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RESUMEN
Recientemente, se ha demostrado que los baculovirus recombinantes principalmente aquellos
derivados del baculovirus Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (ACMNPV),
pueden transferir genes para su expresion en células de mamifero. A la fecha, existe poca
informacion concerniente al uso de promotores tejido-especificos en el contexto del genoma del
baculovirus. En este trabajo, hemos producido los baculovirus recombinantes BacFIt-GFP y
BacGfap-GFP con la finalidad de restringir la expresion génica en células endoteliales y astrocitos,
respectivamente. BacFIt-GFP contiene la secuencia promotora del gen flt-1 que codifica para el
receptor del factor de crecimiento endotelial vascular, el cual dirige una expresion especifica en
células endoteliales. Por otro lado, BacGfap-GFP contiene la secuencia promotora del gen gfap que
codifica para la proteina fibrilar &cida de la glia y que dirige una expresién especifica en astrocitos.
Ademaés, generamos el baculovirus recombinante BacCMV-GFP el cual contiene la secuencia del
enhancer y el promotor temprano del citomegalovirus, con la finalidad de comparar la selectividad
y los niveles de expresion mediados por BacFIt-GFP y BacGfap-GFP. La especificidad y los niveles
de expresion mediados por los diferentes baculovirus recombinantes, fueron evaluados mediante
citometria de flujo utilizando la proteina verde fluorescente (GFP, green fluorescent protein) como
reportero. Todas las lineas celulares utilizadas fueron susceptibles de ser transducidas por
BacCMV-GFP, la mas susceptible fue la linea celular de hepatoma humano HepG2 (89.2 %, n=4).
Las células endoteliales BUVEC-E6GE7-1 tuvieron los niveles mas altos de expresion al ser
transducidas por BacFIt-GFP y fueron similares a los niveles alcanzados por BacCMV-GFP (112 %
relativo a BacCMV-GFP, n=4). Interesantemente, BacFIt-GFP dirigi6 altos niveles de expresion en
las lineas celulares de glioma de rata C6 y de glioblastoma humano CH235 (34.78 % y 47.86 %
relativo a BacCMV-GFP, respectivamente, n=4). Por otro lado, BacGfap-GFP dirigio los niveles
mas altos de expresion en las lineas celulares C6 y CH235 (30.62 % y 35.13 % relativo a BacCMV-
GFP, n=4). Los inhibidores de desacetilasas de histonas tales como la tricostatina A (TSA) y
butirato de sodio (ButNa), pero no el inhibidor de la metilacion del ADN, 5-azacitidina (AzaC),
promovieron un aumento de la actividad transcripcional de BacCMV-GFP, BacFIt-GFP y BacGfap-
GFP en términos del numero de células GFP+ y la intensidad media de fluorescencia. La
especificidad de la expresion in vivo fue demostrada en el endotelio vascular de la retina, mediante
la inyeccidn intravitrea de BacFIt-GFP en el ojo de ratas adultas. El analisis mediante microscopia
de fluorescencia demostro que la mayoria de las células GFP+, se encontraron casi exclusivamente
en la membrana limitante interna (ILM, inner limiting membrane) asi como en la capa que
corresponde a las células ganglionares (GCL, ganglion cell layer). Mas aun, mediante
inmunofluorescencia contra el factor de von Willebrand (VWF, von Willebrand Factor) y

microscopia confocal, se demostré que una gran numero (70 %, n=10) de células GFP+



colocalizaron con VWF en estructuras similares a vasos sanguineos, demostrando de esta manera el
fenotipo endotelial de las células transducidas. Estos resultados indican que la desacetilacion de las
histonas juega un papel clave en el mecanismo de silenciamiento del transgen y que la especificidad
de la expresion dirigida por los promotores de flt-1 y gfap, no se afecta por el contexto del genoma
viral. Finalmente, este trabajo sugiere la posibilidad de utilizar baculovirus recombinantes para

dirigir la expresion de un transgen in vivo en el endotelio vascular de la retina.



ABSTRACT
The insect baculovirus Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV)-based
vectors, have recently been introduced as a new type of delivery vehicle for transgene expression in
mammalian cells. However, there is little information available concerning the use of tissue-specific
promoters in the context of the baculovirus genome. In the present study, we have generated
recombinant baculovirus containing the human Flt-1 (BacFIt-GFP) or the human glial fibrillary
acidic protein (GFAP) promoters (BacGfap-GFP) to restrict gene expression to endothelial cells and
astrocytes, respectively. We also generated a recombinant baculovirus containing the
cytomegalovirus immediately-early promoter/enhancer (BacCMV-GFP), to compare the selectivity
and the levels of expression with BacFIt-GFP and BacGfap-GFP. All cell lines tested were
susceptible to transduction mediated by BacCMV-GFP, being the most susceptible the human
hepatoma cells HepG2 (89.2 %, n=4). BacFIt-GFP evoked the highest level of expression in the
endothelial cell line BUVEC-E6E7-1, similar to those reached by BacCMV-GFP (112 % relative to
BacCMV-GFP, n= 4). Interestingly, BacFIt-GFP directed high levels of expression in rat glioma C6
and in human glioblastoma CH235 cells (34.78 and 47.86 % relative to BacCMV-GFP,
respectively). BacGfap-GFP evoked the highest level of expression in C6 and CH235 cell lines
(30.62 and 35.13 % relative to BacCMV-GFP, n=4). In all cases (BacCMV-GFP, BacFIt-GFP and
BacGfap-GFP-transduction), histone deacetylase inhibitors such as butyrate or trichostatin A
(TSA), but not the DNA methylation inhibitor, 5-azacytidine (AzaC), increased the level of
expression in terms of the number of GFP-expressing cells and the intensity of fluorescence.
Suggesting that histone deacetylation seems to influence the transgene expression in the context of
the baculovirus genome. In vivo transcriptional targeting was demonstrated in adult rat retinal
vasculature by intravitreal delivery of BacFIlt-GFP and immunohistochemical staining with von
Willebrand factor (vWF). Analysis by fluorescence microscopy and deconvolved three-dimensional
confocal microscopy of retinal whole mounts obtained after 3 days of baculovirus injection showed
that most GFP-expressing cells localized to inner limiting membrane (ILM) and ganglion cell layer
(GCL) and localize with vVWF (70 %, n=10) in blood vessels, confirming the endothelial phenotype
of the transduced cells. Taken together, our results indicate that the specific gene expression
mediated by Flt-1 and GFAP promoters is maintained in the context of the baculovirus genome. We
also demonstrated for the first time, the potential of using recombinant baculovirus for

transcriptional targeted gene expression into the eye vasculature.



I. ANTECEDENTES
1. Baculovirus

1.1 La familia baculoviridae

Los baculovirus son virus envueltos en una bicapa lipidica que contienen un genoma de ADN
circular de doble cadena de aproximadamente 80 a 180 kilo bases (kb) (Smith y Summers, 1978;
Schafer et al., 1979; Blissard y Rohrmann, 1990; van Oers y Vlak, 2007). Dichos virus pertenecen a
la familia Baculoviridae y actualmente se han descrito mé&s de 500 especies de baculovirus
obtenidas de méas de 600 especies de insectos (Blissard y Rohrmann, 1990; van Qers y Vlak, 2007).
Los baculovirus infectan exclusivamente artropodos del orden Lepidoptera (mariposas y larvas),
Hymenoptera (moscas) y Diptera (moscas y mosquitos) asi como algunos crustaceos del orden
Decapoda (camarones) (Couch, 1974; Blissard y Rohrmann, 1990; Herniou et al., 2003; van Oers y
Vlak, 2007). Por otro lado, existen especies de baculovirus capaces de infectar insectos del orden
Coleoptera, Neuroptera, Thysanura y Trichoptera; sin embargo, aun no existe una caracterizacion
molecular de tales baculovirus (Herniou et al., 2003; van Oers y Vlak, 2007).

La familia Baculoviridae se encuentra clasificada en dos géneros segun el sexto reporte del Comité
Internacional en Taxonomia de Virus (ICTV, International Committee on Taxonomy of Viruses),
los Nucleopolyhedrovirus (NPVs) y los Granulovirus (GVs) (Jehle et al., 2006). La clasificacion
toma como base las caracteristicas estructurales de los cuerpos formados por una matriz proteica
denominados cuerpos de oclusién (OBs, occlusion bodies) o polihedra (Summers y Smith, 1975).
Los OBs estan formados principalmente por una proteina de 29 kilo Daltones (kDa) codificada por
el genoma viral Ilamada poliedrina, ésta se sintetiza en grandes cantidades durante la fase tardia de
infeccion y se acumula en el nacleo de las células infectadas (Rohrmann, 1986). Los NPVs
producen grandes OBs (0.15 a 3 um de longitud) en el ndcleo de la célula infectada los cuales
contienen una gran cantidad de viriones (Slack y Arif, 2007). En contraste, los GVs producen
particulas en forma de granulos o pequefios cuerpos de oclusién (0.13 por 0.50 um) los cuales
contienen un solo virion (Figura 3) (Bideshi et al., 2000; Slack y Arif, 2007). Durante el proceso de
infeccion de los GVs el citoplasma y el nucleo de las células se mezclan para formar una estructura
conocida como estroma nucleo-citoplasmico; mientras que los OBs se encuentran dispersos en la
célula (Bideshi et al., 2000). En el sexto reporte de la ICTV, los virus relacionados con baculovirus
Ilamados previamente como no ocluidos o incapaces de formar OBs, fueron removidos de esta
familia y hasta el momento no han sido reasignados a una nueva familia o género (Jehle et al.,
2006).

El nombre de los baculovirus proviene de la especie del insecto del cual fueron aislados. Dicho
sistema es conveniente; sin embargo, éste ignora las relaciones genéticas entre distintas especies de

baculovirus. Por ejemplo, el baculovirus aislado del gusano de la alfalfa es llamado virus de la



polihedra maltiple nuclear Autographa californica multiple nuclear polyhedrosis virus (AcCMNPV)
(Vail y Hall, 1969; Brown et al., 1979). No obstante, existen baculovirus genéticamente similares a
AcCMNPV que son llamados Trichoplusia ni (Heimpel, 1966), Galleria mellonella (Smith y
Summers, 1979) y Rachiplusia ou (Summers y Anderson, 1973).

Indudablemente, la especie de baculovirus mejor estudiada a nivel molecular ha sido AcCMNPV
debido a su eficiencia para replicarse en células en cultivo (Granados y Lawler, 1981). En
consecuencia, la gran mayoria de los sistemas de expresion de baculovirus han sido disefiados para
utilizarse con ésta especie. Por otro lado, el baculovirus que infecta el gusano de la seda Bombix
mori nucleopolihedrovirus (BmNPV) también ha sido modificado para ser utilizado como un
sistema de expresion, aunque su uso es menos frecuente que el de ACMNPV (Maeda et al., 1985;
Maeda, 1989b, a).

Con el avance en la tecnologia de secuenciacién durante la Gltima década; 29 genomas de
baculovirus han sido secuenciados en su totalidad. La informacion obtenida muestra una gran
diversidad genética, contenido y organizacion de genes, asi como su filogenia (Hayakawa et al.,
2000; Garcia-Maruniak et al., 2004; Lauzon et al., 2004; van Oers y Vlak, 2007). Los genomas
varian de entre 82 a 180 kb y contienen entre 90 a 180 marcos de lectura abierta (ORF, open
reading frame) (Tabla 1 y para revision ver Jehle et al., 2006).

A pesar de que la clasificacion morfolégica de los baculovirus sigue vigente, el andlisis de la
secuencia gendmica de varias especies de baculovirus sugiere que la clasificacion de éstos depende
de la especie que infectan, mas que de la morfologia que presentan. Recientemente Jehle et al.,
(2006) sugirieron una revision de la clasificacion actual de los baculovirus. En dicha revision, se
propone que los NPVs especificos para el orden Hymenoptera y Diptera deberian ser separados de
los especificos para Lepidoptera y organizados en un nuevo género. En este mismo estudio, se
plantea una nueva clasificacién y nomenclatura para cada género dentro de la familia de los
baculovirus. De acuerdo a lo anterior, la actualizacién propuesta debera incluir cuatro géneros:
Alfabaculovirus (NPVs especificos para lepidoptera), Betabaculovirus (GVs especificos para
lepidoptera), Gammabaculovirus (NPVs especificos para hymenoptera) y Deltabaculovirus (NPVs
especificos para diptera) (Figura 1). Dicha propuesta de re-clasificacién aun no esta vigente; sin

embargo, sera sometida al préximo ICTV para su consideracion.




Tabla 1. Genomas de baculovirus secuenciados

VIRUS

REF

Autographa californica MNPV
(Ayres et al., 1994)
Choristoneura fumiferana MNPV
(Lauzon et al., 2005)
Choristoneura fumiferana

(de Jong et al., 2005)

DEF NPV

Rachiplusia ou MNPV
(Harrison y Bonning, 2003)
Bombyx mori NPV

(Gomi et al., 1999)

Epiphyas postvittana NPV
(Hyink et al., 2002)

Orgyia pseudotsugata MNPV
(Ahrens et al., 1997)
Adoxophyes honmai NPV
(Nakai et al., 2003)

Agrotis segetum MNPV
(Jakubowska et al., 2006)
Chrysodeixis chalcites

(van Oers et al., 2005)
Helicoverpa armigera NPV (G4)
(Chen et al., 2001)
Helicoverpa armigera NPV (C1)
(Zhang et al., 2005)
Helicoverpa zea SNPV

(Chen et al., 2002)

Mamestra configurata NPV (A)
(Li et al., 2002a; Li et al., 2005a)
Mamestra configurata NPV (B)
(Li et al., 2002b)

Lymantria dispar MNPV
(Kuzio et al., 1999)
Spodoptera exigua MNPV

(WF et al., 1999)

Spodoptera litura NPV

(Pang et al., 2001)
Trichoplusia ni SNPV

(Willis et al., 2005)
Cryptophlebia leucotreta GV
(Lange y Jehle, 2003)

Cydia pomonella GV

(Luque et al., 2001)
Phthorimea operculella GV
Plutella xylostella GV
(Hashimoto et al., 2000)
Adoxophyes orana GV
(Wormleaton et al., 2003)
Xestia c-nigrum GV
(Hayakawa et al., 1999)
Agrotis segetum GV
Neodiprion lecontei NPV
(Lauzon et al., 2004)
Neodiprion sertifer NPV
(Garcia-Maruniak et al., 2004)
Culex nigripalpus NPV
(Afonso et al., 2001)

AB?
AcMNPV
CfMNPV

CfDEFNPV

RoMNPV
BmNPV
EppoNPV
OpMNPV
AdhoNPV
AgseNPV
ChChNPV
HearNPV (G4)
HearNPV (C1)
HzSNPV
MacoNPV (A)
MacoNPV (B)
LdMNPV
SeMNPV
SpItNPV
TnSNPV
CrleGV
CpGV

PhopGV
PIxyGV

AdorGV
XecnGV

AgseGV
NeleNPV

NeseNPV

CuniNPV

No. DE ORFs°
155
145

149

146
143
136
152
125
153
151
135
134
139
169
168
166
139
141
144
129
143

130
120

119
181

132
90

90

109

GENOMA (pb)
133,894
129,609

131,160

131,526
128,413
118,584
131,990
113,220
147,544
149,622
131,403
130,760
130,869
155,060
158,482
161,046
135,611
139,342
134,394
110,907
123,500

119,217
100,999

99,657
178,733

131,680
81,756

86,462

108,252

NA®
NC_001623
NC_004778

NC_005137

NC_004323
NC_001962
NC_003083
NC_001875
NC_004690
NC_007921
NC_007151
NC_002654
NC_003094
NC_003349
NC_003529
NC_004117
NC_001973
NC_002169
NC_003102
NC_007383
NC_005068
NC_002816

NC_004062
NC_002593

NC_005038
NC_002331

NC_005839
NC_005906

NC_005905

NC_003084

& AB, nombre abreviado del baculovirus.
b ORFs, se refiere al nimero de marcos de lectura abierta.
“NA, ntimero de acceso del NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Tomado de Jehle et al., 2006.



Figura 1. Arbol filogenético generado a partir del alineamiento de aminoécidos provenientes de 29 genes de los
genomas secuenciados de baculovirus. Tomado de Jehle et al., 2006.



1.2 Estructura genémica

La gran variabilidad en el tamafio del genoma de los baculovirus (82 a 180 kb) es causada
principalmente por el contenido y nimero de genes repetidos, en algunos casos, existen genes que
se repiten hasta 17 veces en un genoma, tales caracteristicas pueden ser causadas por la
incorporacion de genes provenientes de las células del insecto o de otros virus y que pueden
conferir ciertas ventajas a una especie (Hayakawa et al., 2000). Por otro lado, el genoma de los
baculovirus contiene un gran nimero de secuencias no-codificantes Illamadas regiones homologas
repetidas (hr, homologous regions) (Blissard y Rohrmann, 1990). En AcMNPV existen 9
secuencias hr denominadas hrl, hrla, hr2, hr3, hrda, hrdb, hr4dc y hr5 con una longitud que varia
de entre 150 a 800 pb y organizadas en modulos de aproximadamente 70 pb de longitud con un
palindrome imperfecto de 30 pb, el cual contiene un sitio de restriccién EcoRlI en el centro de cada
palindrome (Ayres et al., 1994; Rasmussen et al., 1996) (Figura 2). Las regiones de las secuencias
hr son altamente diversas; sin embargo, a pesar de que existe una relacion entre ellas en un mismo
genoma, éstas muestran una homologia muy limitada entre genomas virales tanto a nivel de
localizacion como en su secuencia. Por ejemplo, en el genoma de los GVs no existen secuencias
repetidas en tandem a pesar de que un palindrome imperfecto de 75 pb, se encuentra en 13 sitios
diferentes del genoma (Luque et al., 2001). Por otro lado, en la secuencia genémica del baculovirus
Trichoplusia ni NPV no se encontraron secuencias hr (Willis et al., 2005). Se ha sugerido que para
muchos baculovirus las secuencias hr parecen ser potenciadores o enhancers transcripcionales u
origenes de replicacion de ADN (Guarino y Summers, 1986a, b). Sin embargo, un estudio reciente
demostré que las secuencias hrl, hrla, hr2, hr3, hrda y hr4b no son necesarias para la replicacion
viral (Carstens y Wu, 2007).
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Figura 2. Secuencias hr encontradas en el genoma de AcMNPV. Las secuencias hr estan representadas por los
circulos con el nimero de repeticiones dentro de cada circulo.



1.3 Fenotipos y caracteristicas estructurales de los baculovirus

Los viriones de la familia Baculoviridae consisten de una o mas nucleocapsides (NCs) en forma de
baston o baciliforme, envueltas en una bicapa lipidica y con dimensiones de 30 a 60 nm de diametro
por 250 a 300 nm de largo (Blissard y Rohrmann, 1990). EI ADN del virus se encuentra asociado
con una proteina béasica de 69 kDa Ilamada P6.9, la cual contiene un gran nimero de residuos de
arginina (40%) y es similar a una histona (Tweeten et al., 1980; Miller et al., 1983a; Kelly y
Lescott, 1984; Wilson y Consigli, 1985b; Wilson, 1988). La proteina P6.9 esta codificada en el
genoma viral y se encuentra altamente conservada entre muchas especies de baculovirus (Slack y
Arif, 2007). La asociacion del ADN con P6.9, forma una estructura parecida a un nucleosoma y es
conocida como el centro o “core” de las NCs (Tweeten et al., 1980; Wilson y Consigli, 1985b, a).
Existe evidencia que sugiere que la proteina P6.9 participa en la condensacion o empaquetamiento
del ADN en la nucleocapside (NC). Ademas, se ha propuesto que durante la infeccion la proteina
P6.9 (asociada con el ADN en la NC) puede ser fosforilada causando una des-condensacion del
ADN empaquetado (Tweeten et al., 1980; Wilson y Consigli, 1985b, a). Experimentos in vitro han
demostrado que la fosforilacién de las NCs purificadas parece resultar en la liberacion del ADN
(Wilson y Consigli, 1985b).

La NC de los baculovirus esta constituida principalmente por una proteina de 39 kDa denominada
P39 0 VP39 (Pearson et al., 1988; Blissard et al., 1989; Thiem y Miller, 1989). Estudios realizados
mediante microscopia inmuno-electronica demostraron que P39 se distribuye a través de toda la NC
(Russell et al., 1991). Un patron similar se ha observado para la proteina P24, un componente
minoritario de las NC (Wolgamot et al., 1993). En contraste, P78/83, una fosfoproteina rica en
prolina, se asocia con los extremos terminales de las NCs (Possee et al., 1991; Vialard y
Richardson, 1993). Un modelo de la morfogénesis de las NCs propone que una vez que el ADN
viral es replicado, éste se asocia a P6.9 para formar el core, mientras que la NC es ensamblada de
forma independiente; posteriormente, el complejo de nucleoproteina (ADN y P6.9) entra en la NC a
través de un extremo para formar la NC madura (Slack y Arif, 2007). Existe una fosfoproteina
codificada por el genoma viral llamada PP31, la cual se une al ADN de forma no especifica y co-
localiza con el estroma virogénico, ademas de que se asocia con la matriz nuclear. Se ha sugerido
que PP31 juega un papel importante en el empaquetamiento o, alternativamente en la replicacion
y/o transcripcién viral (Guarino y Smith, 1990; Guarino et al., 1992).

Durante la infeccion viral en los insectos, los baculovirus producen dos fenotipos estructural y
funcionalmente distintos. El primer fenotipo es producido por los viriones envueltos derivados de
los OBs, (ODV, occlusion-derived virions) o también llamados viriones derivados de la polihedra
(PDV, polyhedra-derived virions) (Figura 3 y 4 para revision ver Slack y Arif, 2007). Para los
NPVs el ODV consiste de una Unica (S, single) o multiples (M, multiple) NCs y por tanto son



designados como single nucleopolyhedrovirus (SNPV) o mutiple nucleopolyhedrovirus (MNPV),
respectivamente (Herniou y Jehle, 2007). Es importante sefialar que la clasificacion S y M es
arbitraria y no tiene un soporte filogenético. Todas las especies de baculovirus producen un segundo
fenotipo durante el ciclo de infeccion y es denominado virion libre (BV, budded virion), el cual
brota 0 gema de las células de insecto infectadas (Slack y Arif, 2007). Aungque ambos fenotipos
presentan la misma NC, existen diferencias en la composicion de lipidos y proteinas de su
envoltura, ademas de tener distintos papeles durante el ciclo de infecciébn. EI ODV es
potencialmente infeccioso Unicamente en las células epiteliales del intestino y por tanto son
responsables de la transmision horizontal de insecto a insecto a través de los OBs (Figura 4). Por
otro lado, el BV es altamente infeccioso para todas las células del insecto y es responsable de la

transmision del virus de célula a célula in vivo asi como en cultivo celular (Slack y Arif, 2007).
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Figura 3. Virus derivados de los cuerpos de oclusion (ODV, occlusion-derived virions). En la parte superior se
muestran los tres principales fenotipos de los cuerpos de oclusién (OB, occlusion body) NPV polyhedron, SNPV
polyhedron y GV granulum. Los OBs de los nucleopolyhedrovirus (NPV) son mas grandes que los OBs de los
granulovirus (GV) debido a que contienen un gran nimero de virus derivados de los cuerpos de oclusion (ODV,
occlusion-derived virus). Los OBs de los GV tienen forma de capsula y contienen un solo virién. Los NPV se
subdividen en MNPV y SNPV (ver texto). La clasificacion (M) y (S) hacen referencia al nimero de nucleocapsides
(NCs) que son encontradas en cada virién. En la parte inferior se muestran los ODV de MNPV, SNPV y GV. Los ODV
se encuentran parcialmente disectados mientras que el ODV de GV se muestra parcialmente encapsulado. PE, proteina
de la envoltura. Modelos tomados de Slack y Arif, 2007.
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Figura 4. Virus derivados de los cuerpos de oclusion (ODV, occlusion-derived virions). La ilustracion de la
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lado derecho, se muestra la liberacion de las nucleocépsides dentro de las células del epitelio intestinal. Modelos

tomados de Slack y Arif, 2007.



