expression is driven
by a very strong promoter [6]. Because polyhedrin is not
necessary for the propagation of the virus, the DNA se-
quence of the protein can be replaced with some other
sequence of interest [7]. This in turn, has allowed the

© 2015 Sampieri et al; licensee BioMed Central. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
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polyhedrin promoter to be used as an expression strat-
egy for obtaining high yields of recombinant proteins.

Since BmNPV and BmCPV polyhedra are particles of
about 1 pM in diameter and can be easily purified by
centrifugation, they represent good candidates to express
recombinant proteins. Using this strategy, Je et al. incor-
porated the green fluorescent protein (GFP) into the
AcMNPYV polyhedra by fusing it to the carboxyl terminus
from the polyhedrin gene [8]. However, the expression of
the recombinant protein did not form polyhedra [8]. Only
the combined expression of both the wild type (WT) and
the recombinant polyhedrin (GFP-polyhedrin) proteins re-
sulted in the formation of polyhedra [8]. This result shows
that fusing proteins to polyhedrin prevent the formation
of polyhedra, but WT polyhedrin can rescue this pheno-
type. Nevertheless, these results highlight the little we
understand about how polyhedra particles are formed in
the nucleus of baculovirus infected cells.

The polyhedrins of baculoviruses and cypoviruses do
not share a similar amino acid sequence [9]. However,
the crystal structures of both polyhedra are indistin-
guishable between the two families in terms of their size
and symmetry [10,11]. Thus, these conserved properties
suggest that the crystal structure of polyhedra has been
retained in nature for the specific purpose of preserving
the viruses, and that such crystalline structure can be
obtained using proteins with different amino acids
compositions.

It has already been shown that the crystal structure
from both the AcMNPV and the BmCPV polyhedra is
an arrangement of polyhedrin trimers, which are inter-
connected through their amino N-terminal helices [10].
These interactions provide significant stability to the
polyhedra, since the trimer is the base of the crystal core
[11]. The identification of the properties of the crystal-
lography structure has allowed investigators to determine
the interacting amino acids in the crystal formation and to
identify which of them are necessary for configuring the
polyhedra core structure [11,10].

Despite the similarities in crystal symmetries and iden-
tical unit cell dimensions, structures of baculovirus and
cypovirus polyhedrins are different at the atomic level.
Both structures have a B-sandwich core domain, with
projecting C- and N-terminal helices, but the topologies
are dissimilar and the helices interact differently [12].

Based on these findings, Jjiri et al. incorporated several
foreign proteins into BmCPV polyhedra by fusing them
to the first 30 amino acids of polyhedrin, which contains
an o helix known as H1 [13]. Because this fragment pro-
jects towards the outside of the protein, it forms inde-
pendently as the molecule folds; it interacts with other
molecules of polyhedrin and it is incorporated into
polyhedra crystal structure. Thus, the co-expression of
H1 with the WT polyhedrin is now widely used as a tag
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to incorporate foreign proteins into BmCPV polyhedra
[13-15].

More recently, recombinant polyhedra in BmNPV
have been obtained by co-expressing the foreign proteins
fused to the first 110 amino acid N-terminal fragment in
combination with the complete WT polyhedrin [16,17].
The foreign proteins were then purified from polyhedra
[16,17].

Because AcMNPV is one of the most widely used sys-
tems to express recombinant proteins, and given the fact
that less is known about what fragments in the polyhe-
drin protein are sufficient to incorporate foreign proteins
into polyhedra, we aimed the present study at determin-
ing the minimal fragment that can be used to incorpor-
ate foreign proteins into AcMNPV polyhedra. We first
analyzed the amino terminal of AcMNPV polyhedrin
considering the known crystal structure of the protein
(Figure 1B and [10]). Based on the structural features,
we produced different fragments to explore which ones
can be incorporated into the polyhedra crystal.

These findings unravel the role of the amino region
58-110 from polyhedrin in the assembly of AcMNPV
polyhedra, while providing the bases for a system to in-
corporate efficiently high levels of recombinant proteins
into the polyhedra crystal.

Methods

Insect cell line and baculoviruses

The Spodoptera frugiperda cell line, Sf9, was maintained
at 27°C in Grace medium (Invitrogen, USA) supple-
mented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum
(56°C, 30 min) (Wisent, Inc., Canada), 1X Yeastolate
(Invitrogen, USA), 1X Lactalbumin (SIGMA, USA), and
1X Antibiotic-antimycotic (Invitrogen, USA) according
to standard methods. For suspension cultures, pluronic
acid F-68 at a final concentration of 0.1% was added and
the cells were sub-cultured every 2 to 3 days. The Bac-
N-blue system (Invitrogen, USA) was used for the con-
struction of the recombinant baculovirus (see below).
The WT and recombinant AcMNPVs used in the
present study were propagated in Sf9 cells.