Recientemente se determind la composicion de proteinas de los ODV (Braunagel et al., 2003). En
dicho estudio se describieron mas de 30 proteinas incluyendo aquellas necesarias para la replicacion
del ADN; ADN polimerasa, lefl, lef3, helicasa asi como el factor de transcripcion temprano, IE-1;
proteinas de la capside como p39, p78/83, p43, PCNA, FP25, VIf-1, p6.9, p24, entre otras; asi como
proteinas de la envoltura de los ODV, tales como p74, 6p4l y p96/vp91 (para revision ver Slack y
Arif, 2007) (Braunagel et al., 2003). Aparentemente, las proteinas forman parte de un sistema de
optimizacion de la infeccion primaria, ya que estas se encuentran disponibles dentro de los ODV
para comenzar la fase de replicacion viral, inmediatamente después de la entrada del virus en las
celulas epiteliales del intestino (Braunagel et al., 2003).

El perfil de proteinas observado mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
muestra un contenido proteico mas complejo para los BV que para los ODV, dicha caracteristica es
debida a las proteinas obtenidas durante el proceso de gemacion y en su mayoria por proteinas
codificadas por el genoma viral (Figura 5). A pesar de que la composicién de proteinas en ambos
fenotipos no esta completamente caracterizada, la proteina mas abundante en la superficie de los
BV, es una glicoproteina de 64 kDa denominada Gp64, la cual no se presenta en los ODV
(Hohmann y Faulkner, 1983; Volkman, 1986; Blissard y Rohrmann, 1989). La proteina Gp64 se
encuentra en el citoplasma durante las primeras horas de infeccion (24-26 h); posteriormente, esta
se re-localiza de forma muy abundante en la membrana plasmatica de las células infectadas y
finalmente es adquirida por los BV durante el proceso de gemacion (Volkman et al., 1984; Blissard
y Rohrmann, 1989). Gp64 se encuentra fosforilada y glicosilada, ademas de estar estabilizada por
puentes disulfuro (Jarvis y Garcia, 1994). En AcMNPV, Gp64 contiene 511 aminoacidos, de los
cuales las posiciones 17 al 20 en el extremo amino-terminal, son altamente hidrofébicos y
probablemente funcionen como péptido sefial, para la insercion de la proteina en la membrana
plasmatica (Volkman y Goldsmith, 1984; Jarvis y Garcia, 1994). El dominio hidrofébico localizado
en el extremo carboxi-terminal, permite el anclaje de la proteina en la membrana plasmética de la
célula infectada, y en la envoltura de los BV (Volkman, 1986; Jarvis y Garcia, 1994). Los extremos
amino- y caboxilo-terminales, son muy conservados en secuencia de aminoacidos (40-59 %); sin
embargo, la naturaleza hidrofobica de estas dos regiones se mantiene conservada, mostrando con
ello la importancia funcional de ambos extremos (Jarvis y Garcia, 1994). En la membrana
plasmatica asi como en los BV, Gp64 se asocia en forma de trimeros (Jarvis y Garcia, 1994). Por
otro lado, estudios de neutralizacion in vitro utilizando anticuerpos dirigidos contra Gp64, bloquean
la infeccion de los BV en células de insecto (Hohmann y Faulkner, 1983; Volkman et al., 1984;
Jarvis y Garcia, 1994). Mas aun, se ha demostrado que Gp64 es indispensable para el evento de
fusion entre los BV y la membrana plasmaética de las células de insecto, ademas, Gp64 permite la

liberacion de las NCs del compartimiento del endosoma (Volkman y Goldsmith, 1985).



La matriz cristalina de los OBs o polihedra esta formada por una proteina viral de 29 kDa
denominada polihedrina (Figura 3 y 6) (Rohrmann, 1986; Slack y Arif, 2007). Sin lugar a dudas, la
polihedrina es una de las proteinas del baculovirus mas estudiadas debido a que se expresa en
grandes cantidades (mas del 18 % del total de la proteina celular) durante el ciclo de infeccion viral
(Quant et al., 1984). La polihedrina es el principal componente de la matriz de los OBs y su funcion
es la de estabilizar a los viriones en el ambiente, ya sea protegiendo el ADN viral de la luz
ultravioleta (UV) y/o protegiendo los componentes estructurales de los ODV (Figura 3y 6) (Slack y
Arif, 2007). Por otro lado, la polihedrina se encuentra muy conservada en distintas especies de
baculovirus con mas del 80% de similitud entre diferentes NPVs de lepidoptera, méas del 50% de
similitud entre NPVs de lepidoptera y GVs, y aproximadamente un 40% de similitud entre

polihedrinas de hymenoptera y polihedrinas de NPVs y GVs de lepidoptera (Rohrmann, 1986).
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Figura 5. Fenotipo del virion libre (BV, budded virions). La figura de la izquierda muestra la diseccion de la
estructura del BV. EI ADN genémico se expande de la NC para enfatizar su asociacion con la proteina P6.9. Ademas,
se muestran las proteinas principales de la envoltura (EFPs, envelope fusion proteins) que participan en la fusion con la
membrana plasmatica de las células del insecto (proteinas Gp64 y F). Del lado derecho abajo se muestra el proceso de
brote 0 gemacion de los BV de una célula de insecto infectada (BV budding). Ademas del lado derecho arriba, se
muestra el proceso de endocitosis y la fusién mediada por las EFPs asi como la liberacion de las nucleocépsides
(entering nucleocapsid). Modelo tomado de Slack and Arif, 2007.
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Figura 6. Curso temporal de la infeccion de AcCMNPV y formacién de los cuerpos de oclusion (OBs, occlusion
bodies). En la figura se describen las distintas fases de infeccion incluyendo la produccién de los viriones libres (BV,
budden virions) a la produccién de los virus derivados de los cuerpos de oclusién (ODV, Occlusion-derived virions). El
estroma virogeénico (sitio de replicacion del ADN viral) se genera a las 6 horas post-infeccion (hpi). Posteriormente, a
las 12 hpi, los BV comienzan a liberarse de la célula infectada. Entre las 20 y 24 hpi., comienzan a formarse los ODV y
son concomitantemente ocluidos para forma los OBs. Finalmente, a las 48 hpi., los OBs son liberados de la célula
infectada. Modelo tomado de Slack and Arif, 2007.



A pesar de que la polihedrina es el componente mayoritario de los OBs, existen otras proteinas que
pueden estar involucradas con la formacién de su estructura. La proteina vial de 10 kDa Ilamada
P10, se sobre-expresa en la fase tardia de infeccidn y se ha sugerido que participa en la formacion
de los OBs (Kuzio et al., 1984; Leisy et al., 1986; Quant-Russell et al., 1987; Vlak et al., 1988). El
analisis mediante microscopia inmuno-electrénica y de inmuno-fluorescencia, han mostrado que
P10 se distribuye en forma de fibras entre el nucleo (asociadas a los OBs) y el citoplasma de las
células infectadas (Dong et al., 2005; Carpentier et al., 2008). Mas aun, P10 co-localiza con los
microtubulos celulares sugiriendo que dicha asociacion puede ser critica para la lisis celular
(Patmanidi et al., 2003; Dong et al., 2005; Carpentier et al., 2008).

El analisis por microscopia electronica ha mostrado que existe una capa semejante a una membrana
rodeando a los OBs, cuya funcion es la de mantener la integridad de éstos durante su liberacion al
medio ambiente (van Lent et al., 1990). Por otro lado, se ha observado que la envoltura de los OBs
permanece intacta después de la disolucion de los éstos in vitro, mientras que los viriones
permanecen atrapados dentro de la estructura colapsada (Whitt y Manning, 1988). En la superficie
de los OBs existe una proteina de 36 kDa (en AcCMNPV) llamada proteina de la envoltura de la
polihedra (PEP, polyhedral envelope protein) (Whitt y Manning, 1988; Gombart et al., 1989;
Russell y Rohrmann, 1990; van Lent et al., 1990). Originalmente se determind que la envoltura de
la polihedra de Heliothus virescens NPV esta compuesta por mas del 90% de carbohidratos; sin
embargo, la PEP parece ser el componente mayoritario de la envoltura en los OBs (Gombart et al.,
1989). Mas aun, se ha observado que la disolucion de los OBs de ACMNPV requiere de un
ambiente reductor para la liberacion de la PEP, sugiriendo que la proteina se encuentra estabilizada
mediante enlaces tiol formados con los carbohidratos (Gross et al., 1994). En resumen, durante la
propagacion de los baculovirus en los insectos, participan de forma importante los dos fenotipos
ODV y BV, por un lado el ODV se disemina en el medio ambiente protegido por medio de los OBs,
mientras que el BV participa en la infeccion y diseminacion del virus dentro de un mismo

organismo, los detalles de la infeccion serdn discutidos méas adelante.

1.4 Programa temporal de transcripcion

La expresion génica de los baculovirus se encuentra regulada a nivel transcripcional y puede ser
separada de manera general en tres fases: temprana, tardia y muy tardia (Friesen y Miller, 1986;
Guarino y Summers, 1986a; Vanarsdall et al., 2007). Durante la fase temprana, en las primeras 3
horas post-infeccion (hpi) la ARN polimerasa Il del hospedero reconoce y transcribe promotores
con secuencias consenso similares a las del hospedero (e.g.,TATA) (Blissard y Rohrmann, 1991,
Dickson y Friesen, 1991; Blissard et al., 1992; Guarino y Smith, 1992; Pullen y Friesen, 1995b).

Otro elemento regulador que actua cis, es el motivo de inicio de la transcripcion CAGT el cual se ha



encontrado en muchos de los promotores tempranos de ACMNPV (Blissard et al., 1992; Pullen y
Friesen, 1995a). En algunos promotores, existen motivos no convencionales tales como CGTGC,
los cuales responden fuertemente a trans-activadores expresados por el baculovirus (Tomalski et
al., 1988; Lu y Carstens, 1993; Ohresser et al., 1994). Una caracteristica en comin de muchos virus
de ADN, es que los trans-activadores son sintetizados al inicio de la fase temprana para estimular la
expresion de los genes tempranos. En este sentido, en ACMNPYV existen cuatro trans-activadores
virales que acttan de forma importante durante de la fase temprana de transcripcion, estos incluyen
IE-0, IE-1, IE-2 y PE38 (Vanarsdall et al., 2007).

La siguiente fase de expresion puede ser separada en tardia y muy tardia, las cuales comprenden de
6 a 76 hpi. En la fase tardia de infeccion (6 a 12 hpi) se expresan genes conocidos como factores de
expresion tardia (lef, late expression factors), los cuales estan involucrados en la replicacion del
genoma viral y la produccion de BV (Lu y Miller, 1995; Rapp et al., 1998; Li et al., 1999). Un
elemento regulador cis es el motivo TAAG, presente en todos los promotores de genes tardios y
muy tardios de AcCMNPV (Vanarsdall et al., 2007). En la fase muy tardia del programa temporal de
transcripcion (18 a 76 hpi) también conocida como “fase de oclusion”, se expresan proteinas
asociadas con la formacion de los OBs y liberacion de los ODV durante la lisis celular (Vanarsdall
et al., 2007). En esta misma etapa, se sobre-expresan las proteinas no esenciales para la produccién
de los BV, incluidas la polihedrina (polh) y p10 (p10), las cuales participan en la produccion de los
OBs (Slack y Arif, 2007). Un estudio detallado utilizando la tecnologia de microarreglos, demostrd
que la transcripcion global de los genes de ACMNPV puede ser ordenada en cuatro grupos: grupo |
(iniciales tempranos, tempranos a maximos), grupo Il (iniciales tempranos, curso medio a maximo),
grupo Il (iniciales tempranos, tardios a maximos) y grupo IV (iniciales tardios) (ver Jiang et al.,
2006) (Jiang et al., 2006). En dicho estudio, la cinética de la expresion de genes correlaciono con la
infeccion viral, replicacion y efectos citopaticos de las células infectadas. Mas aun, se demostré que
algunos de los genes clave en la fase temprana inmediata son el trans-activador temprano pe38, el
regulador de la sintesis de ADN me53 y el gen temprano lef-3, con tiempos de expresién maxima a
las 2.4, 2.5y 2.9 hpi, respectivamente. Mas tarde, durante esta misma etapa, se expresa el gen ie-1
del factor de trascripcion temprano asi como los genes gp64 y DNApol (2.5 a 9.6 hpi).
Posteriormente, seguido de la replicacion del ADN, los promotores tardios son transcritos utilizando
una ARN polimerasa codificada en el genoma del baculovirus. Esta ARN polimerasa viral resistente
a o-amanitina, reconoce la secuencia consenso constituida por el pentanucledtido A/G/T TAAG,
encontrada en los promotores virales y cuyo inicio de la trascripcion comienza en el primero o
segundo nucledtido de dicha secuencia (Rohrmann, 1986; Rankin et al., 1988; Huh y Weaver,
1990). Recientemente, se purificé un complejo capaz de transcribir genes a partir de secuencias de
ADN con promotores tardios. Este complejo incluye los factores virales de expresion tardia, LEF-4,



-8, -9 y p74; ademaés los homologos de estos genes han sido identificados y secuenciados en
genomas de otros baculovirus (Guarino et al., 1998). LEF-8 contiene un dominio conservado en
otras ARN polimerasas y se sugiere que forma parte del sitio catalitico (Passarelli et al., 1994;
Titterington et al., 2003). No obstante, la proteina p74 no parece estar relacionada con proteinas
asociadas a la transcripcion, sino mas bien participa de forma importante en la infeccién primaria de
los ODV (Carstens et al., 1993). Algunos genes claves expresados durante la fase tardia de
expresion (48.7 a 52.9 hpi) incluyen la proteina de la capside vp39, vp80 y p24, ademas de los genes
muy tardios de la infeccion (49 a 53 hpi) incluyendo p10, orf-1629 y p74, los cuales forman parte
de la estructura final de los OBs y ademas participan en la lisis celular (Jiang et al., 2006; van Oers
y Vlak, 2007).

Un resumen detallado de la cinética y los tiempos de expresién maximos de los genes ACMNPV, en
células Sf21 de Spodoptera frugiperda son mostrados en:
http://www.nhri.org.tw/nhri_org/mm/jljuang/supplementary/AcCMNPV-Sf21/Table_SII.pdf; Jiang et
al., 2006.

Existe una gran cantidad de informacion concerniente al programa temporal de transcripcion de los
baculovirus; sin embargo, la funcion exacta de muchas de las proteinas virales esta parcialmente
caracterizada, por tanto, el estudio detallado de la funcién permitiria entender muchos aspectos de la
biologia molecular de este virus, incluidos los mecanismos de infeccion, el ensamblaje de las
particulas virales asi como la posible modificacion de estos virus como vectores de transferencia de

ADN en células de mamifero.

1.5 Ciclo de infeccion

De manera natural los OBs son encontrados sobre la superficie de las plantas que son ingeridas por
las larvas (Figura 7). Después de su ingestion, los OBs son desintegrados durante la exposicion al
ambiente alcalino (pH >10) en la parte media del intestino del insecto (Granados y Lawler, 1981).
De manera simultanea los ODV son liberados, pasan a través de la membrana peritrépica y se unen
a las microvellocidades de las células epiteliales (Slack y Arif, 2007). Las NCs son liberadas en el
citoplasma a través de un evento de fusion, en el cual la proteina p74 de la envoltura viral de los
ODV tiene un papel fundamental, a dicho proceso se le conoce como la “infeccion primaria”
(Horton y Burand, 1993). Las NCs migran hacia el nacleo mediante un mecanismo de transporte
dependiente de citoesqueleto y finalmente entran al ndcleo a través de los poros nucleares (Lanier y
Volkman, 1998; Xu et al., 2007). En contraste con otros virus con capsides esféricas, tales como el
virus del Herpes simplex y adenovirus (Ad), las NCs de los baculovirus se desensamblan dentro del
nucleo y posteriormente comienza la transcripcion de genes virales y la replicacion de su genoma

(Granados y Lawler, 1981). Cuando existe una cantidad suficiente de proteinas estructurales y el



ADN es replicado, las NCs son ensambladas y transportadas a través del poro nuclear y a lo largo
del citoesqueleto hacia la membrana plasmatica, es en este sitio donde toma su envoltura y junto
con ella la proteina Gp64 viral, la cual previamente se ha acumulado en la superficie de las células
infectadas (Blissard y Rohrmann, 1989) (Figura 7). Los BV salen de la célula infectada llevando en
su envoltura parte de la membrana plasmatica celular, la cual posteriormente es pérdida; sin
embargo, la proteina Gp64 permanece en su superficie y se sugiere que es indispensable en el
proceso de salida de los BV (Volkman, 1986; Blissard y Rohrmann, 1989; Markovic et al., 1998).
El fenotipo de los BV es el responsable de la diseminacion del virus dentro del insecto, dicho
proceso se conoce como “infeccion secundaria” (Slack y Arif, 2007) (Figura 7). Durante la
infeccion secundaria, los BV se fusionan con la membrana de las células de insecto y entran
mediante un evento de endocitosis mediado por un receptor hasta ahora no bien identificado
(Markovic et al., 1998; Zhou y Blissard, 2008). Seguido del evento de fusién y de la formaciéon del
endosoma, la acidificacion de este ultimo induce cambios conformacionales en la proteina Gp64, en
consecuencia se lleva a cabo un evento de fusion entre la membrana viral y la membrana del
endosoma con la concomitante liberacion de las NCs en el citoplasma (Blissard y Wenz, 1992;
Westenberg et al., 2007; Zhou y Blissard, 2008). Aunque, el mecanismo de entrada de los BV y
ODV es distinto, una vez que las NCs son liberadas en el citoplasma las etapas finales de infeccion
parecen ser similares (Slack y Arif, 2007).

La NCs producidas de novo en el ndcleo de la célula infectada pueden ser transportadas hacia la
superficie de la célula y con ello liberarse en forma de BV o en la fase tardia de la infeccion (fase de
oclusion) pueden ser envueltas en el nucleo para formar particulas de ODV, las cuales
posteriormente son embebidas para formar los OBs (Slack y Arif, 2007) (Figura 7). En la fase
terminal de la infeccion, los OBs se acumulan alcanzando concentraciones muy elevadas (mas de 1
g/L), contando con el 30 al 50% del total de la proteina del insecto (Russell y Rohrmann, 1990;
Slack y Arif, 2007). No obstante, el mecanismo preciso de la formacion de los OBs no esta del todo
descrito y se ha reportado que la polihedrina no es esencial para la infeccion y replicacion in vitro
de los BV, si no méas bien, su importancia radica en la formacion de los OBs, los cuales son
indispensables para la proteccion fisica y bioquimica de los viriones en el medio ambiente,

asegurando con ello su propagacion (Gombart et al., 1989; Russell y Rohrmann, 1990) (Figura 7).
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Figura 7. Ciclo de infeccion de los baculovirus. El insecto ingiere el follaje contaminado por los cuerpos de oclusion
(OBs, occlusion bodies) y éstos posteriormente se desintegran en la parte media del intestino del insecto debido al
ambiente alcalino (pH > 8). Los ODV liberados de los OBs pasan a través de la membrana peritropica y se unen a las
microvellocidades de las células epiteliales del intestino. Las nucleocapsides (NC, nucleocapsid) son liberadas en el
citoplasma a través de un evento de fusién mediado por la proteina P74 de la superficie de los ODV, a dicho mecanismo
se le conoce como INFECCION PRIMARIA. Después de la replicacion viral en el estroma virogénico (SV), los viones
libres (BV, budded virion) brotan o geman de la célula infectada al mismo tiempo que incorporan la proteina Gp64 en
su superficie. Los BV infectan células aledafias al sitio de infeccion y se distribuyen mediante la hemolinfa para infectar
al organismo completo, a este mecanismo se le conoce como INFECCION SECUNDARIA. Concomitantemente se
forman nuevos OBs los cuales contienen los ODV mediante un mecanismo de OCLUSION hasta ahora no bien
descrito, éstos OBs seran liberados al medio ambiente para infectar otro insecto asegurando con ello la propagacion del
insecto. Esquema tomado y modificado de King, L. A., y Possee, R. D. (1992) The Baculovirus Expression System. Ed.
Chapman and Hall. New York, pp 4-5.



La especificidad de infeccion de los baculovirus en los insectos depende del orden de estos Gltimos,
por lo tanto, algunos baculovirus infectan solo una especie de insecto y no otro. Debido a lo
anterior, la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (US Environmental Protection
Agency), ha sugerido fuertemente la utilizacion de algunas especies de baculovirus (e.g.,
Helicoverpa zea, Orgya pseudotsugata y Lymantria dispar) como pesticidas bioldgicos (Inceoglu et
al., 2006). Sin embargo, su uso se ha visto limitado principalmente por la lentitud con la cual
infectan a los insectos, contrario a la rapidez de los pesticidas quimicos convencionales (Miller et
al., 1983b; Carbonell et al., 1988; Maeda, 1989b; Zuidema et al., 1989). A pesar de ello,
actualmente existe un gran interées en el desarrollo de baculovirus recombinantes més eficientes para
ser utilizados como bio-insecticidas a nivel industrial (Inceoglu et al., 2006; Summers, 2006;
Ashour et al., 2007).

La mayor parte de la investigacion de baculovirus ha estado dirigida a estudiar el fenotipo de los
BV, una de las razones principales es la disponibilidad de lineas celulares (e.g., células Sf9, Sf21 de
Spodoptera frugiperda) lo cual permite la amplificacion del virus in vitro, mientras que los estudios
del fenotipo de los ODV requieren de bioensayos de alimentacion de insectos, ademas de equipo
especial para el mantenimiento de los animales. La estructura de los ODV es mas compleja que la
de los BV y las proteinas que interactdan con la matriz de los OBs hasta el momento no han sido
descritas. La oclusion (incorporacion de los ODV en los OBs, ver Figura 7) es un fendmeno unico,
por tanto la comprension del mecanismo podria tener importantes aplicaciones mas haya de la
biologia del baculovirus. En este sentido, Mori et al., 2007 incorporaron el factor de crecimiento de
fibroblastos 2 (FGF-2, fibroblast growth factor 2) en particulas de OBs generados por Bombix mori
cytoplasmic polyhedrosis virus (BmCPV). Las particulas de los OBs-FGF2 fueron capaces de
estimular la proliferacion in vitro de fibroblastos. Ademas, la respuesta de las células a los OBs-
FGF2 fueron bloqueadas por un inhibidor sintético de FGF2, sugiriendo que la accién de los OBs-
FGF2 se llevo a cabo a través del receptor para FGF en los fibroblastos (Mori et al., 2007). Estos
datos sugieren fuertemente la posibilidad de modificar baculovirus para incorporar vacunas,
enzimas o proteinas en general de uso farmacéutico. Méas aun, los OBs representan una forma de
conservacion ideal debido a las caracteristicas intrinsecas a la biologia del baculovirus. Por otro
lado, la liberacion de las enzimas, vacunas, etc., puede llevarse a cabo con el cambio de pH>8.
Estudios preliminares han demostrado que la forma de los OBs puede ser alterada de una manera
relativamente facil sin alterar sus propiedades. En este sentido, existe evidencia que demuestra la
incorporacion de proteinas completas sin alterar su estructura y funcion lo cual tiene aplicaciones
biotecnoldgicas (Luz-Madrigal A, Sampieri A, Orozco-Hoyuela G y Vaca L, datos no publicados)
(Figura 8).



Figura 8. Particulas recombinantes de polihedra. (A) Microscopia confocal de una particula recombinante de
polihedra obtenida a partir de células Sf9 co-infectadas con dos baculovirus, el primero contiene el gen de la polihedra
(ph) con una mutacion en el aminoacido 25 lo cual genera un cambio del aminoacido glicina a aspartico, el segundo
virus contiene el mismo gen ph con la misma mutacion pero ademas fusionado a la proteina verde fluorescente (GFP).
(B) Microscopia de barrido de la particula de polihedra mostrada en B. (C) Célula Sf9 infectada en la cual se observa el
cristal cubico. (D) Particulas de polihedra recombinante obtenidas a partir de células Sf9 co-infectadas con dos
baculovirus, el primero contiene el gen ph tipo silvestre y el segundo contiene el gen ph fusionada a la GFP (Luz-
Madrigal A, Sampieri A, Orozco-Hoyuela G y Vaca L, datos no publicados).

2. Baculovirus recombinantes como vectores de liberacion génica en células de mamifero

2.1 Transduccion in vitro de células de mamifero

Los baculovirus recombinantes han sido utilizados de manera tradicional como sistemas de sobre-
expresion de proteinas recombinantes en células de insecto [para revision ver (Hu, 2005)]. Los
primeros estudios de la interaccion de los baculovirus con células de mamifero fueron llevados a
cabo por Volkman y Goldsmith en 1983, quienes demostraron que los baculovirus particularmente
el fenotipo de los BV, eran capaces de internarse en células diferentes a las de insecto incluyendo
células de mamifero (Volkman y Goldsmith, 1983). Estudios posteriores confirmaron la entrada de
baculovirus recombinantes en células de mamifero, ademas de la expresion de un gen reportero en
niveles muy bajos, dirigido por el promotor del virus del sarcoma de Rous (RSV) (Carbonell et al.,

1985). En ambos estudios no se encontrd evidencia de replicacion de particulas virales en las



células de mamifero ni la expresion de genes virales (Volkman y Goldsmith, 1983; Carbonell et al.,
1985). No fue sino hasta 10 afios més tarde, cuando dos grupos independientes demostraron por
primera vez que los baculovirus no solo eran capaces de internarse, sino también de transducir
células de mamifero, tal como se demostré mediante la expresion del gen de la luciferasa dirigido
por el promotor temprano del citomegalovirus (IE-CMV) o la expresién del gen de la f-
galactosidasa, dirigido por el promotor del RSV (Hofmann et al., 1995; Boyce y Bucher, 1996). En
ambos estudios, se observo que los baculovirus fueron mas eficientes para transducir células de
origen hepético (>90 % de células positivas), mientras que en otras lineas celulares los niveles de
expresion fueron muy bajos e incluso indetectables. Tales resultados sugirieron que la falta de
expresion en algunas lineas celulares, no se debia a la entrada del baculovirus sino més bien a los
eventos subsecuentes a la entrada, ya que todas las lineas celulares utilizadas incorporaron
cantidades muy similares de particulas virales (Hofmann et al., 1995; Boyce y Bucher, 1996). Una
posible explicacién para los niveles bajos de expresion observados en algunas lineas celulares, era
la fuerza del promotor. Posteriormente, se demostrd que las células no transducidas por el
baculovirus que contenia el cassette con el promotor del CMV, podian ser eficientemente
transducidas por un baculovirus con un cassette de expresion del promotor fuerte CAG, un
promotor compuesto por el enhancer del promotor temprano del CMV (IE-CMV), el promotor de la
[-actina de pollo y la secuencia de poliadenilacion de la g-globina de conejo (Shoji et al., 1997).
Seguido de tales hallazgos, se ha incrementado en los Gltimos afios la cantidad de cultivos primarios
asi como lineas celulares de mamifero susceptibles de ser transducidas por baculovirus (Hu, 2005;
Kost et al., 2005). Los baculovirus recombinantes transducen eficientemente cultivos primarios de
condrocitos de rata sin afectar su estado de diferenciacion (Ho et al., 2004). Por otro lado, cultivos
primarios de rifion de raton son también transducidos por baculovirus manteniendo la expresion del
transgen por mas de 20 dias (Liang et al., 2004). Indudablemente, las células hepaticas representan
un blanco atractivo para transferir y expresar genes mediante baculovirus recombinantes con >90 %
de células positivas (Gao et al., 2007). Por otro lado, las lineas celulares de osteosarcoma han
demostrado ser altamente susceptibles de ser transducidas, sobrepasando incluso los niveles de
expresion obtenidos en células hepaticas (Song y Boyce, 2001; Clay et al., 2003; Song et al., 2003).
Mas aun, recientemente se ha demostrado la transduccion de células troncales del mesénquima (Ho
et al., 2005). Ademas, es posible utilizar vectores de baculovirus para liberar ARNs pequefios de
interferencia (RNAI) utilizando promotores como U6 (Nicholson et al., 2005). Un estudio demostro
que la liberacion de ARNs pequefios mediante un baculovirus, abatieron con el 95% de la expresion
del gen blanco in vitro y con el 85 % de la expresion en cerebro de rata in vivo (Ong et al., 2005).

Ademas de transducir células de mamifero, se ha demostrado que los baculovirus son capaces de

transducir un gran nimero de lineas celulares asi como embriones de pez cebra (Leisy et al., 2003;



Wagle y Jesuthasan, 2003). En este sentido, se ha demostrado la transduccion de lineas celulares de
eritroblastos de pollo tales como HD3 (Luz-Madrigal A y Rincon-Arano H, datos no publicados),
asi como cultivos primarios de embrién de pollo (25 a 34 % células positivas) y de pato (> 70 %
células positivas) de distintos tejidos (Ping et al., 2006; Song et al., 2006). Mas aun, los baculovirus
recombinantes son capaces de transducir células S2 de Drosophila melanogaster utilizando
promotores tales como el de hsp70, actina 5C o el promotor de metalotionina (MT) (Lee et al.,
2000; Cho et al., 2007; Kim et al., 2008).

Existe una gran variabilidad en la eficiencia de transduccion de las células de mamifero, en algunas
ocasiones se alcanzan porcentajes tan altos como el 95 % para las células de rifion de hamster,
BHK; mientras que las células de fibroblastos de embrion de raton, NIH-3T3; son pobremente
transducidas a menos del 10% (Cheng et al., 2004; Wang et al., 2005). Se ha sugerido que la
eficiencia de transduccion depende de la activacion de ciertos promotores exdgenos (e.g., CMV 'y
SV40) mediante una secuencia rio arriba del locus de la polihedrina (pu, polyhedrin upstream
activator sequence) y una region hr en AcCMNPV (Viswanathan et al., 2003). En este sentido,
ensayos de expresion transitoria en células Sf21 han demostrado que la secuencia hrly la secuencia
pu acttan de forma sinérgica aumentando la actividad transcripcional (>18,000 veces sobre la
activacion del promotor basal) del promotor minimo de CMV (CMVm) y del promotor de la

proteina de choque térmico (hsp70) de D. melanogaster (Lo et al., 2002; Venkaiah et al., 2004).

2.2 Transcripcion de genes virales en células de mamifero

A la fecha no existe evidencia que demuestre la replicacion de particulas de baculovirus en células
de mamifero; sin embargo, se ha documentado la transcripcion de ciertos genes virales
principalmente factores de transcripcion tempranos, mediante la accion de la ARN polimerasa Il de
eucariontes (Murges et al., 1997; Dai et al., 2004; Fujita et al., 2006). Murges et al., (1997) fueron
los primeros en demostrar la activacién de los promotores tempranos de iel y he65 en células rifién
de hamster, BHK-21 (Murges et al., 1997). En otro estudio se demostr6 que el factor de
transcripcion temprano IE-1 es activo en células de ovario de hamster, CHO, y en células de
fibroblastos de embrion de raton, NIH-3T3 (Dai et al., 2004). Posteriormente, se demostré la
expresion de los genes tempranos iel, ie0, p39, he65 y polh, en células HEK-293 transducidas con
el baculovirus Bombix mori NPV (Kenoutis et al., 2006). Mas recientemente, se demostrd la
transcripcion de varios genes de ACMNPYV entre ellos iel, ie0, p6.9, p38 y gp64 en células de
HeLal4 (Fujita et al., 2006). Por otro lado, la expresion transitoria del factor de transcripcion
temprano IE-1 en células Vero E6 activo significativamente los genes gp64, pe38, ie2, he65, pcna,
orfl6, orfl7 y orf25; mientras que la expresion transitoria de IE-2, activd unicamente los genes

pe38 y orfl7 (Liu et al., 2007). Interesantemente, la expresion transitoria de ambos factores (IE-1 e



IE-2) en las mismas células produjo un efecto sinérgico promoviendo la activacion de 59 de los 155

genes analizados del genoma de AcCMNPV (Liu et al., 2007). Un resumen de los genes de

baculovirus expresados en las células de mamifero es mostrado en la tabla 2.

Tabla 2. Transcripcién de genes virales en células de mamifero

GEN ORF DESCRIPCION REFERENCIA

ie0 ORF-141 Transactivador temprano (Fujita et al., 2006; Kenoutis et al.,
2006)

iel ORF-147 Transactivador temprano (Murges et al., 1997; Dai et al.,
2004; Fujita et al., 2006; Kenoutis
et al., 2006; Liu et al., 2007)

ie2 ORF-151 Transactivador temprano (Liu et al., 2007)

p39 ORF-89 Proteina de la nucleocépside (Kenoutis et al., 2006; Liu et al.,
2007)

polh ORF-8 Polihedrina (Kenoutis et al., 2006)

p6.9 ORF-100 Proteina de unién a DNA (Fujita et al., 2006)

gp64 ORF-128 Glicoproteina de la superficie del BV (Fujita et al., 2006; Liu et al.,
2007)

ptp ORF-1 Tirosina fosfatasa

odv-e56 ORF-148 Proteina de la superficie de los ODV

me53 ORF-139 Regulador de la sintesis de ADN (Fujita et al., 2006)

vp80 ORF-104 Proteina asociada a la capside

p35 ORF-135 Inhibidor de apoptosis

hisP ORF-33 Histidinol fosfatasa

lef-3 ORF-17 Factor de expresion tardia 3

pcna ORF-49 Antigeno nuclear de proliferacion celular

egt ORF-15 UDP-glucosil transferasa

orf1629 ORF-9 Proteina asociada a la capside viral Ac-vp78

tlp ORF-82 “Telokin like protein-20”

pkip ORF-24 Proteina que interactia con la proteina

lef-2 ORF-6 cinasa

p24 ORF-129 Factor de expresion tardia 2

lef6 ORF-28 Proteina de la capside viral (Liu et al., 2007)*

fgf ORF-32 Factor de expresion tardia 6

p35 ORF-135 Factor de crecimiento de fibroblastos

ctx ORF-3 Inhibidor de apoptosis

lefl ORF-14 “conotoxin-like peptide”

lefll ORF-11 Factor de expresion tardia 1

env-prot ORF-23 Factor de expresion tardia 11

v-ubi ORF-35 Proteina similar a la proteina de la

iap2 ORF-71 superficie

alk-exo ORF-133 Ubiquitina viral

Inhibidor de apoptosis
Exonucleasa alcalina

GENES DE FUNCION DESCONOCIDA

orf38, orf120, orf4, orf66, orfl49, otf102, orf92, orf75, orf78, pe38, orfl9, orfl3,
orf73, orfl08, orf140, orf91, orf152, orf45, orf117, odv-e26, orfl42, orf9l, 94k,

(Fujita et al., 2006)

orfl7, orfl6, orf25, orfl3, orf21, Ac-p40, orf48, orf74, orf45, hcf-1, orfl18, orfl2,
bro, orf120, orf47, orf78, orfl17, orfl52, orf4, orf20, orf603, orfll, orf38, p43,
orf56, orf63, orf68, orfal, orfl08, orfl14, 94k, orf140.

(Liu et al., 2007)*

he65

(Murges et al., 1997; Fujita et al.,
2006; Kenoutis et al., 2006)

% La expresion de los genes de baculovirus se indujo mediante la sintesis de los transactivadores tempranos IE1 e IE2 en
las células de mamifero.




2.3 Importancia de la proteina Gp64 en la transduccion mediada por baculovirus

Se ha demostrado que la proteina Gp64 de la superficie de los BV, es esencial para la entrada en
células tanto de insecto como de mamifero (Wickham et al., 1990; Tani et al., 2001; Liang et al.,
2005). La proteina Gp64 permite la entrada de los BV mediante un evento de endocitosis mediado
por un receptor hasta el momento no descrito, ademas facilita la liberacion de las NCs del
compartimiento del endosoma (Blissard y Wenz, 1992; Hofmann y Strauss, 1998; Markovic et al.,
1998). Anticuerpos monoclonales contra Gp64 bloquean la transduccién de baculovirus en células
de mamifero (Tani et al., 2001). Ademas, la sobre-expresion de Gp64 mediante una copia adicional
del gen, aumenta de 10 a 100 veces mas su capacidad de transduccion en células de distintos tejidos
(Tani et al., 2001). Por otro lado, mutantes de Gp64 son incapaces de transducir células (Abe et al.,
2005). Finalmente, la incorporacion Gp64 de AcCMNPV en el baculovirus Helicoverpa armigera
(HaSNPV), un baculovirus que normalmente no transduce células de mamifero, permitié que
HaSNPV transdujera células con una eficiencia semejante a la de ACMNPV (Liang et al., 2005). En
resumen, estos datos sugieren que la proteina GP64 es indispensable para la infeccion de células de

insecto y es determinante en la union y transduccion de células de mamifero.

2.4 Moléculas que permiten la internalizacion de los baculovirus en las células de mamifero

La importancia de la proteina Gp64 para la entrada de los BV esta bien documentada; sin embargo,
se desconoce aun la naturaleza del receptor tanto en la superficie de las células de insecto como de
mamifero (Kukkonen et al., 2003). Se ha sugerido la existencia de un receptor especifico el cual
permite la interaccién y la entrada del virus, esta idea surge a partir de las grandes diferencias en la
eficiencia de transduccion en células de distintos tejidos (Hofmann et al., 1995; Boyce y Bucher,
1996). Por ejemplo, la linea celular de hepatoma de rata H35 no es permisiva [<2% de células
positivas a 1000 multiplicidades de infeccion (MOI)] mientras que las lineas celulares de hepatoma
humano HepG2 y Huh7, son susceptibles a ser transducidas (>75% de células positivas a 100 MOI)
(Hofmann et al., 1995; Boyce y Bucher, 1996). Estos resultados pueden reflejar diferentes niveles
de expresidn del receptor; no obstante, esta idea no ha sido demostrada. Inicialmente, se sugirio que
la glicoproteina sialica (asialoglycoprotein) era el posible receptor; no obstante, se demostrd que la
sobre-expresion de dicha proteina en una linea celular no permisiva, no logré un aumento en la
eficiencia de transduccion (van Loo et al., 2001). En este sentido, Van Loo et al.,, (2001)
demostraron que la linea celular de epitelio de rifién de cerdo, Pk1, la cual no expresa la proteina
sialica, es susceptible de ser transducida con alta eficiencia mediante baculovirus recombinantes,
por lo tanto la proteina sialica no es el receptor determinante (van Loo et al., 2001). Por otro lado,
se ha demostrado que las interacciones electrostaticas juegan un papel importante en la union del

virus con las células de mamifero. Duisit et al., (1999) demostraron que la incubacion de células



293 con polibreno, un compuesto cationico que neutraliza las cargas negativas en la membrana
celular, resulté en una inhibicidn de la unién del virus (Duisit et al., 1999). En el mismo estudio, se
sugirié que el heparan sulfato puede actuar como una molécula importante, ya que la remocién del
heparan sulfato mediante heparanasa | o Ill, disminuyo en un ~50% la eficiencia de transduccion
(Duisit et al., 1999). De manera paralela al heparan sulfato, se ha sugerido que los fosfolipidos en la
membrana celular son importantes para la union de Gp64, facilitando la entrada del virus en las
células de mamifero (Tani et al., 2001).

La deplecién del Ca®* mediante el pre-tratamiento con EGTA, demostré que los complejos de
uniones para-celulares (paracellular juntions), representan una barrera importante para la entrada del
virus en cultivos primarios de hepatocitos (Bilello et al., 2003). A pesar de las grandes
discordancias en la identificacion del receptor, existe una gran cantidad de evidencias que sugieren
que los BV entran a las células mediante un evento de endocitosis (Matilainen et al., 2005; Long et
al., 2006). En este sentido, Matilainen et al., (2005) demostraron mediante microscopia electronica
y confocal, que los baculovirus se internalizan en células HepG2 mediante endocitosis mediada por
clatrinas (Matilainen et al., 2005). Sin embargo, la unién de los baculovirus a pozas cubiertas de
clatrinas (clathrin-coated pits) es un fendmeno poco frecuente, y por tanto puede existir un proceso
distinto (e.g., macropinositosis) de entrada. Posteriormente, Long et al., (2006) demostraron que la
entrada de los BV tanto en celulas de insecto como de mamifero, se lleva a cabo a través de la
formacion de pozas cubiertas de clatrinas y se sugirié que la caveola de alguna manera estaba
involucrada en dicho proceso, ya que la genisteina, un inhibidor de la endocitosis mediada por
caveolas, produjo un aumento en la eficiencia de transduccion en células BHK-21 (Long et al.,
2006). Recientemente, se ha demostrado que el marcaje de particulas virales, principalmente la NC
o proteinas de la envoltura, utilizando proteinas fluorescentes, permite analizar in vivo la entrada y
el trafico sub-celular en las células (Toivola et al., 2002; Riikonen et al., 2005). En este sentido,
baculovirus recombinantes que contienen una segunda copia de Gp64 fusionada a la proteina verde
fluorescente (GFP), pueden ser localizados tanto en la superficie como en el citoplasma de las
células susceptibles de ser transducidas (Figura 9, Camacho-Zarco AR, Luz-Madrigal A y Vaca L,
datos no publicados). La eficiencia de transduccion no depende exclusivamente de la union del
virus a las células blanco, ya que los baculovirus se unen eficientemente a las células NIH-3T3, las
cuales son poco susceptibles a la transduccion (Stanbridge et al., 2003). En resumen, los BV entran
en las células de mamifero a través de la fusion de la proteina Gp64 de la superficie de los BV y
mediante un receptor (ain no descrito) en la membrana de las células de mamifero. Posteriormente,
se lleva a cabo un evento de endocitosis y la formacion de pozas cubiertas de clatrinas. No obstante,
existe evidencia que sugiere que la union y entrada del virus no necesariamente representan la

limitante para la transduccién (i.e., expresion del transgen) de las células, ya que en algunas lineas



celulares (e.g., A549, CHO, NIH-373 y CV-1) los BV se unen y entran de forma eficiente, lo cual

sugiere que la restriccion se lleva a cabo en un evento subsecuente (Boyce y Bucher, 1996;
Stanbridge et al., 2003; Cheng et al., 2004).

Hela

CHO

Figura 9. Microscopia confocal de particulas de BV que contienen GFP fusionada a GP64 (BacGp64-GFP). (A)
Células HeLa y CHO incubadas durante 2 h con 200 multiplicidades de infeccion (MOI) del baculovirus BacGp64-GFP
(en verde). Las flechas indican los virus en la membrana plasmatica y algunos otros dentro de la célula (puntas de
flecha) que co-localizan (puntos amarillos) con el marcador de reticulo brefeldina (en rojo). (B) Células CHO incubadas

durante 30 min con 500 MOI del baculovirus BacGp64-GFP (en verde). Camacho-Zarco A, Luz-Madrigal Ay Vaca L,
datos no publicados.




2.5 Escape del endosoma y tréafico sub-celular

Después de la union a la superficie de las células de mamifero, los BV son introducidos a través de
un endosoma, la acidificacion (pH<5) induce cambios conformacionales en la proteina Gp64 lo cual
induce su fusion con la membrana del endosoma, permitiendo el escape y liberacidon de las NCs en
el citoplasma (Kukkonen et al., 2003). La importancia del escape del endosoma fue descrito por
primera vez, mediante el tratamiento con cloroquina, que inhibe la maduracién del endosoma y
subsecuentemente la transduccidén mediada por baculovirus (Hofmann et al., 1995; Boyce y Bucher,
1996). Mas tarde, la importancia del escape del endosoma fue confirmada tratando células HepG2
con monensina, la cual bloquea la acidificacion del endosoma atrapando con ello las NCs
(Kukkonen et al., 2003). Por tanto, se ha propuesto que el escape del endosoma es una etapa
limitante en la transduccion de algunas lineas celulares de mamifero (Boyce y Bucher, 1996;
Barsoum et al., 1997). No obstante, el trafico sub-celular o el transporte de las NCs al nucleo,
representan una barrera importante en la transduccion (Kukkonen et al., 2003). Por ejemplo, en
algunas células no permisivas a la transduccion mediada por baculovirus (e.g., EAHY, MG63 y
NHO), éste es internalizado y se localiza en los endosomas a los 30 minutos post-transduccion y
posteriormente escapa de los endosomas a las 4 horas post-tranduccion (hpt); sin embargo, las NCs
no llegan al nucleo de forma eficiente incluso en altas MOI (Kukkonen et al., 2003). En contraste,
los baculovirus son capaces de entrar en células HepG2 (las cuales son altamente permisivas a la
transduccion mediada por baculovirus), escapan del endosoma y llegan al ndcleo después de 4 hpt
(Kukkonen et al., 2003). Mas aun, la liberacion directa de las NCs en el citoplasma, no afecta su
translocacion al nucleo, demostrando de esta manera que el escape del endosoma, no
necesariamente representa una etapa critica durante la transduccion (Kukkonen et al., 2003;
Salminen et al., 2005). Las NCs son transportadas en diferentes compartimentos sub-celulares en
distintas células (Abe et al., 2005). En células 293T, las NCs llegan al nlcleo en donde el transgen
es expresado de forma eficiente, una vez que las particulas virales son desensambladas
correctamente en el nicleo (Abe et al., 2005). Resultados similares han sido observados en la linea
celular de glioma de rata, C6 (Luz-Madrigal A y Vaca L, datos no publicados). Sin embargo, en la
linea celular no permisiva a la transduccion RAW?264.7, una linea celular murina de macrofagos, las
NCs parecen estar atrapadas en la ruta fagocitica y el ADN viral es degrado, y transportado
mediante compartimentos intracelulares que expresan el receptor TLR9 (toll-like receptor-9) (Abe
et al., 2005).