Generation of the recombinant baculovirus

The complete polyhedrin gene was obtained by PCR
amplification using the Baculovirus forward and reverse
PCR primers (Invitrogen, USA) and cloned into pEGFP-
C2 (Clontech, USA). The recombinant baculoviruses
with the different fragments of polyhedrin were constructed
by digestion with restriction enzymes or by PCR amplifica-
tion of the constructions. These PCR fragments were
cloned to pEGFP-N1, -N2 or -N3 (Clontech, USA) as
needed to obtain the fusion proteins with an open reading
frame. The recombinant plasmid vectors were confirmed
by restriction endonuclease analysis and sequencing. All
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Figure 1 Identification of different motifs for nuclear localization, self-aggregation and incorporation into polyhedra in polyhedrin.

A, diagram illustrating the different fragments from the polyhedrin protein tested in this study. In red as depicted the fragments that are not
incorporated into the polyhedra crystal (when co-infected with a virus carrying a copy of WT polyhedrin). Inside the rectangles are indicated the
amino acid numbers for the different fragments. B, analysis of the secondary structure of wild type polyhedrin, obtained from the crystallographic
structure 2QWUY.pdb, http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureld=2wuy)). Red barrel depict a helices and green cubes {3 sheets, while coils
are depicted as straight lines. C, identification of the self-aggregating fragments from polyhedrin and its cellular localization. Red indicates only
nuclear and yellow nuclear and cytosolic. D, diagram indicating the self-aggregating domain and nuclear localization domain in the N-terminal
region from polyhedrin. Domains are shaded in color for easier identification.

Nuclear localization domain

the fusion genes of EGFP-polyhedrin were then sub-cloned
into the pBlueBac4 plasmid (Invitrogen, USA), which was
used with the Bac-N-blue transfection kit (Invitrogen,
USA) to obtain the recombinant baculoviruses. The recom-
binant baculoviruses were purified and then amplified to
obtain high titer virus stocks. The baculovirus titer was ob-
tained and expressed as plaque forming units (pfu) per
milliliter according to standard protocols provided by the
manufacturer (Invitrogen, USA).

Production and purification of recombinant polyhedra

Sf9 cells co-infected with the recombinant and WT vi-
ruses were collected by centrifugation at 96 hrs post-
infection, resuspended in phosphate buffered saline
(PBS; 20 mmol/L. NaH,PO,, 20 nmol/L Na,HPO,, 150
mmol/L NaCl, pH 7.2) (Sigma, USA), and fragmented
ultrasonically three times for 30 s each (Braun Biotech
International, Germany), followed by centrifugation at
12,000 g at 4°C for 10 min. The pellets were then washed
2X with PBS and then finally resuspended in PBS buffer.

Confocal microscopy 3D reconstructions and electron
microscopy scanning

The recombinant purified polyhedra of infected insect
cells were allowed to adhere to each of the wells of a

LabTek II Chamber Slide (NalgeNunc Int, USA). The poly-
hedra or cells were washed three times with PBS and fixed
with mounting medium (DakoCytomation, USA). The in-
fected insect cells were incubated with DAPI (4,6-Diami-
dino-2-Phenylindole, Dihydrochloride), Molecular Probes,
USA) at a dilution 1:1000 for 5 min before fixation with
DAKO Cytomation fluorescence mounting media (Dako-
Cytomation, Denmark). Images were collected with an
Olympus FV1000 confocal microscope and analyzed using
Fluoview 10-ASW-2.1 software (Olympus, Japan). Image
acquisition using transmission electron microscopy (TEM)
of infected cells was conducted according to established
protocols. Briefly, the cells were washed with 0.08 M caco-
dylate buffer (Sigma St. Louis, MO) and fixed for 10 min
with 0.6% glutaraldehyde (Sigma St. Louis, MO) and 0.4%
paraformaldehyde in 0.08 M cacodylate buffer, pH 7.4.
Post-fixation was made with 1% osmium tetroxide (Fluka,
St. Louis, MO) in cacodylate buffer Thin sections were
counterstained with uranyl acetate for 10 minutes and with
lead citrate for 2.5 minutes. Observations were made in a
Jeol 1010 electron microscope (Jeol USA, Peabody, MA).