Una vez liberadas las NCs en el citoplasma, éstas inducen la formacién de microfilamentos de
actina lo cual facilita el transporte de las éstas al nucleo, un mecanismo utilizado por muchos otros
virus (para revision ver Campbell y Hope; 2005). La citocalasina D (Cytochalasin D), un agente que

causa la des-polimerizacion reversible de los filamentos de actina, inhibe fuertemente la expresion



del transgen; sin embargo, dicho compuesto no previene la union, la entrada del virus, asi como el
escape de las NCs de los endosomas (van Loo et al., 2001). Recientemente, fue demostrado en
células HepG2, que la desintegracion de los microtubulos mediante agentes que causan su des-
polimerizacion (e.g., Nocodazol y vinblastina), aumentaron significativamente el transporte nuclear
del virus con la subsiguiente expresion del transgen, sugiriendo que los microtubulos constituyen
una barrera importante del transporte hacia el nicleo (Salminen et al., 2005). Finalmente, la
proteina P39 (la proteina mas abundante de las NCs) asi como las NCs aparentemente completas
han sido observadas dentro del nucleo, sugiriendo que las NCs son transportadas a través de los
poros nucleares (van Loo et al., 2001). En resumen, los BV se unen a la membrana plasmética de
las células de mamifero a través de la proteina Gp64 de su superficie y un receptor aun no descrito
en las células. Los BV internalizan en la célula mediante endocitosis y pozas cubiertas de clatrinas,
consecutivamente la acidificacion del endosoma induce cambios conformacionales en la proteina
Gp64, la cual se fusiona con la membrana del endosoma y libera con ello las NCs en el citoplasma.
Las NCs son transportadas al nacleo mediante microfilamentos de actina y finalmente éstas son
translocadas al nucleo a través de los poros nucleares. Finalmente, las NCs son des-ensambladas en
el nacleo mediante un mecanismo hasta ahora no descrito, liberando con ello el ADN para la
expresion del transgen. Los mecanismos de entrada y trafico sub-celular de los BV en células de

mamifero se encuentran ilustrados en la figura 10.
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Figura 10. Mecanismos propuestos de entrada y tréfico sub-celular de los BV en células de mamifero. Modelo
modificado de Hu, Y.C. 2005.

Citoplasma



2.6 Efectos del promotor en la eficiencia de transduccion

A pesar de que varios promotores han sido utilizados en el contexto del genoma de baculovirus
(Tabla 3), solo Spenger et al., (2004) compararon sistematicamente los niveles de expresion
dirigidos por los promotores del virus de simio (SV40), CMV, RSV y el promotor de la ubiquitina
C humana (UbC), en células CHO, COS-1 y HEK?293. Los promotores de CMV y RSV fueron los
mas activos, seguido del promotor de ubiquitina C; mientras que, el promotor de SV40 fue el mas
débil de los cuatro promotores (Spenger et al., 2004). Mas aun, en dicho estudio la adicion de
tricostatina A (TSA), un inhibidor especifico de desacetilasas de histonas, provocd un aumento en la
expresion del trasuefie sugiriendo una asociacion del ADN viral con proteinas susceptibles a ser
acetiladas (Spenger et al., 2004).

El uso de promotores tejido-especificos fue primero demostrado por Li et al., 2005 quienes
utilizaron la secuencia de un promotor hibrido que consiste del enhancer del promotor del
citomegalovirus (CMV-IE), fusionado al promotor neuronal de la cadena f del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, platelet-derived growth factor) (Li et al., 2005b). Los
niveles de expresion en células neuronales fueron 100 veces mayores con el virus llevando
promotor hibrido, en comparacion con los niveles de expresion obtenidos con el promotor de PDGF
(Li et al., 2005b). Posteriormente, el mismo grupo demostré mediante la misma estrategia que la
secuencia del promotor hibrido CMV E/GFAP, el cual contenia el promotor de la proteina fibrilar
acida de la glia (GFAP, glial fibrillary acidic protein), mantuvo su especificidad de expresion en
astrocitos y ademas los niveles de expresion fueron 10 veces mayores que los niveles alcanzados
con el promotor de GFAP (Wang y Wang, 2006). Finalmente, al flanquear el cassette de expresion
con secuencias terminales invertidas repetidas (ITRs, inverted terminal repeats) provenientes del
virus adenoasociado (AAV, adeno-associated virus), se mantuvieron niveles altos de expresion in
vivo por méas de 90 dias en cerebro de rata, en contraste los niveles de expresion in vivo utilizando
los promotores del CMV-IE y de GFAP fueron practicamente indetectables (Wang y Wang, 2006).
Mas tarde, Wang et al., (2006) demostraron que la expresion de la cadena A de la toxina de difteria,
dirigida por el promotor hibrido del CMV E/GFAP, suprimié el desarrollo tumoral in vivo en un

modelo de glioma en rata (Wang et al., 2006).



Tabla 3. Promotores utilizados en vectores de expresion en baculovirus.

PROMOTOR REFERENCIA

Virus del sarcoma de Rous (RSV) (Boyce y Bucher, 1996)

CMV-IE (Hofmann et al., 1995; Sollerbrant et al., 2001)
SV40 (Spenger et al., 2004)

CAG (Shoji et al., 1997; Stanbridge et al., 2003)
Virus de hepatitis B (HBV) (Delaney y Isom, 1998)

o-fetoproteina humana (Park et al., 2001)

Ubiquitina C humana (UbC) (Spenger et al., 2004)

PROMOTORES TEJIDO-ESPECIFICOS
Hibrido de la cadena g del factor de crecimiento

derivado de plaquetas (PDGF/CMV-IE) (Li et al., 2004; Wang y Wang, 2005)
CMV E/GFAP (Wang et al., 2006; Wang y Wang, 2006)
Proteina fibrilar acidica de glia Luz-Madrigal A'y Vaca L (No publicado)
Receptor de VEGF (Flt-1) (Luz-Madrigal et al., 2007)

PROMOTORES UTILIZADOS EN CELULAS DIFERENTES A MAMIFERO
Proteina de choque térmico de Drosophila (hsp70) (Viswanathan et al., 2003)
Metalotionina (MT) (Viswanathan et al., 2003; Kim et al., 2008)

2.7 Modificacion de los baculovirus para aumentar su eficiencia de transduccion.

Se ha desarrollado un gran nimero de estrategias para desplegar proteinas o péptidos en la
superficie de baculovirus, dicha metodologia ha sido conocida como “baculovirus display”
(Grabherr et al., 2001; Oker-Blom et al., 2003; Makela y Oker-Blom, 2008). La modificacion de la
proteina Gp64 de manera adecuada resulta en una cambio del tropismo y un aumento en la
eficiencia de transduccion de los baculovirus (Makela y Oker-Blom, 2008). La estrategia consiste
en fusionar péptidos o proteinas al extremo 5’ terminal de la proteina Gp64 y bajo el promotor de
polihedrina o p10 (Oker-Blom et al., 2003). Durante la replicacion viral en las células de insecto, la
proteina de fusion es expresada como una segunda copia de Gp64 y translocada a la membrana
plasmatica de donde es adquirida por los BV durante el proceso de gemacion (ver ciclo de infeccién
de los baculovirus). El uso de esta estrategia fue utilizada por primera vez por Boublick et al.,
(1995), quienes incorporaron proteinas del virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1), lo
cual resultd en baculovirus modificados con la capacidad de unirse al receptor CD4 en las células T
(Boublik et al., 1995). Una estrategia similar fue aplicada para generar baculovirus que despliegan
avidina, causando un incremento de 5 veces en la eficiencia de transduccion en células de glioma de
rata BTAC y de 26 veces en células de musculo liso de aorta de conejo (RAASMC, rabbit aortic
smooth muscle cells) (Raty et al., 2004). Por otro lado, baculovirus que despliegan la proteina G del
virus de estomatitis vesicular (VSVG), mostraron un aumento de 10 a 100 veces mas eficiente para
transducir células HepG2 y células neuronales de rata (Barsoum et al., 1997). Mas aun, se demostrd
que los virus desplegando la proteina VSVG, adquieren un tropismo mas amplio al transducir lineas
celulares que previamente no eran susceptibles de ser transducidas (Barsoum et al., 1997). En dicho



estudio, se sugiri6 que el aumento en la eficiencia de transduccion fue un resultado del
mejoramiento del escape del endosoma, mas que de la entrada del virus (Barsoum et al., 1997).
Posteriormente, se demostrd la union especifica de baculovirus a células blanco mediante el
despliegue de anticuerpos de cadena Unica (scFv) (Mottershead et al., 2000). Méas recientemente,
Makela et al., (2006) demostraron que la incorporacion de los peptidos LyP-1, F3 y CGKRK en la
superficie de baculovirus, aumentaron de 2 a 5 veces la eficiencia de transduccion en células de
cancer de mama (MDA-MB-435) y en células de hepatoma humano (HepG2) (Makela et al., 2006).
Resumiendo, la insercidn de péptidos y/o proteinas en la superficie de los BV utilizando la proteina
Gp64, permite la modificacion del tropismo celular y el aumento en la eficiencia de transduccion.
Por tanto, esta estrategia puede ser aplicada para dirigir la transduccion mediante baculovirus

recombinantes hacia células blanco.

2.8 Transduccion in vivo mediante baculovirus recombinantes

Los baculovirus recombinantes también han sido utilizados para liberar genes para su expresion in
vivo. En este sentido, se ha demostrado la expresion de genes reporteros en la arteria carotida de
conejo; higado, cerebro, masculo esquelético y testiculos de ratdn; asi como en cerebro de rata
(Airenne et al., 2000; Sarkis et al., 2000; Huser et al., 2001; Pieroni et al., 2001; Lehtolainen et al.,
2002; Tani et al., 2003; Hoare et al., 2005; Wang y Wang, 2005). Sin embargo, su aplicacién in
vivo se ha visto limitada debido a la accion del sistema del complemento (Sandig et al., 1996;
Hofmann y Strauss, 1998; Hoare et al., 2005). La liberacion de BV de forma sistémica, intraportal e
inyeccion directa en el parénquima del higado, resultd en una expresion génica indetectable (Sandig
et al., 1996). Estos resultados, son debidos a la inactivacion de los baculovirus en la presencia del
suero, mas especificamente debido a la activacion de la via clasica del complemento (Hofmann y
Strauss, 1998). Hoare et al., (2005) demostraron que la inactivacion de los baculovirus se lleva a
cabo mediante la ruta clasica y alterna del complemento, ademas, sugirieron la existencia de
anticuerpos IgM con alta afinidad dirigidos contra baculovirus, los cuales pueden ser parcialmente
responsables de dicha inactivacion, aunque a la fecha no ha sido demostrado. Hoffman y Strauss
(1998), demostraron que el tratamiento del suero humano con un anticuerpo bloqueador contra el
componente del complemento 5(C5), aumento la estabilidad de los baculovirus (Hofmann y Strauss,
1998). Por otro lado, el inhibidor del complemento llamado receptor soluble del complemento tipo
1 (sCR1, soluble complement receptor type 1) protege a los baculovirus de la inactivacion por el
suero, mas aun la co-administracion de sCR1 junto con la liberacion intraportal de baculovirus,
permitié la expresion de un transgen en higado de raton (Hoare et al., 2005). La inactivacion de los
baculovirus en plasma humano puede ser prevenida mediante el tratamiento con el factor del

veneno de la cobra (CVF, cobra venom factor), un inhibidor del sistema del complemento



(Hofmann y Strauss, 1998). Sarkis et al., (2000) corroboraron que la inactivacion de los baculovirus
puede ser bloqueada mediante la inyeccion de CVF y con ello transducir in vivo astrocitos de
cerebro de ratones. Interesantemente, en el mismo estudio se observaron los mismos niveles de
expresion en animales sin el tratamiento de CVF, sugiriendo que los virus no fueron inactivados por
el sistema del complemento (Sarkis et al., 2000). Los resultados contradictorios, probablemente se
deben a las caracteristicas inmunoldgicas del cerebro o a las diferencias en las coordenadas, presion
o velocidad de inyeccion de las particulas virales (Sarkis et al., 2000).

El problema de la inactivacion por el complemento puede ser minimizado previniendo el contacto
de los baculovirus con los componentes de la sangre. Arienne et al., (2000), analizaron la
transduccion de células endoteliales in vivo administrando baculovirus recombinantes por medio de
una canula dirigida a la arteria carétida (Airenne et al., 2000). En ése mismo estudio, se demostro
que la eficiencia de transduccion fue muy similar a la eficiencia de transduccién obtenida por Ad y
ademas fue transitoria, alcanzdndose los niveles mas altos en una semana y desapareciendo en el dia
14 (Airenne et al., 2000). Otra estrategia para prevenir la inactivacion del virus por el sistema del
complemento fue demostrada por Huser et al., (2001), quienes generaron un baculovirus que
incorpora la proteina del factor acelerador de la degradacion (DAF, decay-accelerating factor) en su
superficie, dicha proteina bloquea el complemento en la etapa central de las rutas clésica y alterna.
El baculovirus con DAF en su superficie permitié un aumento substancial en la transduccion in
vivo, después de la inyeccion local en el parénquima del higado de ratas recién nacidas (Huser et al.,
2001). Por otro lado, baculovirus que contienen VSVG, produjeron un aumento en la eficiencia de
transduccion in vivo en muasculo esquelético (Pieroni et al., 2001). Méas aun, en el mismo estudio, la
expresion del transgen permanecio durante 178 dias en ratones DBA/2J y durante 35 dias en ratones
BALB/c y C57BL/6 (Pieroni et al., 2001). Finalmente, se demostro que baculovirus con la proteina
VSVG en su superficie, exhibieron una gran resistencia a la inactivacion por el suero y demas
fueron muy eficientes para transducir la corteza cerebral y testiculos de raton (Tani et al., 2003). En
resumen, el sistema del complemento representa una barrera importante para la aplicacién de
vectores de baculovirus para liberar genes in vivo; sin embargo, el uso de inhibidores del
complemento tales como sCR1, CVF o la incorporacién de las proteinas VSVG y DAF en la
superficie de los BV, pueden ser alternativas para contrarrestar el efecto causado por el

complemento.



3. Transferencia de material genético en sistema vascular

La transferencia de material genético en el sistema vascular (SV) puede ser una alternativa para el
tratamiento de numerosas enfermedades, tales como hipertension, inflamacion, enfermedades
cardiovasculares, ateroesclerosis y cancer (para revision ver (Nabel, 1995; Gibbons y Dzau, 1996;
Kullo et al., 1999). Actualmente, existen més de 100 protocolos clinicos de transferencia de
material genético en SV. Tales protocolos han sido aprobados por la Oficina de Actividades
Biotecnoldgicas (OBA, Office of Biotechnology Activities) y por el comité de consulta de ADN
recombinante (RAC, Recombinant DNA Advisory committe) de los Institutos Nacionales de Salud
(NIH, National Institutes of Health) de los Estados Unidos de Norteamérica. Algunos de los
protocolos clinicos se encuentran en fase clinica I/
(http://www4.0d.nih.gov/oba/rac/PROTOCOL.pdf).

El SV tiene ciertas caracteristicas que lo hacen atractivo para expresar o inhibir genes (Nabel, 1995;
Gibbons y Dzau, 1996; Kullo et al., 1999). Entre sus propiedades destacan una gran area superficial
y facil acceso para la administracion de vectores. La estructura del SV es relativamente simple y
consiste de tres capas principales; el endotelio, la media y la advencia (Nabel, 1995; Cines et al.,
1998). La arquitectura normal de los vasos sanguineos esta compuesta por tres tipos celulares; las
células endoteliales, células de muasculo liso y fibroblastos (Cines et al., 1998; Melo et al., 2004).
Maés aun, la transferencia génica puede ser dirigida hacia un lugar especifico o al SV completo.
Finalmente, el producto del transgen pueden ser secretado localmente, para llevar a cabo un efecto
autocrino-paracrino o puede ser liberado en el torrente sanguineo, para tener un efecto sistémico
(Nabel, 1995).

Se han descrito varios métodos para transferir material genético para su expresion en el SV. Dichos
sistemas pueden ser clasificados de manera general en sistemas virales y no virales. Los sistemas no
virales incluyen el ADN desnudo o en complejos con lipidos catidnicos, asi como complejos de
ADN-proteina; sin embargo, tales sistemas son poco eficientes para liberar ADN in vivo (Vermay
Weitzman, 2005).

Indudablemente, los virus han demostrado ser los vectores mas eficientes para transferir ADN en el
SV tanto in vitro como in vivo. Entre los virus mas utilizados estan los retrovirus, Ad, AAV y mas
recientemente lentivirus. Sin embargo, una caracteristica comun en todos los virus utilizados como
vectores en SV es que todos ellos son derivados de virus que normalmente infectan mamiferos, lo
cual limita su uso debido a la respuesta inmune pre-existente (Thomas et al., 2003; Verma y
Weitzman, 2005; White et al., 2007).

Existe un gran interés en el desarrollo de vectores virales con la capacidad de transferir y expresar
genes de forma especifica en el SV (para revision ver (Nicklin y Baker, 2003; Baker et al., 2005).

Tedricamente, esto puede llevarse a cabo de dos maneras, la primera; modificando el tropismo de la



particula viral y redirigiéndola a las células blanco (direccionamiento transduccional, transductional
targeting) y segunda; incorporando secuencias de ADN, tales como secuencias de regulacion
transcripcional tejido-especificas, para restringir la expresion génica en ciertos tipos celulares
(direccionamiento transcripcional, trascriptional gene targeting) (Nicklin et al., 2003; Papadakis et
al., 2004; Baker et al., 2005). El direccionamiento transduccional, ha sido poco exitoso debido a la
incapacidad de modificar el tropismo de algunos virus; sin embargo, la técnica de despliegue en
fagos (phage display), ha permitido identificar péptidos o secuencias que pueden ser incorporadas
en la superficie de algunos vectores virales (Nicklin et al., 2000; White et al., 2001; Work et al.,
2002). En este sentido, Nicklin et al., (2000) demostraron que la incorporacion del péptido
SYGYPLP en la superficie de Ad, redirigieron la transduccion de forma especifica hacia células
endoteliales de corddn umbilical de humano (HUVEC) (Nicklin et al., 2000). Resultados muy
similares fueron obtenidos en un estudio posterior del mismo grupo, en donde el péptido SYGYPLP
fue incorporado en la superficie de AAV serotipo 2 (Nicklin et al., 2001a). EI AAV modificado
(AAV-sig) promovié un aumento en los niveles de expresion en células HUVEC. Mas aun, la
eficiencia de transduccién mediada por AAV-sig, en células hepaticas y células de musculo liso,
fueron menores en comparacion con los niveles obtenidos con el AAV no modificado (Nicklin et
al., 2001a).

El uso de secuencias reguladoras de la transcripcion tales como promotores tejido-especificos, ha
dado los mejores resultados para restringir la expresion de un transgen en SV (Nicklin et al., 2001b;
Reynolds et al., 2001; Papadakis et al., 2004). Se han utilizado los promotores del factor de von
Willebrand (VWF) (Jahroudi y Lynch, 1994), de la molécula de adhesion celular vascular (VCAM-
1) (Neish et al., 1992), de la oxido nitrico sintetasa endotelial (eNOS) (Marsden et al., 1992), de la
tirosina cinasa con inmunoglobulinas y dominios homdlogos al factor de crecimiento epidermal
(TIE) (Korhonen et al., 1995), del receptor con dominios parecidos a cinasa (KDR) (Patterson et al.,
1995), de la molécula de adhesion intracelular 2 (ICAM-2) (Cowan et al., 1996) y del receptor para
el factor de crecimiento endotelial vascular tipo 1 (FIt-1) (Nicklin et al., 2001b; Reynolds et al.,
2001; Nicklin et al., 2003). Un estudio detallado de la actividad transcripcional de los promotores
especificos en SV fue llevado a cabo por Nicklin et al., (2001), en dicho estudio se demostré que
los promotores de Flt-1 e ICAM-2 dirigieron altos niveles de expresion en células endoteliales
(HUVEC vy en células endoteliales de vena safena (HSVEC), mientras que el promotor de VWF
dirigi6é bajos niveles de expresion en las mismas células. Mas aun, el analisis de la especificidad de
la expresion en células no endoteliales, demostré que el promotor de Flt-1 es el més eficiente y
especifico en SV (Nicklin et al., 2001b). En resumen, existen numerosas enfermedades relacionadas
con la disfuncion del endotelio vascular, por ello el SV representa un blanco atractivo para la

transferencia de material genético con fines tanto terapéuticos como de investigacion. Mas aun, el



uso de secuencias promotoras tejido-especificas (e.g., el promotor de FIt-1) aunado al
direccionamiento de los vectores virales hacia este tejido, representan dos estrategias importantes

para dirigir la expresion de un transgen en el SV.

4. Transferencia de material genético en sistema nervioso central

Existe un considerable interés en el tratamiento de enfermedades asociadas con el sistema nervioso
central (SNC) mediante la transferencia y expresion de genes con fines terapéuticos, [para revision
ver (Benitez y Segovia, 2003; Davidson y Breakefield, 2003; Deglon y Hantraye, 2005)]. Algunas
enfermedades importantes incluyen; el Alzheimer, Parkinson, Huntington asi como algunos tumores
(gliomas y neuroblastomas) (Deglon y Hantraye, 2005). El uso de vectores virales para transferir
material genético representa una estrategia para la investigacion tanto basica como aplicada. Los
virus mas utilizados en el SNC han sido los lentivirus, AAV, Ad e incluso virus del herpes simplex
(Davidson y Breakefield, 2003). Entre ellos destacan los Ads, éstos se unen al receptor CAR
(Coxsackie and Adenovirus Receptor) mediante la proteina de la fibra (llamada “knob”) y su
entrada es facilitada por la base del pentdn y la unién a integrinas ovfBs y Bs, encontradas en la
membrana de las células (Nemerow, 2000). Existen dos estrategias principales para dirigir la
entrada de particulas de Ads en células del SNC, la primera consiste en la modificacion de la
proteina de la fibra y la segunda, consiste en el uso de anticuerpos bi-especificos. Douglas et al.,
(1996) redirigieron particulas virales de Ads hacia lineas celulares tumorales derivadas de cerebro
(Krasnykh et al., 1996). El uso de promotores tejido-especificos también se ha demostrado en el
SNC (Klein et al., 1998; Glover et al., 2002; Benitez y Segovia, 2003). Se han utilizado los
promotores de la prolactina (PRL) (Southgate et al., 2000; Smith-Arica et al., 2001), de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) (Mellon et al., 1990; Kepa et al., 1996), de la enolasa
neuronal (NSE) (Andersen et al., 1992; Klein et al., 1998), de la proteina basica de mielina (MBP)
(Hashimoto et al., 1996; Miyao et al., 1997), de la telomerasa reversa transcriptasa (hnTERT) (Koga
et al., 2000; Komata et al., 2001), de la tirosina hidroxilasa (TH) (Cambi et al., 1989; Gandelman et
al., 1990; Fung et al., 1992), de la dopamina B-hidroxilasa (DBH) (Lamouroux et al., 1993; Hwang
et al., 2001), de las células de Purkinje (pcp-2) (Nordquist et al., 1988; Hashimoto et al., 1996), de
la hormona de crecimiento (GH) (Lefevre et al., 1987; Lee et al., 1999), de la preproencefalina
(PPE) (Kaplitt et al., 1994), de la sinapsina I (synl) (Howland et al., 1991; Hoesche et al., 1993,
Ralph et al., 2000; Kugler et al., 2001; Glover et al., 2002), de la fosfoglicerato cinasa (PGK) (Corti
et al., 1999a; Corti et al., 1999b) y de la proteina fibrilar acida de la glia (GFAP) (Trejo et al., 1999;
Wang et al., 2006; Wang y Wang, 2006).

La lista de promotores tejido-especificos utilizados en el SNC es bastante larga; sin embargo, el

objetivo esencial de esta estrategia es promover la expresion del transgen en un tipo celular



especifico. En este sentido, en la seleccion del promotor deberd tomarse en cuenta aquel que
conserve sus propiedades de transcripcion semejantes a las del gen enddgeno, esto permitiria que la
expresion del transgen se lleve a cabo no solamente en las células de interés, sino con los niveles
necesarios para que el transgen ejerza sus efectos terapéuticos incluso por largos periodos de
tiempo. Por otro lado, las secuencias promotoras deberan ser caracterizadas en el contexto del
genoma viral que se vaya a utilizar (e.g., Ad, AAV o lentivirus), de tal manera que sigan
manteniendo sus caracteristicas de actividad transcripcional y de regulacion de acuerdo al tejido o0 a
la progresion de la enfermedad (Benitez y Segovia, 2003).

Los astrocitos son las células gliales mas abundantes del SNC y juegan un papel crucial en la
sobrevivencia y funciones fisioldgicas de las neuronas (Bohn, 2004; Do Thi et al., 2004; Zhao et
al., 2004). En este sentido, se ha demostrado la importancia de utilizar los astrocitos como células
blanco para transferir genes para su expresion en enfermedades relacionadas con el SNC (Bohn,
2004; Do Thi et al., 2004; Zhao et al., 2004). Los factores neurotroficos secretados por los
astrocitos pueden actuar localmente o cerca de las neuronas y actuar de manera semejante a los
producidos en la periferia de la region de interés. Ademas, los factores tréficos pueden actuar de un
modo paracrino para promover la sobrevivencia de las neuronas, disminuir o detener el proceso de
degeneracion de los axones y probablemente estimular la regeneracion de éstos. Mas adn, la
transferencia génica en astrocitos con factores neurotroficos puede beneficiar las interacciones
celulares entre astrocitos y neuronas.

El promotor mas utilizado y mejor caracterizado para expresar genes en astrocitos, ha sido el
promotor del gen gfap que codifica para la proteina fibrilar acida de la glia (GFAP) (Su et al.,
2004). La proteina GFAP es encontrada en los filamentos intermedios y es expresada casi
exclusivamente en astrocitos (Eng y Ghirnikar, 1994). Estos hechos han sugerido el uso del
promotor de GFAP para dirigir una expresion tejido-especifica en astrocitos (Su et al., 2004).
Existen dos grupos principales de investigacion que han empleado el promotor de GFAP; el primero
del Dr. Mucke, ha analizado la expresion de transgenes dirigidos por el promotor de GFAP
derivado de raton y el segundo, el grupo del Dr. Brenner, el cual ha utilizado el promotor de GFAP
derivado de humano (Mucke et al., 1991; Brenner et al., 1994). Ambos grupos han obtenido
resultados similares y a la fecha existen més de 150 articulos, en los cuales se utiliza al promotor de
GFAP para dirigir la expresion de transgenes en astrocitos (Su et al., 2004). Algunas aplicaciones
incluyen; estudios funcionales in vivo de varios productos genicos, uso de astrocitos para la sintesis
de bio-moléculas activas y la generacion de modelos de enfermedades. Ademas de su especificidad
en la expresion, el promotor de GFAP dirige altos niveles de expresion llegando a expresar un
transgen a mas del 0.1 % del total de la proteina del cerebro (Smith et al., 1998).



Tomando en cuenta los antecedentes descritos anteriormente, el promotor del gen gfap puede ser
utilizado en distintos sistemas de transferencia genica y puede ser Util para obtener una expresion
tejido-especifica en el SNC. Mas aln, éste promotor puede ser utilizado para la sintesis y liberacion
de factores troficos, tales como neurotransmisores y factores de crecimiento asi como en el
tratamiento de gliomas.

En resumen, los virus han sido los mejores vectores de transferencia génica en células de mamifero
tanto in vitro como in vivo. Recientemente, se ha demostrado que los baculovirus recombinantes
derivados del baculovirus Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV)
pueden transferir material genético para su expresion en células de mamifero. ACMNPV infecta
exclusivamente insectos y es incapaz de replicarse en células de mamifero. Existe un gran interés en
el desarrollo de vectores virales con la capacidad de transferir y expresar genes en un tipo celular
especifico. Por otro lado, una de las principales estrategias para dirigir la expresion de un transgen
en un tipo celular especifico, ha sido la incorporacién de secuencias de ADN (e.g., promotores
tejido-especificos). Dicha estrategia puede ser relevante para la transferencia de material genético
de forma tejido-especifica en el SV y en el SNC.

A pesar de que esta bien documentado el uso de baculovirus recombinantes como vectores para
transferir genes tanto in vitro como in vivo en células de mamifero, el uso de estos virus como
vectores de expresion se encuentra en sus etapas iniciales de desarrollo. Por tanto, existe muy poca
informacion concerniente al uso de promotores tejido-especificos en el contexto del genoma del

baculovirus.



Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los virus recombinantes derivados de virus de mamiferos pueden transferir informacion genética
para su expresion en SV y SNC. Sin embargo, su aplicacién se encuentra limitada por la
citotoxicidad, la respuesta inmune y la incapacidad de modificar su tropismo celular. Es por ello
que actualmente existe un gran interés en el desarrollo de vectores virales con la capacidad de
transferir y expresar genes en un tipo celular especifico. El direccionamiento de la expresion de un
transgen mediante un vector viral puede llevarse a cabo a dos niveles, el primero consiste en la
modificacion del tropismo de la particula viral y el segundo, consiste en la incorporacion de
secuencias reguladoras de la transcripcion tales como promotores tejido-especificos. Se ha
demostrado que las secuencias promotoras de los genes flt-1 y de gfap dirigen una expresion
especifica en células endoteliales y astrocitos, respectivamente.

Los baculovirus son virus de insectos y son incapaces de replicarse en células de mamifero. Por otro
lado, recientemente se ha demostrado que los baculovirus recombinantes derivados de ACMNPV
pueden transferir informacion genética para su expresion en células de mamifero tanto in vitro
como in vivo. Sin embargo, a la fecha existe poca informacion concerniente al uso de promotores
tejido-especificos en el contexto del genoma del baculovirus. Por tanto, este estudio pretende
evaluar los niveles y selectividad de la expresion de un transgen tanto in vitro como in vivo,

mediante el uso de baculovirus recombinantes que contengan promotores tejido-especificos.



I11. HIPOTESIS
El uso de secuencias asociadas con la regulacién de la transcripcion tales como los promotores de
los genes de gfap o de flt-1, permitira dirigir una expresion tejido-especifica en células de mamifero

tanto in vitro como in vivo mediante baculovirus recombinantes.

IV. OBJETIVO GENERAL
Producir los baculovirus recombinantes derivados de ACMNPYV que contengan las secuencias de los
promotores de gfap o de flt-1 y evaluar los niveles y especificidad de la expresion de un gen

reportero tanto in vitro como in vivo en células de mamifero.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Producir el baculovirus recombinante BacCMV-GFP, incorporando la
secuencia del promotor/potenciador temprano del citomegalovirus (CMV-IE) rio
arriba del gen de la proteina verde fluorescente (GFP).
b) Evaluar la susceptibilidad de transduccion y los niveles de expresion de GFP
mediante BacCMV-GFP, en cultivos in vitro de diferentes lineas celulares de
mamifero.
¢) Producir los baculovirus recombinantes incorporando la secuencia del
promotor de gfap (BacGfap-GFP, BacGfap-nlacz) o de flt-1 (BacFIt-GFP), rio
arriba del gen gfp o nlacZ.
d) Analizar la especificidad de la expresion del gen gfp utilizando BacFIt-GFP y
BacGFAP-GFP, en cultivos in vitro de diferentes lineas celulares de mamifero y
comparar los niveles de expresion con los obtenidos mediante BacCMV-GFP.
e) Examinar la especificidad de la expresion de gfp in vivo en el SV de la retina
de rata a través de la inyeccion intravitrea de particulas del baculovirus BacFlt-
GFP.
f)  Analizar la especificidad de la expresion de gfp in vivo en el cerebro de rata
adulta mediante la inyeccion de particulas virales de BacGfap-GFP



VI. MATERIALES Y METODOS
Celulas y cultivo. Las células utilizadas para propagar los baculovirus recombinantes fueron Sf21 o
Sf9 de Spodoptera frugiperda (Invitrogen, Carlsbad, CA) y fueron cultivadas en monocapa y/o
suspension en medio Grace’s (Sigma, St Louis, MD, USA) suplementado con 10 % (vol/vol) de
suero fetal bovino, 1.0 % de yeastolate, 1.0 % de hidrolizado de lactaloumina y 1.0 % de
penicilina/streptomicina (Gibco, Grand Island, NY.) e incubadas a 27 °C. En el caso de las células
crecidas en suspension se afiadidé 0.1 % de acido plurénico F68 (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se
incubaron a 27 °C y con una agitacion de 100 revoluciones por minuto (rpm). Las lineas celulares
de mamifero: C6, RIN-m5F, CHO, HEK-293 y HepG2; fueron obtenidas de una coleccion de
cultivos (ATCC, American Type Cultura Collection). Las células CH235 de glioma humano fueron
donadas por el Dr. Andrés Gutiérrez (Instituto Nacional de Rehabilitacion, SSA México D.F.).
Todas las células mencionadas anteriormente fueron cultivadas en medio DMEM (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Las células RIN-m5F de insulinoma de pancreas de rata fueron crecidas y
mantenidas en medio RPMI (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Las células BUVEC-E6E7-1 de
cordon umbilical de bovino fueron donadas por la Dra. Carmen Clapp (Cajero-Juarez et al., 2002),
(Instituto de Neurobiologia, UNAM, Querétaro, México) y fueron mantenidas en medio F12-K
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Todos los medidos de cultivo celular fueron suplementados con
10 % de suero fetal bovino, 1.0 % de penicilina/streptomicina y 2mM de L-glutamina (Gibco,
Grand Island, NY). Las celulas de mamifero fueron incubadas en una atmosfera de 5.0 % de CO,y

una temperatura de 37 °C.

Construccién de los plasmidos. Un fragmento Hindlll/Smal proveniente del plasmido
pcDNA3.1(+) (Invitrogene, Carlsbad, CA) fue clonado en el pldésmido pBluescript SK+ (Stratagen)
en los mismos sitios, para producir pSKpoliA. Posteriormente, un fragmento EcoRI/BamHI
proveniente de pSKpoliA fue clonado en los sitios EcoRI/Bglll del plasmido pBlueBac 4.0
(Invitrogene, Carlsbad, CA) en orientacion opuesta al promotor de polihedrina para generar
pBB4PoliA. Finalmente, un fragmento Sall/EcoRI proveniente de pcDNA3.1(+), el cual contienen
el promotor temprano y en enhancer del citomegalovirus (CMV-IE), fue clonado en el plasmido
pBB4PoliA para generar el plasmido pBlueCMV (este plasmido contiene un sitio multiple de
clonacion para incorporar cualquier gen bajo el promotor de CMV-IE). El plasmido pBlueCMV-
GFP fue generado a través de la clonacion de un fragmento BamHI/Notl, el cual contiene el gen de
la proteina verde fluorescente gfp, proveniente del plasmido pEGFP-N1 (Clontech, Palo Alto, CA),
en los sitios Kpnl y Apal de pBlueCMV, tratando previamente los insertos con el fragmento klenow
de la ADN polimerasa. El plasmido pBlueFIt-GFP, fue construido a traves de la clonacion de un
fragmento BamHI/HindlIl de 1040 pb, proveniente del plasmido p(-748/+284) donado por el Dr.
Lewis (Morishita et al., 1995), en los sitios Bglll/Hindlll del plasmido pBlueCMV-GFP. El



plasmido pBlueGfap-GFP, fue generado primero liberando un fragmento BamHI proveniente del
plasmido pgfa2-nlacZ (Brenner et al., 1994) (donado por el Dr. Segovia, Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados del IPN, CINVESTAYV), posteriormente este fragmento fue tratado con la
enzima klenow y finalmente con la enzima Bglll para ser clonado en el plasmido pBlueCMV-GFP
previamente digerido con la enzima Hindlll, tratado con la enzima klenow y finalmente digerido
con Bglll. El plasmido pBlueGFAP-nlacZ, el cual contiene la secuencia promotora del gen gfap rio
arriba del gen de la pgalactosidasa con sefial de localizacion nuclear (nlacZ), fue construido
clonando un fragmento Bglll proveniente del plasmido pgfa2-nlacZ (Brenner et al., 1994) en un
sitio Bglll del plasmido pBlueBac4.0 (Invitrogene, Carlsbad, CA). Todos los plasmidos fueron
secuenciados para confirmar la integridad de la secuencia promotora asi como la secuencia del gen
de gfp. El diagrama de flujo detallado de la construccion de los plasmidos asi como sus mapas es

mostrado en el Anexo 1.

Produccion de los baculovirus recombinantes. Los baculovirus recombinantes BacCMV-GFP,
BacFIt-GFP, BacGfap-GFP y BacGfap-nlacZ, fueron generados mediante recombinacion homdloga
de los plasmidos previamente descritos con el ADN gendmico lineal de ACMNPV Bsu361 Bac-N-
Blue (Invitrogen, Carlsbad, CA). En todos los casos, los cassettes de expresion fueron incorporados
en el locus de la polihedrina dentro del genoma de AcCMNPV Bsu361 Bac-N-Blue y en orientacion
opuesta al promotor de la polihedra (ver Anexo 1). Tanto los plasmidos de transferencia como el
ADN genomico lineal de AcMNPV, fueron co-transfectados mediante lipidos catidnicos
(CELLFECTINE®, Invitrogen Carlsbad, CA) en células Sf21. Una semana después, el medio de
cultivo fue recolectado y diluido para realizar ensayos en placa utilizando agarosa de bajo punto de
fusién (Sigma, St Louis, MD, USA) y 5-bromo-4-cloro-3-indolil- #-D-galactosido (X-gal, Sigma, St
Louis, MD, USA) para detectar la expresion del gen lacZ. Despues de dos rondas de purificacion,
los baculovirus fueron amplificados durante 7 dias en células Sf21 o Sf9 cultivadas en suspension.
Posteriormente, el medio se centrifugd a 3000 rpm durante 15 min y el sobrenadante fue
recolectado para realizar ensayos en placa y conocer el titulo viral. La produccién de los

baculovirus recombinantes esta descrita con mayor detalle en el Anexo 2.

Experimentos de transduccién. Todas las lineas celulares de mamifero fueron tratadas bajo las
mismas condiciones. Aproximadamente, 1x10° células de mamifero fueron cultivadas en placas de
seis pozos con las condiciones antes descritas. Antes de la transduccion, las células se lavaron dos
veces con medio OPTI-MEM (Gibco, Grand Island, NY). Posteriormente, se incubaron durante 4 h
a 37 °C con una suspension de baculovirus recombinante a diferentes multiplicidades de infeccion
(MOI) en 0.5 mL del mismo medio. Finalmente, la suspensién viral fue removida y se adiciond
medio fresco solo o con los inhibidores de desacetilasas de histonas (HDAC, histone deacetylases),



tricostatina A (TSA) o butirato de sodio (ButNa) (Sigma, St Louis, MD, USA) o con el inhibidor de
metilacion del ADN, 5-azacitidina (AzaC, Sigma, St Louis, MD, USA). El anélisis de la expresion

del gen gfp se realizo a las 48 hpt mediante microscopia de fluorescencia y citometria de flujo.

Citometria de flujo. El analisis del porcentaje de células positivas a la expresion del gen de gfp
(GFP+) y la intensidad media de fluorescencia (IMF) se llevo a cabo mediante citometria de flujo
(FACS, Calibur, BD Biosciencies) a las 48 hpt. Adicionalmente, se incluyo un control de células no
tratadas para normalizar el nimero de células que expresan GFP+ y la IMF. La adquisicién (10,000
eventos) y el andlisis de los datos se llevo a cabo utilizando el software CellQuest (BD Biosciences,
Palo Alto, CA) y el software WinMDI 2.8 (Windows Multiple Document Interface, Flow
Cytometry Application, Joseph Trotter", http://facs.scripps.edu/, Scripps Research Institute, USA).

Transfecciones transitorias. Las transfecciones transitorias se llevaron a cabo sembrando 2.5 x 10°
células BUVEC-E6E7-1 o C6, en placas de seis pozos tal como se describié anteriormente.
Aproximadamente 24 h después, 2.5 pg del plasmido pBlueFlt-GFP o pBlueGfap-GFP (ver
construccion de los plasmidos) fueron transfectados en las células BUVEC-E6GE7-1 y C6,
respectivamente. Las transfecciones se llevaron a cabo utilizando Lipofectamina Plus (Invitrogen,
Carlsbad, CA) de acuerdo al protocolo de manufactura. Después de la transfeccion, las células
fueron tratadas con diferentes concentraciones de los inhibidores de HDAC (ButNa o TSA), segun
se indica en el pie de figura y los niveles de expresion de GFP fueron analizados 48 h después de la
transfeccion mediante citometria de flujo.

Actividad in situ de la Bgalactosidasa. Aproximadamente 1x10° células CHO, Hela o cultivo
primario de astrocitos de rata, fueron transducidos en placas de 6 pozos con BacGfap-nlacZ. A las
48 hpt las células fueron lavadas 2 veces con PBS (KH,PO,4 1.7 mM, Na,HPO, 5mM, NaCl 150
mM, pH=7.4) y fijadas con una solucion de 20 % de formaldehido y 2 % de glutaraldehido en PBS
durante 10 min. Las células se lavaron 2 veces con PBS y se adiciono 1 mL de una solucion de
tincion (MgCl, 20 mM, KsFe(CN)e-3H,0 40 mM, KsFe(CN)g 40 mM y X-gal 1 mg/mL);
posteriormente, las células se incubaron durante toda la noche a 37 °C y una atmosfera de 5 % de
CO,. Finalmente se lavaron 2 veces con PBS y se analizaron en un microscopio invertido.
Transduccion in vivo en el endotelio vascular de la retina. Ratas hembras, adultas, de 6 a 8
semanas de edad, de la cepa Wistar y con un peso de 200-250 g, fueron manipuladas de acuerdo a la
Asociacion para la Investigacion en Vision y Oftalmologia (ARVO, Animals in Ophthalmic and
Vision Research) y anestesiadas con 70 % de ketamina (Sigma, St Louis, MD, USA) y 30 % de
xilasina (Sigma, St Louis, MD, USA) (1 uL/g de peso corporal, intraperitonealmente). Para los
experimentos de transduccién in vivo, 1x10” unidades formadoras de placa (UFP) de BacFlt-GFP o

PBS en el ojo contra-lateral (10 ul) se inyectaron en el espacio del cuerpo vitreo, previamente



extrayendo 5 pl del vitreo. Los animales recuperados de la anestesia se mantuvieron durante tres
dias después de la inyeccion y se sacrificaron para realizar los andlisis de la expresion del gen gfp.
Se utilizaron 30 animales en todos experimentos.

Inmunofluorescencia. A los tres dias después de la administracion de BacFIt-GFP, las retinas se
disectaron y se trataron de la siguiente manera; 6 h en 4 % de paraformaldehido en PBS (pH= 7.4),
3 h en 10 % de sacarosa, toda la noche en 20 % de sacarosa y finalmente 3 dias en 30 % de
sacarosa. Las retinas se embebieron en medio de congelacion (Tissue-Tek; Sakura Finetek,
Torrance, CA) durante 45 min a =70 °C. Para el anélisis, se obtuvieron cortes alternados 1 x 60 um
por 10 de 10 um y los cortes se montaron en portaobjetos (Superfrost/Plus, A Daigger and Co.,
Vernon Hills, IL). Las muestras se trataron durante 2 h a 4 °C con el buffer de bloqueo (solucién de
Tritén X-100 0.05 %, BSA 1 % y 1 % de suero normal de cabra en PBS) y se lavaron dos veces con
PBS (pH=7.4) a temperatura ambiente. Los cortes de retina se incubaron toda la noche a 4°C con el
anticuerpo contra el factor de von Willebrand (VWF, von Willebran Factor) de rata hecho en conejo
(1:100 en buffer de bloqueo, ZYMED Laboratorios, South San Francisco), el cual marca
especificamente células endoteliales (Blann, 2006). Al dia siguiente, las muestras se lavaron tres
veces durante 5 min con PBS, se afiadio un anticuerpo acoplado a rodamina contra conejo hecho en
cabra (Sigma-Aldrich USA, 1:100) y se incubo durante 1 h a 4 °C. Adicionalmente, las muestras se
trataron con 4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI, Vector Labs, USA) para marcar la cromatina
contenida en el nacleo. A continuacion, se lavaron tres veces durante 5 min con PBS y se montaron
para su analisis en una solucion de PBS/40 % glicerol. Las secciones fueron analizadas utilizando
un objetivo 40X en un microscopio de fluorescencia (NIKON, Melville, NY)

Microscopia confocal y deconvolucion de las imagenes. El andlisis por microscopia confocal se
llevo a cabo en un sistema confocal F\V1000 Olympus (Olympus Tokyo, Japan). La fluorescencia
de la proteina GFP fue obtenida después de excitar las muestras a 488 nm y las lecturas fueron
registradas a 540 nm. Para la deteccion de rodamina, la longitud de onda de excitacion fue 554 nmy
la longitud de emision fue registrada a 576 nm. Las imagenes fueron digitalizadas y evaluadas con
el software Image ProPlus V5.1 (Media Cybernetics, San Diego, CA). La reconstrucciones en tres
dimensiones (3D) de vasos sanguineos, se obtuvieron apilando aproximadamente 30 imagenes
obtenidas de cortes opticos de 0.3 um. La deconvolucién de las imagenes se llevo a cabo utilizando
el sofware Autodeblur-X-G-CF software (Media Cybernetics, Inc. Silver Spring, MD). Todas las

iméagenes fueron obtenidas de un minimo de 3 cortes de retina en al menos 2 animales tratados.