Flow cytometry studies
The polyhedra crystals containing the different frag-
ments of polyhedrin fused to EGFP were purified as
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indicated above. Purified crystals were subjected to con-
focal microscopy and TEM to validate its purity. In all
cases basically no cellular debris was observed. Polyhe-
dra crystals were introduced into the sorting chamber of
a fluorescence-activated cell sorting (FACS) apparatus
(FACSCalibur, BD Biosciences). Event counting was ter-
minated at 10,000 events as previously described [18].
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Fluorescence signal was collected at 525 nm (EGFP
emission peak) and plotted in logarithmic scale in histo-
grams illustrated in Figure 2A. Counts or events reflect
single polyhedra particles. These measurements were
utilized to calculate the percentage of GFP positive crys-
tals, using wild type polyhedra (without EGFP) to iden-
tify the autofluorescence (background) level.
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Figure 2 Different efficiencies of incorporation into the polyhedra crystals obtained with the different fragments studied. A, flow cytometry
studies of purified polyhedra crystals obtained with the different fragments indicated in the figure. In all cases a MOI of 1 was used for each EGFP
containing polyhedrin fragment and a MOI of 3 for wild type polyhedrin. Crystals purified from Sf9 cells subjected to sonication (Methods).
Fluorescence intensity collected in the 525 nm emission channel (Methods). In all cases 10,000 events were collected for each polyhedra.
Autofluorescence (fluorescence background) was determined using wild type polyhedra (without EGFP), as indicated in the first panel at the top.
Using this background level we identified the EGFP positive fluorescence (EGFP+, indicated by the gray rectangle). B, percentage of EGFP+ events
(individual polyhedra crystals) obtained from the histograms shown in A. Notice polyhedra crystals produced with fragment PH(sg_110EGFP produced
the highest EGFP intensity values, followed by PH;_sgEGFP and PH(;_110EGFP. Notice that PH(;_25EGFP, PHes s EGFP and PH; 10245 EGFP did not
produce fluorescent polyhedra. Flow cytometry data is in agreement with the results obtained with confocal microscopy (Figure 7).
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Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)

NTA is becoming a standard method for submicron
(nanoparticle) particle analysis [19]. This technique com-
bines laser light scattering microscopy with a charge-
coupled device (CCD) camera, enabling the visualization
and tracking of nanoparticles in solution. Nanoparticle
sizing is derived from the Stokes-Einstein equation by
studying the Brownian motion of the nanoparticles and
the way light is scattered during motion [20]. Thus, this
method is particularly useful for studying nanoparticles
in suspension and can identify nanoparticle aggregates
[20]. For these experiments we have utilized the Nano-
Sight NTA system from Malvern (Amesbury, United
Kingdom). Purified nanoparticles from PH(_;,0EGFP
and PHsg 110)EGFP were introduced in the system at
two different concentrations. Particles sizes and particle
concentration was obtained from direct measurements
with NanoSight. Data represents the analysis from mil-
lions of events and is given by particle sizes per milliliter
(Figure 3D).

Polyhedrin modeling
The crystal structure of the wild type AcMNPV polyhe-
drin (2WUY.pdb, http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?
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structureld=2wuy)) was utilized in the identification of
the polyhedrin secondary structure, which directed the
generation of the different polyhedrin fragments re-
ported in this study.

Results

Recombinant baculoviruses expressing polyhedrin fused
to EGFP

In order to visualize the expression and localization of
polyhedrin and polyhedra in the infected cells, we devel-
oped several recombinant baculoviruses containing dif-
ferent fragments from the polyhedrin gene fused to the
enhanced green fluorescent protein (EGFP). The baculo-
virus were designated according to the amino acid frag-
ment of polyhedrin: WT polyhedrin (PH(;_245-EGFP),
and the different fragments of polyhedrin: amino acids 1-
25 (PH(1_»5EGEP), 1-34 (PH(;_34EGEP), 1-48 (PH;_ss)-
EGFP), 1-58 (PH(_ssEGFP), 17-58 (PH1;_s5EGEP),
58-110 (PH(ss_110)EGFP), 1-110 (PH(_;10)EGEP), and
111-245 (PH(111-245EGFP). All recombinant genes were
under the control of the polyhedrin promoter in the
recombinant baculoviruses. All polyhedrin fragments
were cloned at the N-terminal of the EGFP except for
PH(1_245EGFP which was cloned at both the N- and C-

-

Figure 3 Polyhedrin 58-110 and 1-110 produce electron dense nanoparticles. A, Representative transmission electron microscopy (TEM) of
the segment of the cell nucleus from a Sf9 cell infected with a recombinant baculovirus expressing PH;_110)EGFP. The bar scale indicates 1
micron and applies to all panels in the figure. B, representative scanning electron microscopy of purified nanoparticles produced by the
expression of PH(;_11EGFP. C, confocal microscopy of purified nanoparticles produced by the expression of PH(;_;1¢EGFP. D, identification of
main nanoparticle sizes in solution using Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). Notice that all nanoparticles identified are multiples of the smallest
size identified with NTA of approximately 100 nm. Numbers next to each peak identify the mean peak nanoparticle size value in nanometers
(nm). All nanoparticles were purified from Sf9 lysates and isolated by low speed centrifugation, as indicated in material and methods. Identical

nanoparticles were observed when using PHsg_110EGFP (data not shown).
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terminal of the EGFP. Because we obtained indistinguish-
able results with both constructs, we will describe here
only PH(;_545)-EGFP. In order to obtain polyhedra, a sec-
ond recombinant baculovirus carrying the wild type copy
of polyhedrin was utilized in co-infections with all baculo-
viruses carrying fragments from the polyhedrin gene
(listed above).