VII. RESULTADOS
Susceptibilidad de transduccion en células de mamifero mediante baculovirus recombinantes
Con la finalidad de conocer la susceptibilidad de transduccién de diferentes lineas celulares de
mamifero, se utilizd el baculovirus BacCMV-GFP (Figura 11A y ver Anexo 1 para mayor detalle).
Dicho virus contiene la secuencia del enhancer y el promotor temprano del citomegalovirus (CMV-
IE) (nucledtidos -655 a +106), el cual es ubicuo y dirige altos niveles de expresion en células de
distintos tejidos. Diferentes lineas celulares de mamifero incluyendo la linea celular endotelial
BUVEC-EGE7-1y la linea celular de glioma de rata C6, fueron tratadas con 100 multiplicidades de
infeccion (MOI) de BacCMV-GFP utilizando el sobrenadante de las células de insecto previamente
infectadas con el mismo virus (ver materiales y métodos). Posteriormente, las células fueron
incubadas con butirato de sodio (ButNa) 5 mM, un inhibidor de desacetilasas de histonas (HDAC,
histone deacetylases) (Davie, 2003). El analisis de la expresion de gfp se llevo a acabo mediante
microscopia de fluorescencia y los porcentajes de células positivas a la sintesis de la proteina GFP
(GFP+) asi como la intensidad media de fluorescencia (IMF) fueron evaluados mediante citometria
de flujo. En las células HepG2 y C6 se observo la expresion de GFP a partir de las 8 hpt y los
niveles mas altos para todas las lineas celulares fueron maximos a las 48 hpt; por tanto, este tiempo
fue seleccionado para el analisis de los niveles de expresion. Todas las lineas celulares utilizadas
fueron susceptibles de ser transducidas por BacCMV-GFP con porcentajes de celulas GFP+ de 89.2
% para HepG2, 57.7 % para C6, 24.2 % para BUVEC-E6E7-1, 19.4 % para HEK-293 y de 14.4 %
para RIN-m5F (Figura 11B, linea roja del histograma).
Es bien conocido que el acceso de la maquinaria transcripcional al promotor es uno de los
mecanismos de regulacion de la expresion génica (Strahl y Allis, 2000). A pesar de que varios
mecanismos han sido implicados en la regulacion de dicho proceso, el estado de acetilacion y
desacetilacion de las histonas asi como los estados de metilacion del ADN parecen ser los de mayor
importancia (Newell-Price et al., 2000; Strahl y Allis, 2000). Previamente, se ha sugerido que la
regulacion epigenética parece jugar un papel importante en la expresion de un transgen, mediante el
uso de vectores de baculovirus en células de mamifero (Sarkis et al., 2000; Spenger et al., 2004).
Por tanto, las células fueron tratadas con ButNa, un inhibidor de las HDAC y con AzaC, un
inhibidor de la metilacion del ADN (Juttermann et al., 1994; Spenger et al., 2004).
La adicion de ButNa inmediatamente después de la transduccion, claramente promovié un aumento
en la cantidad de células GFP+ (Fig. 11B, linea verde en el histograma). Llama la atencion el
incremento en el nimero de células GFP+ para HEK293, RIN-m5F y BUVEC-E6E7-1 cuyos
porcentajes van del 19.4 al 66.2 % (P <0.01, n=5) de 14.4 al 59.6 % (P <0.05) y de 24.2 al 66.8 %
respectivamente, cuando son tratadas con ButNa. Por otro lado, en las células C6 no existié un

aumento significativo en nimero de celulas GFP+ (57.7 al 63.5 %, P =0.7244, n =4) después del



tratamiento con ButNa, mientras que en HepG2 solo se observé un ligero aumento del 89.2 al 94 %
células GFP+ (P <0.05, n =4) (Figura 11B y C). Los niveles de sintesis de la proteina GFP
evaluados por la IMF, mostraron claramente un aumento en la expresion en todas las lineas
celulares tratadas con el inhibidor de HDAC (Figura 11D). El efecto méas evidente fue para las
células RIN-m5F con un aumento de 92.6 veces comparado con las células no tratadas, mientras
que el efecto fue menor para las células HepG2 y C6 (5.9 y 3.9, respectivamente). En un intento por
reactivar la expresion de gfp mediante un inhibidor de la metilacion del ADN, las células fueron
tratadas con AzaC; sin embargo, dicho tratamiento no mostré ninguin efecto en los niveles de
expresion de GFP obtenidos después de tratar las células con 30 y 50 uM de AzaC sola o en
combinacion con ButNa 5 mM o TSA 30 nM (datos no mostrados). Estos resultados demuestran
claramente que en todas las lineas celulares utilizadas incluida la linea celular endotelial BUVEC-
E6E7-1 y la linea celular de glioma de rata C6, existe una fuerte represion de la expresion del
transgen gfp aparentemente debida a una desacetilacion de las histonas y esta represion es revertida
por inhibidores de HDAC tales como TSA y el ButNa, pero no por el inhibidor de la metilacion del
ADN, AzaC. Estos datos sugieren que la metilaciéon de ADN no juega un papel importante en la

represion del transgen en el contexto del genoma del baculovirus.
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Figura 11. Susceptibilidad de transduccion en células de mamifero mediante baculovirus recombinantes. 1x10°
células fueron transducidas con 100 MOI de BacCMV-GFP. (A) Estructura del cassette de expresion de BacCMV-GFP.
CMV-IE, promotor/potenciador temprano del citomegalovirus (nucleétidos -655 a +106); gfp, gen de la proteina verde
fluorescente (GFP); BGHpA, secuencia de poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina. (B) Histogramas
representativos obtenidos por citometria de flujo a las 48 hpt. EI porcentaje de células GFP+ fue calculado substrayendo
la fluorescencia basal de las células sin tratamiento con el virus (ver materiales y métodos). Los nimeros en cada
histograma se refiere al porcentaje de células GFP+ + la desviacién estandar (DS) de las células sin tratar (arriba) o
tratadas (abajo) con el inhibidor de HDACs (ButNa) (n=4). (C) Porcentaje de células GFP+ obtenidas por citometria de
flujo con o sin ButNa. "P<0.01, “P<0.05, ""P=0.7244 contra las células sin tratar con ButNa. NS= no significativo. (D)
Niveles de expresion de gfp y veces de induccién (indicados a la derecha) determinados por la intensidad media de
fluorescencia (IMF) en presencia o ausencia de ButNa. Los valores representan la media + DS de cuatro experimentos
independientes (n=4). Las lineas celulares utilizadas fueron: C6, de glioma de rata; HepG2, de hepatoma humano;
HEK293, de rifién de embriéon humano; RINm5F, de insulinoma de rata y BUVEC-E6E7-1, células endoteliales de

cordén umbilical de bovino.



Expresion tejido-especifica en células endoteliales mediante baculovirus recombinantes
conteniendo el promotor de Flt-1

Los experimentos de expresion tejido-especifica en el endotelio vascular se llevaron a cabo
utilizando el baculovirus BacFIt-GFP, éste contiene la secuencia promotora previamente reportada
del receptor del factor de crecimiento endotelial vascular flt-1 (Morishita et al., 1995). Dicha
secuencia va de los nucledtidos +284 a -748 con respecto al sitio de inicio de la transcripcion
(Figura 12A) (Morishita et al., 1995). El analisis de los niveles de expresion de gfp se llevo a cabo
en las células inmortalizadas BUVEC-EGE7-1, las cuales conservan las caracteristicas fenotipicas y
funcionales de células endoteliales (Cajero-Juarez et al., 2002). Las células BUVEC-E6E7-1 fueron
transducidas con 100 MOI de BacFIt-GFP en presencia de ButNa 5mM y analizadas a las 48 hpt. El
analisis por citometria de flujo demostrd un porcentaje de células GFP+ del 60.34 %, un porcentaje
muy semejante al obtenido con BacCMV-GFP (66.8 %) (Figuras 12B y 11B). Por otro lado, no se
demostré una diferencia significativa en los niveles de expresion alcanzados con BacCMV-GFP y
BacFIt-GFP (P=0.197, n=4) (Figura 12B) a la misma MOI. Resultados muy similares fueron
obtenidos por Nicklin et al., (2001) en donde se observé que un Ad conteniendo la misma secuencia
promotora (i.e., promotor de flt-1), produjo niveles muy similares de expresion que un Ad que
contenia la secuencia promotora del CMV-IE en células endoteliales de corddon umbilical de
humano (HUVEC) (Nicklin et al., 2001b).

Para conocer el mantenimiento de la especificad de expresion en células endoteliales, se realizaron
experimentos de transduccion en diferentes lineas celulares de mamifero utilizando el baculovirus
BacFIt-GFP. Debido a que las eficiencias de transduccién varian entre las diferentes lineas
celulares, el nivel de expresion (i.e., IMF) para cada linea celular fue normalizado utilizando el
virus BacCMV-GFP como control positivo. Tal como se esperaba, el valor mas alto de expresion
fue para las células BUVEC-E6E7-1 (112 % relativo BacCMV-GFP, P<0.0005, n=4) (Figura 12C).
De manera importante, los niveles de expresion fueron severamente reducidos en otras lineas
celulares no endoteliales incluyendo HepG2, HEK-293 y RIN-m5F. Por ejemplo, la expresion de
gfp en las células HepG2 fue de tan solo 5.32 % de la obtenida con BacCMV-GFP, demostrando de
esta manera una ligera actividad transcripcional del promotor de flt-1 en esta linea celular (Figura
12C). Més aun, el virus BacFIt-GFP dirigio altos niveles de expresion en la linea celular de glioma
de rata C6 y en la linea celular de glioblastoma humano CH235 (34.78 y 47.86 %, respectivamente).
De acuerdo a estos resultados, se ha demostrado la expresion de los genes flt-1 y kdr (ambos
receptores para VEGF) en tumores del SNC, mama, cancer de prostata y en lineas celulares
derivadas de estos tumores (Steiner et al., 2004; Shibuya y Claesson-Welsh, 2006). Con la finalidad
de confirmar la presencia del mensajero de Flt-1 en las lineas celulares C6 y CH235, se llevaron a

cabo experimentos de RT-PCR, dichos experimentos mostraron la presencia del mensajero de flt-1



(datos no mostrados). En resumen, estos resultados demuestran que el promotor de flt-1 retiene su

especificidad de expresion en células endoteliales en el contexto del genoma del baculovirus.
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Figura 12. Especificidad y niveles de expresion obtenidos por el baculovirus BacFIt-GFP. (A) Estructura del
cassette de expresion del baculovirus BacFIt-GFP. Abreviaturas: Flt-1, secuencia promotora del gen de flt-1 de humano
(nucledtidos -748 a +284, con respecto al sitio de inicio de la transcripcion) (Morishita et al., 1995); gfp, proteina verde
fluorescente (GFP); BGHpA, secuencia de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina. (B) Panel izquierdo,
histograma representativo obtenido por citometria de flujo a las 48 hpt de células BUVEC-EGE7-1 transducidas con 100
MOI de BacFIt-GFP y 5 mM de ButNa. El porcentaje de células GFP+ fue calculado substrayendo la fluorescencia
basal de las células sin tratamiento con el virus (ver materiales y métodos). Panel derecho, niveles de expresion
obtenidos con BacCMV-GFP o BacFIt-GFP en las células BUVEC-E6E7-1. (C) Selectividad de la expresion mediante
BacFIt-GFP en diferentes lineas celulares de mamifero. El nivel de expresion para cada linea celular se calculo como el
porcentaje de expresion obtenido con BacFIt-GFP, relativo a los niveles de expresién de BacCMV-GFP. La media y la
desviacion estandar (DS) se muestra arriba de cada barra. Los datos fueron obtenidos de cuatro experimentos
independientes + DS. Las lineas celulares utilizadas fueron: C6, de glioma de rata; HepG2, de hepatoma humano;
HEK?293, de rifion de embrién humano; RINm5F, de insulinoma de rata y BUVEC-E6E7-1, células endoteliales de
corddn umbilical de bovino.



Expresion tejido-especifica en las células C6 y CH235

Los experimentos de expresion tejido-especifica en astrocitos se llevaron a cabo utilizando el
baculovirus BacGfap-GFP, dicho virus contiene la secuencia promotora de la proteina fibrilar acida
de la glia gfap, nucle6tidos +47 a -2163 con respecto al sitio de inicio de la transcripcién de GFAP
(Brenner et al., 1994) (Figura 13A). Previamente, se ha reportado la actividad tejido-especifica de
dicho promotor en las células de glioma de rata C6, por tanto estas células fueron utilizadas para
analizar los niveles de expresion mediados por BacGfap-GFP (Segovia et al., 1994; Segovia et al.,
1998). Las células C6 fueron tratadas con 100 MOI de BacGfap-GFP y 5 mM ButNa;
posteriormente, fueron analizadas por citometria de flujo a las 48 hpt. Los resultados demostraron
un porcentaje de células GFP+ muy similar al obtenido con BacCMV-GFP, 66.27 % y 63.5 %,
respectivamente (Figuras 13B y 11B). No obstante, los niveles de expresion obtenidos mediante
BacGfap-GFP fueron mucho menores comparados con los niveles de expresion obtenidos con
BacCMV-GFP a la misma MOI, 226.9 y 776.62, respectivamente (P=0.0002, n =4, Figura 13B).

El analisis de la especificidad de expresion obtenida por BacGfap-GFP, demostro claramente que
los niveles de expresion mas altos se observaron en las lineas celulares C6 de glioma de rata y
CH235 de glioma humano (30.62 y 35.13 % respectivamente, relativo a BacCMV-GFP), ademas
dichos niveles de expresion fueron muy similares en ambas lineas celulares (P=0.199). Por otro
lado, se observaron niveles extremadamente bajos a practicamente indetectables en las lineas
celulares HepG2, HEK-293, RIN-m5F y BUVEC-E6E7-1; 0.55, 2.70, 051 y 0.62 %,
respectivamente (Figura 13C). Para confirmar tales resultados, se llevo a cabo la transduccion de
cultivos primarios de astrocitos de rata y se utilizé el baculovirus BacGfap-nlacZ, dicho virus
contiene la misma secuencia promotora dirigiendo la expresion del gen de la f-galactosidasa
(nlacZ), el cual contiene una sefial de localizacion nuclear (Figura 13D) (Brenner et al., 1994). La
actividad de la p-galactosidasa se demostro claramente en los cultivos primarios de astrocitos y
practicamente fue indetectable en las células de ovario de hamster, CHO (Figura 13E). En suma,
todos estos datos demuestran que el promotor del gen gfap es activo y mantiene su especificidad de

expresion tanto en lineas celulares de origen glial asi como en cultivo primario de astrocitos.
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Figura 13. Especificidad y niveles de expresion producidos por BacGFAP-GFP. (A) Estructura del cassette de
expresion de BacGFAP-GFP. Abreviaturas: GFAP, secuencia promotora del gen de gfap de humano (nucle6tidos -2163
a +47, con respecto al sitio de inicio de la transcripcién) (Brenner et al., 1994); gfp, gen de la proteina verde
fluorescente (GFP); BGHpA, secuencia de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina. (B) Panel izquierdo,
histograma representativo obtenido por citometria de flujo a las 48 hpt de células C6 transducidas con 100 MOI de
BacFIt-GFP y 5 mM de ButNa. El porcentaje de células GFP+ fue calculado substrayendo la fluorescencia basal de las
células sin tratamiento con el virus (ver materiales y métodos). Panel derecho, niveles de expresion obtenidos con
BacCMV-GFP o BacGFAP-GFP en células C6. (C) Selectividad de la expresion mediante BacGFAP-GFP en diferentes
lineas celulares de mamifero. El nivel de expresidn para cada linea celular se calculo como el porcentaje de expresion
obtenido con BacGFAP-GFP, relativo a los niveles de expresion de BacCMV-GFP. La media y la desviacion estandar
(DS) se muestra arriba de cada barra. Los datos fueron obtenidos de cuatro experimentos independientes + DS. (D)
Estructura del cassette de expresion de BacGFAP-nlacZ (Brenner et al., 1994). El cassette de expresién contiene
ademas del promotor de gfap, un fragmento del gen de la protamina-1 de raton (mP1) el cual provee un intron (linea
delgada) y la secuencia de poliadenilacion. (E) Transduccion de cultivos primarios de astrocitos o células de ovario de
hamster (CHO), utilizando 100 MOI de BacGFAP-nlacZ y 5 mM de ButNa. Las lineas celulares utilizadas fueron: C6,
de glioma de rata; HepG2, de hepatoma humano; HEK293, de rifién de embrién humano; RINm5F, de insulinoma de
rata y BUVEC-EGE7-1, células endoteliales de cordon umbilical de bovino.



En resumen, todos estos datos demuestran que la especificidad transcripcional de los promotores de
flt-1 y de gfap es mantenida en el contexto del genoma del baculovirus. Ademas, los niveles de
expresion de gfp que se obtuvieron con el baculovirus BacFIt-GFP fueron muy similares a los
obtenidos con el virus que contiene un promotor fuerte como el de CMV-IE (i.e., BacCMV-GFP),
en contraste los niveles de expresion obtenidos utilizando en baculovirus BacGfap-GFP fueron
mucho menores en comparacion con los niveles obtenidos con el virus BacCMV-GFP. La Tabla 3
resume los resultados obtenidos con los distintos virus utilizados en este estudio y las distintas

lineas celulares.

Tabla 3. Transduccién de células de mamifero y niveles de expresion de gfp utilizando el baculovirus con el promotor
ubicuo de CMV-IE (BacCMV-GFP) y los baculovirus recombinantes que contienen promotores tejido-especificos
(BacFlt-GFP y BacGfap-GFP) 2.

BacCMV-GFP BacFIt-GFP BacGfap-GFP
Linea celular % de células IMF % relativo a % relativo a
GFP+ BacCMV-GFP | BacCMV-GFP
Glioma de rata 63.5+23.0 740.81 +50 34.78 £ 4.6 30.62 + 3.23
Glioma humano 75.0+17.0 504.36 + 167 47.86+7.8 35.13+3.91
Hepatoma humano 94.0 +0.60 1059 + 102 5.32+0.37 0.55+0.12
Rifi6n de embrién humano 66.2 +17.0 43.15 + 25 3.66 +0.31 2.70+0.14
Insulinoma de rata 59.6 +11.3 238.86 + 73 1.98 +0.46 0.51+0.10
Endotelial de cordén umbilical de bovino | 66.8 + 9.60 372.57 + 46 11254 +6.27 | 0.62+£0.10

Las células fueron transducidas con 100 MOI de los baculovirus recombinantes y tratadas con el inhibidor de HDAC,
butirato de sodio 5 mM. El porcentaje de células positivas a la proteina GFP fue obtenido mediante citometria de flujo a
las 48 hpt. Los niveles de expresion del gen gfp fueron evaluados con la intensidad media de flurorescencia (IMF).  Los
niveles de expresién producidos por BacFIt-GFP y BacGfap-GFP estan dados como porcentajes relativos a los niveles
de expresion obtenidos con BacCMV-GFP a la misma MOI. Las lineas celulares utilizadas en los experimentos de
transduccion fueron; C6 de glioma de rata, CH235 de glioma humano, HepG2 de hepatoma humano, HEK293 de rifién
de embrion humano, RINm5F de insulinoma de rata y las células endoteliales de cordén umbilical de bovino, BUVEC-
E6E7-1. Los valores representan la media + desviacion estandar (DS) de al menos cuatro experimentos independientes
(n=4).



Efecto de los inhibidores (TSA y ButNa) de desacetilasas de histonas (HDACS) en la expresion
dirigida por los promotores de flt-1 y gfap

Para analizar el posible efecto de los inhibidores de las HDACs sobre la expresion producida por
BacFIt-GFP y BacGfap-GFP. Las células BUVEC-EGE7-1 y C6, fueron transducidas con 100 MOI
de los baculovirus recombinantes e incubadas con concentraciones crecientes de ButNa o TSA
(Yoshida y Horinouchi, 1999); posteriormente, el porcentaje de células GFP+ asi como la IMF se
analizaron a las 48 hpt. El tratamiento con ambos inhibidores claramente aumento el porcentaje de
células GFP+ de manera dosis dependiente, tanto para BacFIt-GFP como para BacGfap-GFP
(Figura 14A y B). Para BacFIt-GFP, el nimero de células GFP+ aumento de 8.64 % en las células
no tratadas a 78.25 % en las células tratadas con ButNa 15 mM y 53.04 % en las células tratadas
con 50 nM de TSA (Figura 14A y B). Por otro lado, en las células C6 transducidas con BacGfap-
GFP, el porcentaje de células GFP+ se incremento de 36.87 % en las células no tratadas a 69.88 %
en las células tratadas con ButNa 10 mM, mientras que la TSA tuvo un efecto similar, alcanzandose
un porcentaje de células GFP+ de 58.71 %, a una concentracion de 30 nM (Figura 14A 'y B).

El andlisis de la IMF, mostré que ambos inhibidores de HDACs (ButNa y TSA), promovieron un
aumento en los niveles de expresidn para ambos virus (BacFIt-GFP y BacGfap-GFP). El efecto mas
evidente se observo en las células BUVEC-E6GE7-1 transducidas con BacFIt-GFP, con un aumento
de 81.68 veces utilizando ButNa 15 mM y de 61.69 veces utilizando TSA 50 nM, respectivamente
(Figura 14C). Solo se observé un ligero aumento en los niveles de expresion entre concentraciones
5y 10 mM de ButNa ( P=0.01, n=4) 0 25 y 30 nM de TSA (P=0.01, n=4). Por otro lado, en las
células C6 transducidas con BacGfap-GFP, los niveles de expresion fueron muy similares a las
concentraciones probadas de ButNa y TSA. Los niveles maximos de induccion fueron de 3.76 veces
utilizando ButNa 5 mM y de 43.2 veces utilizando TSA 30 nM, respectivamente (Figura 14D). No
se observo una diferencia significativa entre la induccién producida por el tratamiento de 1y 5 mM
de ButNa (P=0.4150, n=4) y concentraciones de entre 10 y 25 nM de TSA (P=0.5410, n=4).
Concentraciones mayores de 10 mM de ButNa o 30nM de TSA, tuvieron un efecto toxico en las
células C6 (datos no mostrados). Por otro lado, tratamientos por mas de 72 h a concentraciones
mayores de 5 mM de ButNa o mayores de 10 nM de TSA, tuvieron un efecto toxico en ambas
lineas celulares (BUVEC-E6E7-1 y C6) en términos del nimero de células viables evaluadas con
azul de tripano (datos no mostrados). El resumen del efecto de los inhibidores de las HDACs sobre
la expresion de gfp utilizando los baculovirus recombinantes BacFIt-GFP y BacGfap-GFP se
muestra en la Tabla 4.

Para conocer si el efecto de silenciamiento de la expresion del transgen era debido al genoma viral,
se llevaron a cabo experimentos de transfecciones transitorias en las mismas lineas celulares
(BUVEC-E6E7-1y C6), utilizando los plasmidos de transferencia pBlueFlt-GFP y pBlueGfap-GFP



(ver materiales y métodos), y tratadas con concentraciones crecientes de los inhibidores de HDAC
(ButNa y TSA). El andlisis de la IMF a las 48 h después de la transfeccion, no reveld ningun efecto
en los niveles de expresion del transgen, tanto en las células transfectadas con pBlueFIt-GFP como
para pBlueGfap-GFP (Figura 14E y F).

Por tanto, estos resultados demuestran que la expresién del transgen contenido en el genoma viral es
susceptible de silenciamiento y que dicho fendmeno es revertido por la adicion de inhibidores de
HDACSs tales como el ButNa y TSA. Mas aun, el mecanismo de silenciamiento es independiente del
promotor utilizado ya que se observaron resultados muy similares con ambos virus BacFIlt-GFP y
BacGfap-GFP.

Tabla 4. Efecto de los inhibidores de las HDACs sobre la expresion de gfp utilizando los baculovirus recombinantes
BacFIt-GFP y BacGfap-GFP

PBS ButNa® TSAP
Virus/ células % GFP+ IMF % GFP+ IMF % GFP+ IMF

BacFIt-GFP/ 8.64 + 2.36 1.78+0.21 | 78.25+3.5 | 145.25+27.11 | 53.04 £3.76 | 220.49+61.5
endoteliales

BacGfap-GFP/ | 38.87 +12.1 | 53.65+12.11 | 69.88+8.4 | 193.05+15.08 | 58.71+7.2 570.29 + 27.44
glia

Las células fueron transducidas con 100 MOI del baculovirus recombinante indicado e incubadas con PBS, ButNa o
TSA. El porcentaje de células positivas a la proteina GFP fue obtenido mediante citometria de flujo a las 48 hpt y los
niveles de expresion del gen gfp fueron evaluados con la intensidad media de flurorescencia (IMF). # Tratamientos de
ButNa 15 mM para las células endoteliales 0 5 mM para las células de glia. ® Tratamientos de TSA 50 nM para las
células endoteliales 0 25 nM para las células de glia. Las lineas celulares utilizadas en los experimentos fueron; C6 de
glioma de rata y BUVEC-E6E7-1 de corddn umbilical de bovino. Los valores representan la media + desviacion
estandar (DS) de al menos cuatro experimentos independientes (n=4).
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Figura 14. Efecto de los inhibidores de las HDACs en la expresion mediada por BacFIt-GFP y BacGfap-GFP. (A
y B) Histogramas representativos obtenidos mediante citometria de flujo a las 48 hpt de células endoteliales (BUVEC-
E6E7-1) o de glia (C6) transducidas con BacFlt-GFP o BacGfap-GFP, respectivamente. Las células fueron tratadas con
concentraciones crecientes de los inhibidores de HDACs (ButNa o TSA) segun se indica. El porcentaje de células GFP+
(indicado por la barra en verde) es mostrado dentro de cada histograma y fue calculado substrayendo la fluorescencia
basal de las células sin tratamiento con el virus (ver materiales y métodos). Veces de induccion de la expresion de GFP
en (C) células BUVEC-E6E7-1 transducidas con 100 MOI BacFIt-GFP o (D) células C6 transducidas con 100 MOI de
BacGfap-GFP y tratadas con concentraciones crecientes de ButNa o TSA. Veces de induccién de la expresion de GFP
en (E) células BUVEC-E6E7-1, transfectadas con el plasmido pBlueFIt-GFP (plasmido Flt-1) o (F) células C6
transfectadas con el plasmido pBlueGfap-GFP y tratadas con diferentes concentraciones de ButNa o TSA. Los
resultados en cada barra muestran la media £ DS de al menos tres experimentos independientes. NS, no existe
diferencia significativa.



Transduccion especifica del endotelio vascular de retina de rata mediante baculovirus
recombinantes

Para analizar la especificidad de la expresion del transgen in vivo en el endotelio vascular, se
llevaron a cabo experimentos de inyeccion de las particulas virales de BacFIt-GFP dentro del
cuerpo vitreo del ojo de rata adulta. Debido a que el ojo es un sistema cerrado y aislado de la
circulacién sistémica, resulta mas accesible la administracion del vector (Sakamoto et al., 2001).
Por otro lado, la retina se encuentra separada del torrente sanguineo el cual contiene factores
inhibitorios tales como el complemento (Sakamoto et al., 2001). Dichas caracteristicas, son
particularmente relevantes en la transferencia de genes mediante baculovirus recombinantes, ya que
el sistema del complemento ha sido claramente implicado en la inactivacion in vivo de las particulas
virales (Hofmann y Strauss, 1998). Mas aun, se ha demostrado la posibilidad de expresar genes
reporteros en la retina de rata, mediante la inyeccion de particulas de baculovirus recombinantes
dentro de cuerpo vitreo, asi como por inyeccién sub-retinal, alcanzando niveles méaximos de
expresion a los 2-3 dias después de la inyeccion (Haeseleer et al., 2001; Li et al., 2005b). Tomando
en cuenta tales consideraciones, 10 pl de una solucién de BacFlt-GFP (aproximadamente 1x10’
UFP) o vehiculo (ver materiales y métodos), fueron inyectados en la cavidad vitrea del ojo de ratas
adultas. Posteriormente, 3 dias después de la inyeccion las ratas fueron sacrificadas, las retinas
fueron rapidamente extraidas, fijadas y analizadas utilizando un microcopio de epifluorescencia
equipado con un filtro para observar la fluorescencia de GFP. La inyeccion de las particulas virales
de BacFIt-GFP, dentro del cuerpo vitreo, se tradujo en una fuerte expresion del gen reportero gfp y
una gran cantidad de células que expresaron la proteina GFP (GFP+). La mayoria de las células
GFP+ se encontraron principalmente en la membrana limitante interna (ILM, inner limiting
membrane) asi como en la capa de las células ganglionares (GCL, ganglion cell layer) (Figura 15A
y B). Con el objeto de confirmar el fenotipo de las células transducidas (i.e., GFP+), se realizaron
experimentos de inmunofluorescencia contra la glicoproteina de adhesién, factor de von Willebrand
(VWEF, von Willebrand factor), el cual es un marcador especifico de células endoteliales (Blann,
2006). Las células GFP+ co-localizaron frecuentemente (70 %, n=10, Figura 15J) con el anticuerpo
anti-vWF (Figura 15B,C y D), confirmando de esta manera el fenotipo endotelial de las células
transducidas in vivo mediante BacFIt-GFP. En contraste, las retinas de las ratas inyectadas con el
vehiculo no mostraron sefial positiva a GFP (Figura 15F y G).

Para analizar con un mayor detalle que BacFIt-GFP efectivamente dirige una expresion en el
endotelio vascular, se llevo a acabo un analisis mediante microscopia confocal de cortes de 12 um,
de las retinas tratadas con las particulas virales y con el vehiculo (Figura 13H e ). Las
reconstrucciones tridimensionales (3D), de cortes Opticos de 0.3 um (aproximadamente 30

imagenes), procesados para eliminar la fluorescencia de fondo (ver materiales y métodos),



mostraron claramente un patron de vasos sanguineos marcados con el anticuerpo anti-vWF (marca
roja), los cuales co-localizaron con la fluorescencia de GFP en las retinas tratadas con BacFlt-GFP
(color amarillo), mientras que no se observo fluorescencia de GFP en las retinas control (Figura
15H e 1).

En un intento por aumentar la frecuencia de las células que expresaban la proteina GFP in vivo en
las células transducidas con BacFIt-GFP, administramos TSA y ButNa; sin embargo, en todos los
casos se observo una fuerte reaccion de inflamacion en los animales tratados, mostrandose la
incapacidad de utilizar la TSA y el ButNa in vivo en la retina de las ratas.

En resumen, estos resultados demuestran que el baculovirus BacFlt-GFP tiene la capacidad de
dirigir una expresion tejido-especifica de gfp in vivo en el endotelio vascular de la retina de rata,
sugiriendo ademas, que el promotor de flt-1 mantiene su especificidad de expresion tanto in vitro

como in vivo en el contexto del genoma del baculovirus.
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Figura 15. BacFIt-GFP dirige la expresién de gfp al endotelio vascular de la retina. Aproximadamente 10 pl de una
solucién del baculovirus BacFIt-GFP (1x10” UFP de particulas virales) o vehiculo (PBS), fueron inyectados en la
cavidad vitrea del ojo de rata. Tres dias después de la inyeccion del virus, las ratas fueron sacrificadas y las retinas
fueron procesadas para inmunofluorescencia, utilizando un anticuerpo contra el Factor de von Willebrand (VWF, en
rojo) y DAPI para tefiir la cromatina del nicleo (en azul) (ver materiales y métodos). Cortes representativos de retinas
de ojos inyectados con BacFIt-GFP (A, B, C y D) o vehiculo (E, F y G). Estas mismas secciones fueron evaluadas
mediante microscopia de contraste de fases (A y E) y con anticuerpos contra VWF acoplados a rodamina (en rojo) y la
fluorescencia de la proteina GFP (en verde). La combinacion de las imégenes muestra la co-localizacion de rojo y verde
(en amarillo) en estructuras semejantes a capilares (rectangulos C, D y G) obtenidos de las &reas marcadas con los
rectangulos pequefios (lineas punteadas) de B y F. Reconstrucciones tri-dimensionales (3D) obtenidas mediante
microscopia confocal de retinas inyectadas con el vehiculo (H) o con BacFIt-GFP (I). En rojo se muestra VWF
marcando la localizacién de vasos sanguineos. La co-localizacion de la fluorescencia en rojo (VWF) y verde (GFP), se
muestra en amarillo (cabezas de flecha en 1). (J) Porcentaje de co-localizacion entre VWF y GFP en retinas inyectadas
con BacFIt-GFP (n= 10 animales). Abreviaturas: RPE, retinal pigment epithelium (epitelio pigmentado de la retina);
GCL, ganglion cell layer (capa de las células ganglionares); INL, inner nuclear layer (capa nuclear interna); ONL, outer
nuclear layer (capa nuclear externa) e ILM, inner limiting membrane (membrana limitante interna).



VI1I1. DISCUSION

Los baculovirus recombinantes representan una alternativa a los vectores virales actualmente
utilizados para liberar ADN para su expresion en células de mamifero (Hu, 2005). En este estudio,
nosotros evaluamos la posibilidad de utilizar baculovirus para dirigir la expresion de un transgen de
forma tejido-especifica. En los primeros experimentos, se analiz6 la susceptibilidad de transduccion
de diferentes lineas celulares de mamifero utilizando el baculovirus recombinante BacCMV-GFP, el
cual contiene el potenciador y el promotor temprano del citomegalovirus (CM-IE nucleétidos, -655
a +106), dicho promotor es ubicuo y dirige altos niveles de expresion en células de diferentes
tejidos. La transduccién mediante BacCMV-GFP se demostro en las células endoteliales BUVEC-
E6E7-1, en las células de glioma de rata, C6; en las células de hepatoma humano, HepG2; en las
células de rifion de embrion humano, HEK293; y en la linea celular de insulinoma de rata, RINm5F.
De todas las lineas celulares utilizadas, la mas susceptible a la transduccion por BacCMV-GFP fue
la linea celular HepG2, tal como se ha demostrado previamente incluyendo otras lineas celulares
derivadas de hepatoma y de cultivo primario de hepatocitos (Hofmann et al., 1995; Boyce y Bucher,
1996). Por otro lado, la linea celular RIN-m5F fue la menos susceptible de ser transducida (14.4 %,
GFP+). En contraste a estos resultados, Ma et al., (2000) demostraron que un baculovirus contiendo
la misma secuencia promotora (CM-IE) fue capaz de transducir cultivos primarios de células de
islotes pancreaticos de raton y humano, alcanzandose una eficiencia del 85 % de células
transducidas (Ma et al., 2000). No obstante, en dicho estudio la produccion de la proteina GFP fue
analizada por inmunofluorescencia y no por citometria de flujo, tal como se llevo a cabo en este
trabajo, por tanto; estas diferencias en el andlisis podrian explicar la diferencia en los resultados.

La linea celular de glioma de rata C6, fue muy susceptible a la transduccién por BacCMV-GFP,
resultados muy similares fueron observados utilizando la linea celular de glioma humano CH235
(datos no mostrados). De manera semejante, Wang et al., (2006) demostraron que la linea celular
C6 es susceptible a la transduccion por baculovirus recombinantes (>50 % de células GFP+) a 100
MOI (Wang et al., 2006).

Previamente se reportd que la linea celular endotelial de carcinoma humano ECV-304, fue
practicamente incapaz de ser transducida por baculovirus recombinantes (21 % de las células
transducidas a una MOI de 1000); sin embargo, nuestros resultados demuestran que la linea celular
endotelial BUVEC-E6E7-1, parece ser mas susceptible a la transduccién por BacCMV-GFP (>66 %
de las células transducidas a una MOI de 100) (Airenne et al., 2000). No obstante, en un intento de
incluir una linea celular endotelial diferente a BUVEC-EGE7-1 utilizamos la linea celular endotelial
de aorta de bovino BAEC; sin embargo, no logramos observar la expresion de gfp incluso a una
MOI de 1000 y 5 mM de ButNa. En este sentido, Kukkonen et al., (2003) reportaron que la linea

celular de osteosarcoma MG63; la linea celular endotelial EAHY'; y la linea celular de osteoblastos



de humano NHO; fueron incapaces de ser transducidas a 1000 MOI y en presencia de ButNa 10
mM, por un baculovirus recombinante llevando en gen lacZ bajo el promotor CMV (Kukkonen et
al., 2003). En ese mismo estudio, se demostro que los baculovirus recombinantes entraron en todas
las lineas celulares; sin embargo, en todas ellas el virus fue incapaz de llegar al nicleo (Kukkonen
et al., 2003). Un fenémeno similar pudiera llevarse a cabo en las células BAEC; sin embargo, se
requieren experimentos adicionales para confirmar la entrada de las particulas virales y su llegada al
nucleo.

Uno de los mecanismos mejor estudiados de regulacién de la expresion génica ha sido las
modificaciones post-traduccionales de las histonas (Strahl y Allis, 2000; Zhang y Reinberg, 2001).
En este sentido, los estados de acetilacion y desacetilacion de las histonas se correlacionan con los
estados de activacion y de represion de la expresion de genes (Strahl y Allis, 2000; Zhang y
Reinberg, 2001). Previamente, se ha demostrado que el ButNa bloquea la desacetilacion de las
histonas induciendo con ello la acetilacion de las mismas (Davie, 2003). El tratamiento con ButNa
de las distintas lineas celulares transducidas con BaCMV-GFP, claramente promovié un aumento
en la expresién del transgen. Mas aun, el efecto provocado por el ButNa fue independiente del
promotor utilizado, ya que resultados muy similares fueron observados tanto en el nimero de
células GFP+ asi como en los niveles de expresion de gfp en las células BUVEC-E6E7-1 y C6,
transducidas con BacFIt-GFP y BacGfap-GFP, respectivamente.

Para confirmar que el bloqueo de la desacetilacion de las histonas es uno de los mecanismos clave
en la reactivacion de la expresion del transgen, utilizamos la TSA, dicho compuesto es un inhibidor
especifico de HDACs (Yoshida y Horinouchi, 1999). A la fecha han sido identificados 17 genes que
codifican para HDACs, 11 de estos genes (miembros de las familias de HDAC llamadas clase | y
clase II), son inhibidos de forma especifica por la TSA (Yoshida y Horinouchi, 1999; Johnstone,
2002; Monneret, 2005). El tratamiento con la TSA, mostrdé un efecto en la reactivacion de la
expresion de gfp en las células transducidas con BacFIt-GFP o BacGfap-GFP. Méas aun, la
reactivacion utilizando la TSA fue més eficiente, ya que se observo su efecto a una concentracion
tan baja como 10 nM, mientras que los efectos maximos fueron observados a una concentracion de
50 nM en las células BUVEC-EGE7-1y de 25 nM en las células C6 transducidas con BacFIt-GFP y
BacGfap-GFP, respectivamente. Tales concentraciones son aproximadamente 10,000 veces
menores que la concentracion de ButNa, utilizada para alcanzar efectos similares en la expresion.
Para determinar si la metilacion del ADN esta implicada en el mecanismo de silenciamiento de la
expresion del transgen en el contexto del genoma viral, tratamos las células con el inhibidor de la
metilacion del ADN, AzaC (Juttermann et al., 1994). Las células transducidas con BacCMV-GFP,
BacFIt-GFP o BacGFAP-GFP, fueron tratadas con 25 uM de AzaC solo o en combinacién con

ButNa o TSA,; sin embargo, no se observo ningun efecto en la reactivacion del transgen cuando el



AzaC fue afadido al medio de cultivo solo o en combinacion con ButNa o TSA (datos no
mostrados). Resultados muy similares fueron reportados recientemente por Kitajima et al., (2006)
en los cuales las células Huh-7, B16, Raw264.7 y YAC-1, transducidas con un baculovirus similar
al reportado en este estudio (BacCMV-GFP), pudieron ser reactivadas por 10 mM de ButNa pero no
por 10 uM de AzaC (Kitajima et al., 2006). Finalmente, para corroborar que el genoma viral esta
implicado en el mecanismo de silenciamiento del transgen, se llevaron a cabo transfecciones
transitorias utilizando los plasmidos pBlueFIt-GFP y pBlueGfap-GFP (ver materiales y métodos) en
las células BUVEC-E6E7-1 y C6, respectivamente, afiadiendo al medio ButNa o TSA. Sin
embargo, las células transfectadas e incubadas con ButNa y TSA, no mostraron un aumento en la
expresion del transgen, en comparacion a las células no tratadas, tal como se evalu6 con la IMF.

En suma, todos estos datos sugieren que la metilacion del ADN aparentemente no juega un papel
preponderante en el mecanismo de silenciamiento del transgen. En contraste, la desacetilacion de
las histonas parece ser un mecanismo especifico de represion de la expresion del transgen en el
contexto del genoma del baculovirus y ademas es independiente del promotor y transgen utilizados
en este estudio; ya que hemos observado resultados similares utilizando los baculovirus BacCMV-
nlacZ y BacGfap-nlacZ, los cuales expresan el gen de la fgalactosidasa bajo el promotor de CMV
y Gfap, respectivamente. Interesantemente, el fendmeno de represion transcripcional de transgenes
liberados mediante particulas de baculovirus no solo se ha observado en células de mamifero, sino
también en células de pollo, pato y de pez (Leisy et al., 2003; Song et al., 2006).

Previamente, se ha demostrado que el ADN del baculovirus es incapaz de integrarse en el genoma
de las células de mamifero (Tjia et al., 1983). Tales hechos aunados a los resultados presentados en
este trabajo, sugieren que puede existir una asociacion entre el ADN viral episomal y las histonas de
las células de mamifero para formar estructuras similares a nucleosomas y por lo tanto la
cromatinizacion del genoma viral.

Por otro lado, dentro de las NCs el ADN del baculovirus se encuentra asociado a la proteina P6.9
viral, formando una estructura semejante a un nucleosoma (Tweeten et al., 1980; Miller et al.,
1983a; Kelly y Lescott, 1984; Wilson y Consigli, 1985b; Wilson, 1988). Por tanto, existe la
posibilidad de que esta proteina pueda ser sujeta a modificaciones epigenéticas por acetilacion y
desacetilacion, dando lugar al acceso de la maquinaria transcripcional de la célula de mamifero.
Recientemente se demostrd la asociacion del ADN episomal de AAV y la histona H3 acetilada
(Okada et al., 2006). Es probable que una asociacién similar pudiera estarse llevando a cabo entre el
genoma del baculovirus y las histonas de mamifero, de ser posible, estudios de inmunoprecipitacion
de la cromatina (Chip, chromatin immunoprecipitation), permitirian explorar la probable asociacion
de ciertas regiones del ADN viral y las proteinas que pudieran estar modulando la estructura de la

cromatina y/o las caracteristicas transcripcionales de ciertas regiones de DNA (eg., el cassette de



expresion del transgen). Mas adn, Bishop et al., (2006) demostraron que existe una influencia de la
posicion espacial nuclear, en la expresion de transgenes episomales liberados mediante particulas
similares a particulas virales (VLPs, virus-like particles) (Bishop et al., 2006). En dicho estudio, el
ADN episomal fue liberado eficientemente por las VLPs e inmediatamente silenciado y localizado
en regiones de heterocromatina centromérica. Mas aun, la activacion de la expresion ya sea
mediante factores transcripcionales o inhibidores de HDACSs, tales como TSA, reactivaron
eficientemente la expresion y re-localizaron el ADN episomal en zonas asociadas a eucromatina
(Bishop et al., 2006). Resultados preliminares de hibridacion in situ para localizar el ADN del
baculovirus en las células de mamifero, han demostrado una localizacion preferencial hacia la
periferia nuclear (Luz-Madrigal A y Hernandez-Hernandez A., datos no publicados), un sitio
enriquecido en heterocromatina (Sadoni et al., 1999; Skalnikova et al., 2000; Kozubek et al., 2002).
Por tanto, existe la posibilidad de que la posicion espacial nuclear del ADN viral, pudiera tener
consecuencias en los niveles de expresion en las células transducidas con baculovirus. Sin embargo,
es necesario llevar a cabo estudios complementarios para demostrar: 1) la asociacion del ADN viral
con histonas que contengan marcas de represion y/o activacion 2) la asociacion entre el ADN
episomal y regiones de heterocromatina (e.g., la asociacion con la proteina asociada a
heterocromatina, HP1) y 3) la posible re-localizacion del ADN viral después del tratamiento con
inhibidores de HDACs. Por otro lado, los aisladores cromatinicos conocidos también como
“insulators”, son secuencias de ADN que funcionan como barrera entre genes diferencialmente
regulados (Valenzuela y Kamakaka, 2006). Dichas secuencias, pueden ser utilizadas para prevenir
el silenciamiento, de transgenes liberados mediante particulas de baculovirus. En este sentido,
Recillas-Targa et al., (2002) demostraron que enmarcando un cassette de expresién con un
fragmento de ADN de 250 pb proveniente de locus de la p-globina de pollo (cHS4), fue posible
proteger el transgen de los efectos de silenciamiento de la cromatina circundante y de la extincion
de la expresion durante largos periodos de tiempo (Recillas-Targa et al., 2002). Méas aun,
recientemente Rincdn-Arano et al., (2007) demostraron que el efecto de proteccion por el aislador
cHS4, se lleva a cabo incluso en regiones de heterocromatina telomérica, sugiriendo con ello que
dicho aislador funciona en distintos contextos epigendémicos, incluyendo aquellos que corresponden
a una heterocromatina constitutiva (Rincon-Arano et al., 2007). A la fecha, el aislador cHS4 ha sido
incorporado en distintos virus con la finalidad de proteger el transgen del silenciamiento o
activacion de la expresion, estos incluyen retrovirus, lentivirus e interesantemente virus episomales
tales como los Ad, aunque en éste ultimo el transgen fue protegido de efectos de activacion y no de
silenciamiento (Recillas-Targa et al., 2004). A pesar de que el uso de los aisladores cromatinicos
representa una poderosa estrategia para proteger el transgen de los efectos de posicién, las

principales limitaciones de su uso en contextos virales, radican en la disminucion en el titulo de las



particulas virales asi como en su estabilidad (Recillas-Targa et al., 2004; Ellis y Yao, 2005; Yi et
al., 2005). No obstante, la utilizacion del aislador cHS4 podria potencialmente prevenir el
silenciamiento de trangenes liberados mediante particulas de baculovirus.

Se ha demostrado que las secuencias virales, incluyendo elementos reguladores de la transcripcion
viral, interfieren con la expresion de los promotores exdgenos utilizados para dirigir la expresion de
un transgen (Imler et al., 1996; Ring et al., 1996; Shi et al., 1997). Los resultados aqui mostrados,
demuestran que la expresion tejido-especifica dirigida por los promotores utilizados en este estudio
(i.e., promotores de flt-1 y de gfap) no se afecta por el contexto del genoma del baculovirus, ni por
los efectos de silenciamiento, ya que BacFIt-GFP tuvo una mayor actividad transcripcional en las
células BUVEC-E6E7-1 (112 % relativo a BacCMV-GFP, n=4) y BacGfap-GFP tuvo la mayor
actividad transcripcional en las células derivadas de astrocitos C6 y CH235 (30.62 % y 35.13 %
respectivamente, relativo a BacCMV-GFP, n=4), comparados con la actividad transcripcional
manifestada en las otras lineas celulares de diferentes tejidos. Interesantemente, los niveles de
expresion obtenidos en las células BUVEC-E6E7-1 transducidas con BacFIt-GFP, se lograron
utilizando 100 MOI del baculovirus. En contraste, se han reportado niveles similares de expresion
en células HUVEC y HSVEC, utilizando 500 MOI de un Ad recombinante (RAdFLT-1) con la
misma secuencia promotora reportada en este trabajo (Nicklin et al., 2001b). Experimentos
preliminares de transduccion utilizando BacFIt-GFP en células HUVEC, han demostrado que se
obtienen niveles similares de expresion a los obtenidos en las células BUVEC-EGE7-1, en presencia
de inhibidores de HDACs (ButNa y TSA) (Luz-Madrigal A y Ventura JL, datos no publicados).

Por otro lado, los resultados obtenidos en los niveles de expresion de las células C6 y CH235
transducidas con BacGfap-GFP, fueron similares a los resultados de Wang CY et al., (2006) en los
cuales un baculovirus con la secuencia del promotor de gfap de rata (BV-GFAP-Luc), dirigié
niveles de expresion de 10 a 100 veces menores comparados con los niveles de expresion obtenidos
por un baculovirus con la secuencia del promotor de CMV (BV-CMV-Luc); sin embargo, en dicho
estudio no se utilizaron inhibidores de HDACs (Wang et al., 2006).