Recombinant PH;_»45-EGFP was expressed in the
cytoplasm of Sf9 infected cells but it retains the ability to
form aggregates

The distribution of PH(;_545-EGFP was analyzed by
confocal microscopy in Sf9 infected cells. Figure 4 shows
that the recombinant PH(;_»45-EGFP did not form poly-
hedra. Similar results were observed in cells infected
with the same polyhedrin fragment cloned in the N-
terminus of EGFP (data not shown). In both cases EGFP
was observed as aggregates (see 3-D confocal projection)
localized at the cytoplasm of the cells. EGFP never co-
localize with DAPI counterstained nuclei, demonstrating
the cytosolic localization of PH(;_»45-EGFP (Figure 4).
These findings suggested that the EGFP disrupts the
transit of the full-length polyhedrin to the nucleus, pre-
venting the assembly of polyhedra. Nevertheless, this
construct can form aggregates on its own (without wild
type polyhedrin).

WT polyhedrin is required for the formation of polyhedra
In order to obtain recombinant polyhedra with EGFP in-
corporated into the crystals, we performed a series of co-
infections using both WT and recombinant baculoviruses
carrying PH(;_245-EGFP. In all these experiments two
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viruses were used, one carrying a WT copy of full-length
polyhedrin, and a second virus carrying the corresponding
polyhedrin fragment fused to EGFP. After performing a
WT baculovirus- PH(;_»45-EGFP baculovirus co-infection
titration, we concluded that the ratio of WT polyhedrin to
recombinant PH;_»45-EGFP was critical for the forma-
tion of polyhedra (Figure 5). Figure 5A shows tridimen-
sional confocal reconstructions of Sf9 cells co-expressing
PH(1_245-EGFP and the WT polyhedrin, obtained by
maintaining the multiplicity of infection (MOI) of the
baculovirus PH(;_545-EGFP at 1 and by increasing the
MOI of baculovirus carrying the WT copy of polyhedrin
from 0.5, 1, 2, 3 and 5 MOL In Figure 5B, a pixel co-
localization analysis of EGFP/DAPI shows that polyhedra
formation in the cell nucleus occurred when a ratio of 3
or more MOI of WT polyhedrin to 1 MOI of PH(;_545)-
EGFP was used. This result revealed that WT polyhedrin
had to be co-expressed in order for recombinant polyhe-
drin fragments carrying EGFP to locate and assemble into
polyhedra in the nuclei of the cells. The requirement of
WT polyhedrin for the formation of recombinant polyhe-
dra has been previously demonstrated for other baculo-
viruses [17,21,22]. Interestingly, the ratio of WT and
recombinant polyhedrin copy has not been determined
until now. Our study highlights the need to use an ad-
equate ratio (3:1) of WT versus recombinant polyhedrin
in order to secure the incorporation of all recombinant
copies into polyhedra. Altering this ratio results in an ex-
cess of soluble recombinant polyhedrin copies suspended
in the cell cytosol. The 3:1 ratio is an interesting number,
given the fact that the core of the polyhedra crystal is a tri-
mer. These results suggest that every wild type trimer may

DAPI

A Polyhedrin (1-245)-EGFP

Merge+DIC

Figure 4 Polyhedrin fused to EGFP forms cytosolic aggregates. A, confocal microscopy visualization of the cellular localization of full-length
polyhedrin fused to EGFP (PH(;_245-EGFP). Panel on the left side shows EGFP fluorescence, and panel on the right DAPI staining to illustrate the
localization of the nucleus. Lower panel shows the merge (EGFP + DAPI) and to the right the merge + differential interference contrast (DIC).

B, confocal tridimensional projection of a cell expressing PH;_245-EGFP. Notice that DAPI labeling is covered by the PH(;_,45-EGFP fluorescence,
because PH(1_245-EGFP is expressed in the cytosol. Notice the formation of aggregates by PH;_545-EGFP.

B

Polyhedrin (1-245)-EGFP

(3D projection)
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Figure 5 Titration of the amount of WT polyhedrin required to integrate PH;_»45-EGFP into the polyhedra crystal. A, upper panels show the
fluorescence of PH;_245-EGFP and DAPI, while lower panels show differential interference contrast (DIC) in cells co-infected with baculoviruses carrying
PH(1-2457EGFP (multiplicity of infection , MOl =1) and a second baculovirus carrying a wild type copy of polyhedrin. The second baculovirus was
utilized at increasing MOIs of 0.5, 1, 2, 3,4 and 5 (only 4 MOIs shown for illustration purposes). Notice that at a MOl of 3 (and above), all PH_545-EGFP
was contained inside the polyhedra crystals. B, percentage of pixel co-localization between EGFP and DAPI, to determine the amount of PH;_245-EGFP
present inside the nucleus. Notice that with a MOI of 3, all PH;_545-EGFP localizes in the nucleus (no differences were observed between MOls of 3
and 5). C, polyhedra containing PH;_,4s5-EGFP were purified by centrifugation from Sf9 insect cells subjected to sonication. Notice that all polyhedra

were fluorescent, indicating that PH;_4s-EGFP was present.

contain a copy of the PH;_»45-EGFP. Increasing the ratio
of PH(;_245-EGFP results in soluble protein, suggesting
that all possible sites have been occupied in the polyhedra
and the excess PH(;_545-EGFP is discarded from the crys-
tal structure.

Polyhedra-like formation in Sf9 cells infected with
PH(1_110)EGFP baculovirus

To evaluate the expression and localization of the re-
combinant baculoviruses containing the fused EGFP
protein to different fragments of polyhedrin, we infected
Sf9 cells with baculoviruses carrying the different frag-
ments generated for this study (Figure 1A) and per-
formed confocal and transmission electron microscopy
(TEM) analysis with the cells expressing these fragments
(Figure 6). The fragment PH(;_;10)EGFP aggregated in
the nuclei (demonstrated by the co-localization with
DAPI), indicating that the self-aggregation property of
polyhedrin is retained in this fragment (Figure 6B).
These self-aggregating structures has been previously de-
scribed and named as polyhedralike structures [4]. Simi-
lar results were obtained with the full length polyhedrin
fused to EFGP (PH;_245-EGFP, Figure 4). This observation

indicates that the nuclear retention signal is contained
within the first 110 amino acids from polyhedrin, and that
the traffic of polyhedrin to the nucleus is not affected
by the fusion to EGFP. The fact that PH;_s45-EGFP and
PH(1-110)EGFP retained the property of self-aggregation
but the carboxyl terminus of polyhedrin (PH;10_245EGEP)
is soluble, strengthens the hypothesis that in the fragment
PH(-110EGFP is located the sequence/structure respon-
sible for self-aggregation.

TEM images from cells expressing PHg_;10)EGFP
showed electron dense intranuclear protein aggregates,
corresponding to the polyhedralike structures observed
in confocal microscopy (Figure 6C). Notice that these
aggregates did not contained baculoviruses; rather vi-
ruses appeared to be discarded from the aggregates (in-
sets C’ and C”). Similar results were obtained with the
full length PH(;_745)-EGFP recombinant polyhedrin (data
not shown).

Co-expression of PH(;_110)EGFP with WT polyhedrin
resulted in the formation of canonical polyhedra with
EGFP contained within the crystal (Figure 6D). Interest-
ingly, in confocal images of Sf9 cells infected with the
PH(111-245)EGFP baculovirus, the EGFP was observed
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DIC Ph(, , )-EGFP

1-110

DAPI

MERGE+DIC

Figure 6 A wild type copy of polyhedrin is required to incorporate polyhedrin fragments into the crystal. A, confocal microscopy images

B

PH(

)-EGFP

1110

(3D projection)

Polyhedrin wT
|

Ph(

) -EGFP

1-110-

illustrating that the polyhedrin fragment PH_110-EGFP forms aggregates inside the nuclei of infected cells (when expressed in the absence of
WT polyhedrin). B, Tridimensional confocal reconstruction of a cell expressing PH;_110-EGFP. Notice the formation of aggregates inside the
nucleus. C, The PHg_110-EGFP aggregates are visible in TEM as dense amorphous particles, and they do not contain baculoviruses inside. Notice
that in fact viruses are excluded from the aggregates (C' and C’, indicates as Bac and arrows, NM = nuclear membrane). D, Only the amino
terminal fragment from polyhedrin can be incorporated into polyhedra crystals (when co-expressed with wild type polyhedrin). Notice that only
the fragment PHg_110-EGFP form polyhedra (D). The carboxyl terminus fragment PH;_110-EGFP is not incorporated into the polyhedra crystals, in
fact it is excluded from the crystal and observed as a soluble protein in the cell cytosol (D).

scattered throughout the cell as a soluble protein
(Figure 6D). This observation further confirms that the
nuclear localization signal of polyhedrin is contained
within the first 110 amino acids, as previously suggested
[23], and that the self-aggregating sequence from poly-
hedra is present within the first 110 amino acids. All
these results strongly suggest that only the amino

terminus from polyhedrin can be incorporated into poly-
hedra crystals (when co-expressed with WT polyhedrin).

To further investigate what fragments from the amino
terminus of polyhedrin can be incorporated into the
polyhedra, we prepared new recombinant baculoviruses
containing several fragments from polyhedrin fused to
EGFP.
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Most interestingly, the baculoviruses expressing shorter
fragment PH(;_55)EGFP was observed as a soluble protein
in the cytosol and nucleus of infected cells, but the frag-
ment PHsg 110)EGFP was observed as condensed,
amorphous material in the nuclei and cytosol of the in-
fected cells (Figure 7A). Co-expression with WT polyhe-
drin with both polyhedrin fragments resulted in canonical
polyhedra formation with EGFP in the interior of the crys-
tal (Figure 7B). These results indicate that the sequence/
structure responsible for self-aggregation is in found
within the 58—110 amino acids from polyhedrin, since the
fragment PH(;_5¢)EGFP is soluble and does not aggregate
on its own. Nevertheless both fragments can be incorpo-
rated into canonical polyhedra when co-expressed with
WT polyhedrin. The fragment PH¢;_110)EGFP can self-
aggregate, but the aggregates are contained within the nu-
clei, strongly suggesting that the nuclear retention signal
is found in the combination of fragments PH_5qEGFP
and PH(s5_110)EGFD, since separately both fragments are
distributed in the nuclei and cytosol, but when combined
(in the fragment PH(;_;10)EGFP) are exclusively present in
the nuclei.
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These results suggest the presence of a putative nu-
clear retention signal shared by fragments 1-58 and 58—
110. A previous study identified a nuclear retention
signal present within the sequence 1-110 [23]. However,
in the aforementioned study they did not test as many
polyhedrin fragments as we did in the present study.

To delimit more precisely the minimum amino acid
sequence capable of forming canonical polyhedra when
co-expressed with WT polyhedrin, we produced several
recombinant baculoviruses carrying different fragments
from the amino terminus of polyhedrin. We concen-
trated in the first 58 amino acids, to further delimit the
minimal sequence capable of being incorporated into
polyhedra.

The fragments PH; _»5EGFP and PH p5_55EGFP did not
form aggregates, neither they could be incorporated into
the polyhedra when co-expressed with WT polyhedrin.
Similar results were obtained with the fragment PH(;_34-
EGFP, PH(_4sEGFP, PH(;; sy EGFP or PH(ys_40)EGED.
These results indicate that the minimum fragment
that can be incorporated into the polyhedra crystal is
PH(;_55EGFP. Similarly, the fragment PHsg_110)EGFP

"
- ~
Localization | Cytosolic & nuclear | | Cytosolic & nuclear | | Nuclear |
? —re— [—i—
Localization Nuclear | | Nuclear | | Nuclear

was PHsg-110EGFP.

Figure 7 Identification of the minimum fragment from polyhedrin that retains the self-aggregation property. A, confocal microscopy studies
using the fragments PH;_sg)EGFP, PH(sg_110)EGFP and PH(;_110)EGFP alone, or in co-expression with WT polyhedrin (B). Boxes below each panel
indicate cellular localization based on the degree of co-localization with the nuclear marker DAPI. Notice that fragment PH;_sgEGFP is soluble
and found in both the nucleus and the cytosol. Fragments PHsg_110EGFP and PH(;-110)EGFP can form self-aggregates when expressed alone or
be incorporated into polyhedra, when co-expressed with WT polyhedrin. Thus the minimum self-aggregating fragment identified in this study
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was also incorporated into the polyhedra crystal, but
we did not explore other sequences within this later
fragment in the present study.

All the results presented in this study show that:
a) fragments from the n-terminus of polyhedrin, namely
1-58 and 58-110 can also be incorporated into the ca-
nonical polyhedra (when co-expressed with WT polyhe-
drin), regardless of the cellular localization or the fact
that they can self-aggregate (58—110) or not (1-58);
b) fragments from the c-terminus of polyhedrin are sol-
uble, found scattered throughout the cell cytosol and nu-
clei, and are not incorporated into the polyhedra (when
co-expressed with WT polyhedrin). In fact, they were
completely excluded from the polyhedra crystal, as illus-
trated in Figure 6D (see also insets D’ and D”).

To obtain quantitative data about the effectiveness
of the different fragments to be incorporated into the
polyhedra crystal, we conducted flow cytometry stud-
ies with polyhedra formed by the combination of the
different fragments from polyhedrin fused to EGFP
and WT polyhedrin. Polyhedra were purified for these
studies prior to conducting the flow cytometry studies
(Methods).

Figure 2 shows the results of measuring EGFP fluores-
cence as reporter of the amount of fragments incorpo-
rated into the polyhedra crystals. Figure 2A illustrates
typical histograms of single particle fluorescence and
Figure 2B summarizes the results (mean + SD) from at
least 3 independent measurements. As illustrated in the
figure only fragments PH(;_sqEGFP, PH(sg_110)EGFP,
PH(;_110)EGFP and the full length PH(; »45-EGFP were
incorporated into polyhedra crystals. Most interestingly,
the most fluorescent polyhedra was obtained with the
fragment PHss_110)EGFP, followed by PH(;_110EGFP
and the full length PH(;_545-EGFP. These results strongly
suggest that using the fragment PH(s5_110)EGFP results in
higher yields of recombinant protein incorporated into
the polyhedra crystals.

As we have previously shown, both PH;_110)EGFP and
PH(s5-110)EGFP produced electron dense particles iden-
tifiable by TEM. Interestingly, both nanoparticles can be
isolated from Sf9 cell lysates and retain its structural fea-
tures. Nanoparticles produced by fragment PH(;_;10)EGFP
inside S9 infected cells are illustrated in Figure 3A. These
nanoparticles produced by the self-aggregating PH;_110)-
EGEFP can be isolated from Sf9 lysates, as illustrated in the
electron scanning images from Figure 3B. The nanoparti-
cles have integrated EGFP and the fluorescence is ob-
served by confocal microscopy (Figure 3C). Using an
alternative method for nanoparticle size analysis based on
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) we identified
that both PH;_110)EGFP and PHs5_110)EGFP produced
nanoparticles of about 100 nm in diameter (6D). Notice
that the main nanoparticles identified are multiples of
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100 nm, which was the most abundant and smallest
size identified (6D).

Figure 1A summarizes the fragments that can be in-
corporated into polyhedra, when co-expressed with WT
polyhedrin. Figure 1B illustrates the secondary structure
of polyhedrin, obtained from the crystal [10]. As indi-
cated in this figure, polyhedrin is formed of several con-
secutive P sheets and « helices. The crystallographic
study of polyhedrin has identified the first helix (H1) as
relevant for the formation of the polyhedrin trimer,
which in turn forms the basic cell of the crystal [10,11].

Our studies have identified the fragment PHsg_110)-
EGFP as containing the sequence/structure essential for
the self-aggregation properties of polyhedra (Figure 1C).
Using this fragment results in self-aggregated particles
scattered in the nuclei and cytosol of infected cells
(Figures 1C and 7).

In spite of the fact that both minimal fragments that
can be incorporated into polyhedra (PH(;_s¢EGFP and
PH(s5-110)EGFP) when co-expressed with WT polyhe-
drin have similar structural features: both are formed by
two consecutive [ sheets followed by a « helix (Figure 1B),
only the fragment PH(sg 110)EGFP retains the self-
aggregation property of polyhedra.

All the results gathered in this study indicate that the
sequence/structure required for a fragment to be incor-
porated into the polyhedra crystal are present in both
fragments PH(;_sy)EGFP and PHsg_110)EGFP. For this
reason the fragment PH(;_;10)EGFP is also incorporated
into polyhedra when co-expressed with WT polyhedrin.
The fragment PH(111_245EGFP from the C-terminal re-
gion of polyhedrin was excluded from the polyhedra
crystals (Figure 6D). Noteworthy, not all fragments were
incorporated into polyhedra with the same efficiency,
the most effective appeared to be PHsg_110)EGFP
(Figure 2B). This strongly suggest that the property that
facilitates association to WT polyhedrin to form the crys-
tal is in both fragments (PH(;_5EGFP and PHsg_110)-
EGFP), but the self-aggregation property is present
exclusively in fragment PHsg_110)EGFP. The sequence/
structure required for nuclear localization appear to be a
combination of fragments PH_5qEGFP and PHsg_110)-
EGEP, since only the fragment PH(_1,0)EGFP showed
exclusive nuclear localization.

Discussion

The baculovirus expression system has become a power-
ful tool for recombinant eukaryotic gene expression [24].
The initial production of recombinant proteins, directed
under the strong promoter of polyhedrin, was carried
out in cultured cells as soluble proteins. Several modifi-
cations have been made over the last ten years to im-
prove the system in order to obtain larger protein yields
or adequate the recombinant protein for mammalian
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usage [25]. Some of these improvements include en-
hanced trafficking, folding and glycosilation, as well as
preventing intracellular degradation. Another recently
developed strategy has been the expression of foreign
proteins incorporated into the polyhedra crystal [26].
Several proteins have been now incorporated into poly-
hedra, by fusing them to the full length polyhedrin in
three different insect viruses [27].

Jarvis et al. fused different fragments of AcMNPV
polyhedrin to two nonnuclear reporter proteins, -
galactosidase and [-glucorinadase to define its possible
nuclear localization signal, and study the distribution
and assembly of polyhedra by indirect immunofluores-
cence and by biochemical fractionation and SDS-PAGE
of infected Sf9 [23]. The recombinant proteins produced
diffuse or occlusion-like (self-aggregates) proteins, but
none of them assembled into the polyhedra.

More recently, Je et al. using GFP fused to AcMNPV
polyhedrin, observed the GFP in a soluble form in the
nucleus and cytoplasm of infected cells [8]. Only when
co-expressed with WT polyhedrin resulted in the forma-
tion of polyhedra. Using the elucidated crystal structure
of AcMNPV polyhedra we constructed several baculo-
virus expressing the fluorescent protein EGFP fused to
AcMNPV polyhedrin or to its different fragments in
order to follow the formation of recombinant polyhedra
by confocal microscopy or TEM in Sf9 infected cells.

The N-terminal from 1-110 amino acids of AcMNPV
polyhedrin can be divided into two similar fragments
(1-57 and 58-110) each of them consisting of two f
helices (Ba, Pa and Pa~, Ps ), followed by a short a helix
(a; and ay) Figure 1B and [10].

Because the 110 amino acids N-terminal region con-
tributes to the clamping of the 3 molecules of polyhe-
drin in the trimer (the core of the crystal, [10]), we
considered that as the fragment 1-110 of AcMNPYV,
these two smaller fragments (1-58 and 58-110) could
associate and direct the incorporation of foreign proteins
into polyhedra. Analyzing EGFP expression through
confocal microscopy and TEM, allowed us to determine
the localization and formation of polyhedra in infected
Sf9 cells with different polyhedrin fragments.

We observed that the fragments PH(;_sg), PH(s5-110)
and PHg_110) of AcMNPV can be incorporated into
polyhedra, only when co-expressed with the WT polyhe-
drin. The fact that polyhedra located in the nucleus is
observed only when co-expressing WT and recombinant
fragments of polyhedrin, suggest that the WT and the
different N-terminal fragments identified in this study
associate in the cytosol and travel, assembled with WT
polyhedrin, to the nucleus of the infected cell. In agree-
ment with this hypothesis, a previous study demonstrated
that the nuclear localization of polyhedrin becomes more
evident during the phase of occlusion due to the high rate
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of polyhedrin localization signal and a higher rate of pro-
tein biosynthesis [28].

An important finding in the formation of polyhedra
was the ratio of the recombinant fused polyhedrin frag-
ments to the WT polyhedrin. Because the minimal unit
of polyhedra crystals is a trimer, the association of the
recombinant protein could be carried out in a stoichio-
metric ratio of 3 WT versus 1 recombinant polyhedrin
(Figure 5A), and this parameter could be very important
for the formation and quantity of foreign protein that
could be incorporated into the crystal.

Noteworthy, not all fragments that incorporate into
polyhedra result in equal amounts of fluorescence emit-
ted by the EGFP incorporated into the particles. Most
notably the fragment PHss_110)EGFP produced the
brightest particles in our study, as assayed by flow
cytometry, followed by fragments PH(;_110)EGFP and
PH(;_54)EGFP, in that order. Most surprisingly, the less
efficient was the full length polyhedrin (PH_245-EGFP,
Figure 2B). Because the brightness of EGFP may reflect
also geometric properties of the crystals formed by the
different polyhedrin fragments, we conducted western
blot analysis of the purified polyhedra formed by the
combination of WT polyhedrin and the fragments pre-
sented in this study. In general agreement with the flow
cytometry results, western blot analysis indicated differ-
ent ratios of recombinant and WT polyhedrin present in
the polyhedra particles (data not shown). These results
strongly suggest a different incorporation efficiency
for the different fragments studied here, pointing to
PH(s5-110)EGFP as the most efficient of all. The reasons
behind the increased incorporation of PHsg_110)EGFP
remains unsolved but are a target of a current study. Most
interestingly, this was the minimum fragment that could
form self-aggregates, thus a hint about the greater effi-
ciency of incorporation into polyhedra may reside here.

The identification of the amino acids 58-110 as the
smallest fragment capable of self-aggregation and efficient
incorporation into polyhedra crystals from the N-terminal
of AcMNPV is important in the development of new tech-
nologies to produce nanoparticles of interest in science
and biotechnology, carrying foreign proteins of interest.
Most interestingly, the self-aggregates produced by frag-
ments PH;_;10) and PH(sg_11) are electron dense particles,
as identified in our TEM studies (Figures 3A and 6C), and
they could be purified by low speed centrifugation as nano-
particles (Figure 3B-C). These later findings point to the
use of fragment PHs5_110) as a powerful tool to produce
high yields of recombinant protein that can be easily iso-
lated by slow speed centrifugation from Sf9 cell lysates.

Conclusions
Using a deletion strategy based on the crystallographic
structure of AcMNPV polyhedrin protein, we have
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identified a minimum sequence (PHsg_110)) consisting of
two beta domains followed by an alpha helix, which con-
tains a self aggregating domain essential for polyhedra-like
particle formation. This deletion strategy allowed also the
identification of a nuclear retention signal in polyhedrin,
contained within the first 110 amino acids. Even though
the fragment PH(;_sg) contains also two beta domains
followed by an alpha helix, is not sufficient for self-
aggregation, since the expression of this fragment results a
soluble form contained in the cytosol of infected cells.

These findings open new avenues to explore how poly-
hedra crystals are formed, and to understand what struc-
tural features may be required for in vivo protein
crystallization.
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