Con el objeto de analizar la expresion tejido-especifica in vivo en el endotelio vascular de la retina,
inyectamos particulas del baculovirus BacFIt-GFP en el cuerpo vitreo de ratas adultas. Los
resultados demostraron que un gran namero células GFP+, se observaron frecuentemente en la
membrana limitante interna (ILM) y en la capa que corresponde a las células ganglionares (GCL),
de alguna manera estos resultados eran de esperarse debido a la cercania con el lugar de inyeccion
de las particulas virales (i.e., el vitreo). De cuerdo a estos resultados, se han identificado los ARNs
mensajeros enddgenos para los receptores VEGFR1 y VEGFR-2 (también conocidos como Flt-1 y
KDR, respectivamente); ademas, se ha identificado a la proteina de Flt-1, en las capas nuclear

interna y la que corresponde a las células ganglionares, sugiriendo con ello la actividad



transcripcional y de sintesis de la proteina Flt-1 en estas zonas de la retina (Kim et al., 1999; Shih et
al., 2003). Por otro lado, los resultados de inmunofluorescencia contra el factor de von Willebrand
(VWF) y el analisis mediante microscopia de fluorescencia y microscopia confocal, demostraron
que la mayoria de las células GFP+ (70 %, n=10), colocalizaron con la marca del anticuerpo contra
el VWF y en estructuras similares a vasos sanguineos, sugiriendo de esta manera la especificidad de
la expresion del transgen in vivo, es decir, en el endotelio vascular de la retina.

Es importante recalcar la deteccion directa de la fluorescencia derivada de la proteina GFP a partir
de los cortes de retina de las ratas tratadas con BacFIt-GFP (ver materiales y métodos), incluso en
ausencia de inhibidores de HDACs. Tales resultados, pueden ser debidos a que el promotor de flt-1
dirige altos niveles de expresion en las células endoteliales y dicha expresion puede contrarrestar el
posible silenciamiento del transgen in vivo. Sin embargo, en un intento por incrementar la expresion
del transgen inyectamos particulas del baculovirus BacFIt-GFP junto con TSA; sin embargo, los
ojos de las ratas tratadas, aparecieron dafiadas aunado a una fuerte inflamacion de las mismas,
sugiriendo un efecto toxico de la TSA en el ojo de la rata.

Previamente, se ha reportado la expresion de un transgen en la retina de rata mediante baculovirus
recombinantes (Haeseleer et al., 2001). En dicho estudio, la inyeccién en el cuerpo vitreo de un
baculovirus expresando el gen reportero de la GFP bajo el promotor de CMV, pudo transducir
células de las capas nuclear interna y la que corresponde a las células ganglionares, ademas del
endotelio pigmentado de la retina (RPE). En contraste, los resultados de este estudio muestran una
expresion restringida de GFP, en areas principalmente enriquecidas de vasos sanguineos (e.g., GCL
e INL) (Kim et al., 1999; Shih et al., 2003).

Finalmente, para analizar la expresion tejido-especifica mediada por BacGfap-GFP en astrocitos in
vivo en el cerebro de rata, se inyectaron esterotaxicamente en el hipocampo (CA3) 5 ul de una
solucién de particulas del baculovirus BacGfap-GFP (1x10'° UFP); sin embargo, a pesar de
multiples intentos, no se logré observar la expresion del transgen, sugiriendo que los niveles de
expresion dirigidos por el promotor de gfap, son insuficientes para contrarrestar el posible efecto
del silenciamiento del transgen in vivo. No obstante, el uso de inhibidores de HDACsS, tales como el
SAHA (suberoylanilida hydroxamic acid), el cual ha demostrado atravesar la barrera
hematoencefalica, pudiera reactivar la expresion del transgen liberado mediante BacGfap-GFP en el
cerebro (Hockly et al., 2003; Gui et al., 2004; Mitsiades et al., 2004).

En resumen, los resultados presentados en este trabajo indican que: 1) los baculovirus son capaces
transducir células de mamifero de diferentes tejidos; 2) existe un aumento en la expresion del
transgen mediante inhibidores de HDACs (ButNa y TSA), lo cual sugiere que el ADN del
baculovirus forma estructuras semejantes a nucleosomas al internalizarse a las células de mamifero;

3) la especificidad de la expresion del transgen mediante promotores tejido-especificos (i.e.,



promotores de flt-1 y gfap) es mantenida en el contexto del genoma viral y 4) los resultados de
transduccion in vivo mediante BacFIt-GFP demuestran que es posible dirigir la expresion de un

transgen en el endotelio vascular de la retina, mediante el uso de baculovirus recombinantes.



IX. CONCLUSIONES

Los datos obtenidos con este trabajo permitieron llegar a las siguientes conclusiones generales:

1. Los baculovirus son capaces transducir células de mamifero de diferentes tejidos.

2. Existe un silenciamiento de la expresion del transgen en el contexto del genoma viral el cual
puede ser evitado mediante el uso de inhibidores de desacetilasas de histonas, sugiriendo de esta
manera que el ADN viral puede formar una estructura semejante a un nucleosoma al internalizarse

en las células de mamifero.

3. Los resultados sugieren que la metilacion del ADN aparentemente no juega un papel
preponderante en el mecanismo de silenciamiento del transgen, ya que no se observé ningun efecto
en la actividad transcripcional con el tratamiento de las células con el inhibidor de la metilacion del
ADN.

4. La expresion tejido-especifica dirigida por los promotores utilizados en este estudio (i.e.,
promotores de gfap y flt-1), no se afecta por el contexto del genoma del baculovirus ni por los

efectos de silenciamiento.

5. Es posible utilizar baculovirus recombinantes para dirigir la expresion de un transgen in vivo en

el endotelio vascular de la retina.



X. PERSPECTIVAS

Los baculovirus recombinantes han demostrado ser eficientes para transducir células de mamifero
de diferentes tejidos. Debido a su naturaleza no replicativa, su capacidad para incorporar una gran
cantidad de ADN en el cassette de expresion y su facil produccion, hacen de estos virus una
herramienta para expresar genes en células de mamifero tanto in vitro como in vivo (Hu, 2005). No
obstante, a pesar de tales ventajas, el desarrollo de los vectores de baculovirus se encuentra en una
etapa inicial de desarrollo. La modificacion de la superficie del baculovirus, en particular la proteina
GP64, representa una alternativa para incorporar péptidos, anticuerpos completos o anticuerpos de
cadena unica (scFv), asi como ligandos, para dirigir su entrada de manera selectiva a células blanco
(direccionamiento transduccional). La naturaleza episomal del ADN del baculovirus restringe el
tiempo de expresion del transgen, lo cual es particularmente relevante si se requiere una expresion
sostenida a largo plazo (meses e incluso afios). Una alternativa, puede ser el desarrollo de vectores
hibridos tales como baculovirus/AAV, con la finalidad de integrar el cassette de expresion en el
genoma de la célula transducida. Por otro lado, el estudio de los mecanismos del silenciamiento del
transgen, incluyendo la localizacion del ADN viral dentro del nucleo, su asociacion a zonas de
represion transcripcional, ademas de su probable interaccion con la cromatina de mamifero,
permitiria entender mejor el proceso de transduccion para disefiar vectores de baculovirus mas
eficientes. La incorporacion en el cassette de expresion viral de las secuencias de ADN, conocidas
como aisladores cromatinicos, tales como el aislador del locus de la S-globina de pollo (cHS4),
podria potencialmente prevenir el silenciamiento de la expresion en el contexto del genoma del
baculovirus.

La propiedad del baculovirus para desplegar proteinas completas en su superficie, ademas de su uso
como vector de transferencia de material genético, puede permitir el desarrollo de baculovirus
recombinantes como presentadores de antigenos en su superficie, aunado a la expresion de un
transgen con fines de vacunacion.

Finalmente, los estudios llevados a cabo en este trabajo demuestran por primera vez la transferencia
de material genético in vivo en células endoteliales mediante baculovirus recombinantes. Sin
embargo, se requieren estudios adicionales para demostrar el uso de los baculovirus como vectores

de transferencia genica en el endotelio vascular de la retina con fines terapéuticos.



XI. REFERENCIAS

ABE, T., HEMMI, H., MIYAMOTO, H., MORIISHI, K., TAMURA, S., TAKAKU, H., AKIRA,
S., and MATSUURA, Y. (2005). Involvement of the Toll-like receptor 9 signaling pathway
in the induction of innate immunity by baculovirus. Journal of virology 79, 2847-2858.

AFONSO, C.L., TULMAN, E.R., LU, Z., BALINSKY, C.A., MOSER, B.A., BECNEL, J.J.,
ROCK, D.L., and KUTISH, G.F. (2001). Genome sequence of a baculovirus pathogenic for
Culex nigripalpus. Journal of virology 75, 11157-11165.

AHRENS, C.H., RUSSELL, R.L., FUNK, C.J., EVANS, J.T., HARWOOD, S.H., and
ROHRMANN, G.F. (1997). The sequence of the Orgyia pseudotsugata multinucleocapsid
nuclear polyhedrosis virus genome. Virology 229, 381-399.

AIRENNE, K.J., HILTUNEN, M.O., TURUNEN, M.P., TURUNEN, A.M., LAITINEN, O.H.,
KULOMAA, M.S., and YLA-HERTTUALA, S. (2000). Baculovirus-mediated
periadventitial gene transfer to rabbit carotid artery. Gene therapy 7, 1499-1504.

ANDERSEN, J.K., GARBER, D.A., MEANEY, C.A., and BREAKEFIELD, X.0. (1992). Gene
transfer into mammalian central nervous system using herpes virus vectors: extended
expression of bacterial lacZ in neurons using the neuron-specific enolase promoter. Human
gene therapy 3, 487-499.

ASHOUR, M.B., RAGHEB, D.A., EL-SHEIKH EL, S.A.,, GOMAA EL, A A., KAMITA, S.G., and
HAMMOCK, B.D. (2007). Biosafety of recombinant and wild type nucleopolyhedroviruses
as bioinsecticides. International journal of environmental research and public health 4, 111-
125.

AYRES, M.D., HOWARD, S.C., KUZIO, J., LOPEZ-FERBER, M., and POSSEE, R.D. (1994).
The complete DNA sequence of Autographa californica nuclear polyhedrosis virus.
Virology 202, 586-605.

BAKER, AH., KRITZ, A., WORK, L.M., and NICKLIN, S.A. (2005). Cell-selective viral gene
delivery vectors for the vasculature. Experimental physiology 90, 27-31.

BARSOUM, J., BROWN, R., MCKEE, M., and BOYCE, F.M. (1997). Efficient transduction of
mammalian cells by a recombinant baculovirus having the vesicular stomatitis virus G
glycoprotein. Human gene therapy 8, 2011-2018.

BENITEZ, J.A., and SEGOVIA, J. (2003). Gene therapy targeting in the central nervous system.
Current gene therapy 3, 127-145.

BIDESHI, D.K., BIGOT, Y., and FEDERICI, B.A. (2000). Molecular characterization and
phylogenetic analysis of the Harrisina brillians granulovirus granulin gene. Archives of
virology 145, 1933-1945.

BILELLO, J.P., CABLE, E.E., MYERS, R.L., and ISOM, H.C. (2003). Role of paracellular
junction complexes in baculovirus-mediated gene transfer to nondividing rat hepatocytes.
Gene therapy 10, 733-749.

BISHOP, C.L., RAMALHO, M., NADKARNI, N., MAY KONG, W., HIGGINS, C.F., and
KRAUZEWICZ, N. (2006). Role for centromeric heterochromatin and PML nuclear bodies
in the cellular response to foreign DNA. Molecular and cellular biology 26, 2583-2594.

BLANN, A.D. (2006). Plasma von Willebrand factor, thrombosis, and the endothelium: the first 30
years. Thromb Haemost 95, 49-55.

BLISSARD, G.W., KOGAN, P.H., WEI, R., and ROHRMANN, G.F. (1992). A synthetic early
promoter from a baculovirus: roles of the TATA box and conserved start sitt CAGT
sequence in basal levels of transcription. Virology 190, 783-793.

BLISSARD, G.W., QUANT-RUSSELL, R.L., ROHRMANN, G.F., and BEAUDREAU, G.S.
(1989). Nucleotide sequence, transcriptional mapping, and temporal expression of the gene
encoding p39, a major structural protein of the multicapsid nuclear polyhedrosis virus of
Orgyia pseudotsugata. Virology 168, 354-362.



BLISSARD, G.W., and ROHRMANN, G.F. (1989). Location, sequence, transcriptional mapping,
and temporal expression of the gp64 envelope glycoprotein gene of the Orgyia
pseudotsugata multicapsid nuclear polyhedrosis virus. Virology 170, 537-555.

BLISSARD, G.W., and ROHRMANN, G.F. (1990). Baculovirus diversity and molecular biology.
Annual review of entomology 35, 127-155.

BLISSARD, G.W., and ROHRMANN, G.F. (1991). Baculovirus gp64 gene expression: analysis of
sequences modulating early transcription and transactivation by IE1. Journal of virology 65,
5820-5827.

BLISSARD, G.W., and WENZ, J.R. (1992). Baculovirus gp64 envelope glycoprotein is sufficient
to mediate pH-dependent membrane fusion. Journal of virology 66, 6829-6835.

BOHN, M.C. (2004). Motoneurons crave glial cell line-derived neurotrophic factor. Experimental
neurology 190, 263-275.

BOUBLIK, Y., DI BONITO, P., and JONES, 1.M. (1995). Eukaryotic virus display: engineering the
major surface glycoprotein of the Autographa californica nuclear polyhedrosis virus
(ACNPV) for the presentation of foreign proteins on the virus surface. Bio/technology
(Nature Publishing Company) 13, 1079-1084.

BOYCE, F.M., and BUCHER, N.L. (1996). Baculovirus-mediated gene transfer into mammalian
cells. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 93,
2348-2352.

BRAUNAGEL, S.C., RUSSELL, W.K., ROSAS-ACOSTA, G., RUSSELL, D.H., and SUMMERS,
M.D. (2003). Determination of the protein composition of the occlusion-derived virus of
Autographa californica nucleopolyhedrovirus. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 100, 9797-9802.

BRENNER, M., KISSEBERTH, W.C., SU, Y., BESNARD, F., and MESSING, A. (1994). GFAP
promoter directs astrocyte-specific expression in transgenic mice. J Neurosci 14, 1030-1037.

BROWN, M., CRAWFORD, AM., and FAULKNER, P. (1979). Genetic Analysis of a
Baculovirus, Autographa californica Nuclear Polyhedrosis Virus 1. Isolation of
Temperature-Sensitive Mutants and Assortment into Complementation Groups. Journal of
virology 31, 190-198.

CAJERO-JUAREZ, M., AVILA, B., OCHOA, A., GARRIDO-GUERRERO, E., VARELA-
ECHAVARRIA, A., MARTINEZ DE LA ESCALERA, G., and CLAPP, C. (2002).
Immortalization of bovine umbilical vein endothelial cells: a model for the study of vascular
endothelium. European journal of cell biology 81, 1-8.

CAMBI, F., FUNG, B., and CHIKARAISHI, D. (1989). 5' flanking DNA sequences direct cell-
specific expression of rat tyrosine hydroxylase. Journal of neurochemistry 53, 1656-1659.

CARBONELL, L.F., HODGE, M.R., TOMALSKI, M.D., and MILLER, L.K. (1988). Synthesis of
a gene coding for an insect-specific scorpion neurotoxin and attempts to express it using
baculovirus vectors. Gene 73, 409-418.

CARBONELL, L.F., KLOWDEN, M.J., and MILLER, L.K. (1985). Baculovirus-mediated
expression of bacterial genes in dipteran and mammalian cells. Journal of virology 56, 153-
160.

CARPENTIER, D.C., GRIFFITHS, C.M., and KING, L.A. (2008). The baculovirus P10 protein of
Autographa californica nucleopolyhedrovirus forms two distinct cytoskeletal-like structures
and associates with polyhedral occlusion bodies during infection. Virology 371, 278-291.

CARSTENS, E.B., LU, A.L,, and CHAN, H.L. (1993). Sequence, transcriptional mapping, and
overexpression of p47, a baculovirus gene regulating late gene expression. Journal of
virology 67, 2513-2520.



CARSTENS, E.B., and WU, Y. (2007). No single homologous repeat region is essential for DNA
replication of the baculovirus Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus. The
Journal of general virology 88, 114-122.

CHEN, X., WF, 1J.,, TARCHINI, R., SUN, X., SANDBRINK, H., WANG, H., PETERS, S,
ZUIDEMA, D., LANKHORST, R.K., VLAK, J.M., and HU, Z. (2001). The sequence of the
Helicoverpa armigera single nucleocapsid nucleopolyhedrovirus genome. The Journal of
general virology 82, 241-257.

CHEN, X., ZHANG, W.J.,, WONG, J., CHUN, G., LU, A., MCCUTCHEN, B.F., PRESNAIL, J.K.,
HERRMANN, R., DOLAN, M., TINGEY, S., HU, ZH., and VLAK, J.M. (2002).
Comparative analysis of the complete genome sequences of Helicoverpa zea and
Helicoverpa armigera single-nucleocapsid nucleopolyhedroviruses. The Journal of general
virology 83, 673-684.

CHENG, T., XU, C.Y., WANG, Y.B., CHEN, M., WU, T., ZHANG, J., and XIA, N.S. (2004). A
rapid and efficient method to express target genes in mammalian cells by baculovirus.
World J Gastroenterol 10, 1612-1618.

CHO, H.S., KIM, K.R., KIM, Y.K., and CHA, H.J. (2007). Statistical determination of optimal
baculovirus infection condition for recombinant protein production in Drosophila S2 cells.
Applied biochemistry and biotechnology 142, 243-252.

CINES, D.B., POLLAK, E.S., BUCK, C.A., LOSCALZO, J., ZIMMERMAN, G.A., MCEVER,
R.P.,, POBER, J.S., WICK, T.M., KONKLE, B.A., SCHWARTZ, B.S., BARNATHAN,
E.S., MCCRAE, K.R., HUG, B.A., SCHMIDT, AM., and STERN, D.M. (1998).
Endothelial cells in physiology and in the pathophysiology of vascular disorders. Blood 91,
3527-3561.

CLAY, W.C., CONDREAY, J.P.,, MOORE, L.B., WEAVER, S.L., WATSON, M.A., KOST, T.A,,
and LORENZ, J.J. (2003). Recombinant baculoviruses used to study estrogen receptor
function in human osteosarcoma cells. Assay and drug development technologies 1, 801-
810.

CORTI, O., SABATE, O., HORELLOU, P., COLIN, P., DUMAS, S., BUCHET, D., BUC-
CARON, M.H., and MALLET, J. (1999a). A single adenovirus vector mediates
doxycycline-controlled expression of tyrosine hydroxylase in brain grafts of human neural
progenitors. Nature biotechnology 17, 349-354.

CORTI, O., SANCHEZ-CAPELO, A., COLIN, P., HANOUN, N., HAMON, M., and MALLET, J.
(1999b). Long-term doxycycline-controlled expression of human tyrosine hydroxylase after
direct adenovirus-mediated gene transfer to a rat model of Parkinson's disease. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America 96, 12120-12125.

COUCH, J.A. (1974). An enzootic nuclear polyhedrosis virus of pink shrimp: ultrastructure,
prevalence, and enhancement. Journal of invertebrate pathology 24, 311-331.

COWAN, P.J., SHINKEL, T.A., WITORT, E.J.,, BARLOW, H., PEARSE, M.J., and D'APICE, A.J.
(1996). Targeting gene expression to endothelial cells in transgenic mice using the human
intercellular adhesion molecule 2 promoter. Transplantation 62, 155-160.

DAI, X., WILLIS, L.G., HUNSKENS, I., PALLI, S.R., and THEILMANN, D.A. (2004). The acidic
activation domains of the baculovirus transactivators IE1 and IEQ are functional for
transcriptional activation in both insect and mammalian cells. The Journal of general
virology 85, 573-582.

DAVIDSON, B.L., and BREAKEFIELD, X.O. (2003). Viral vectors for gene delivery to the
nervous system. Nat Rev Neurosci 4, 353-364.

DAVIE, J.R. (2003). Inhibition of histone deacetylase activity by butyrate. J Nutr 133, 2485S-
2493S.



DE JONG, J.G., LAUZON, H.A., DOMINY, C., POLOUMIENKO, A., CARSTENS, E.B., ARIF,
B.M.,, and KRELL, P.J. (2005). Analysis of the Choristoneura fumiferana
nucleopolyhedrovirus genome. The Journal of general virology 86, 929-943.

DEGLON, N., and HANTRAYE, P. (2005). Viral vectors as tools to model and treat
neurodegenerative disorders. The journal of gene medicine 7, 530-539.

DELANEY, W.E.T., and ISOM, H.C. (1998). Hepatitis B virus replication in human HepG2 cells
mediated by hepatitis B virus recombinant baculovirus. Hepatology (Baltimore, Md 28,
1134-1146.

DICKSON, J.A., and FRIESEN, P.D. (1991). Identification of upstream promoter elements
mediating early transcription from the 35,000-molecular-weight protein gene of Autographa
californica nuclear polyhedrosis virus. Journal of virology 65, 4006-4016.

DO THI, N.A,, SAILLOUR, P., FERRERO, L., DEDIEU, J.F., MALLET, J., and PAUNIO, T.
(2004). Delivery of GDNF by an E1,E3/E4 deleted adenoviral vector and driven by a GFAP
promoter prevents dopaminergic neuron degeneration in a rat model of Parkinson's disease.
Gene therapy 11, 746-756.

DONG, C,, LI, D., LONG, G., DENG, F., WANG, H., and HU, Z. (2005). Identification of
functional domains required for HearNPV P10 filament formation. Virology 338, 112-120.

DUISIT, G., SALEUN, S., DOUTHE, S., BARSOUM, J., CHADEUF, G., and MOULLIER, P.
(1999). Baculovirus vector requires electrostatic interactions including heparan sulfate for
efficient gene transfer in mammalian cells. The journal of gene medicine 1, 93-102.

ELLIS, J., and YAO, S. (2005). Retrovirus silencing and vector design: relevance to normal and
cancer stem cells? Current gene therapy 5, 367-373.

ENG, L.F., and GHIRNIKAR, R.S. (1994). GFAP and astrogliosis. Brain pathology (Zurich,
Switzerland) 4, 229-237.

FRIESEN, P.D., and MILLER, L.K. (1986). The regulation of baculovirus gene expression. Current
topics in microbiology and immunology 131, 31-49.

FUJITA, R., MATSUYAMA, T., YAMAGISHI, J., SAHARA, K., ASANO, S., and BANDO, H.
(2006). Expression of Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus genes in
mammalian cells and upregulation of the host beta-actin gene. Journal of virology 80, 2390-
2395.

FUNG, B.P., YOON, S.0., and CHIKARAISHI, D.M. (1992). Sequences that direct rat tyrosine
hydroxylase gene expression. Journal of neurochemistry 58, 2044-2052.

GANDELMAN, K.Y., COKER, G.T., 3RD, MOFFAT, M., and O'MALLEY, K.L. (1990). Species
and regional differences in the expression of cell-type specific elements at the human and rat
tyrosine hydroxylase gene loci. Journal of neurochemistry 55, 2149-2152.

GAO, H.,, WANG, Y., LI, N., PENG, W.P., SUN, Y., TONG, G.Z., and QIU, H.J. (2007). Efficient
gene delivery into mammalian cells mediated by a recombinant baculovirus containing a
whispovirus iel promoter, a novel shuttle promoter between insect cells and mammalian
cells. Journal of biotechnology 131, 138-143.

GARCIA-MARUNIAK, A., MARUNIAK, J.E., ZANOTTO, P.M., DOUMBOUYA, AE., LIU,
J.C., MERRITT, T.M., and LANOIE, J.S. (2004). Sequence analysis of the genome of the
Neodiprion sertifer nucleopolyhedrovirus. Journal of virology 78, 7036-7051.

GIBBONS, G.H., and DZAU, V.J. (1996). Molecular therapies for vascular diseases. Science (New
York, N.Y 272, 689-693.

GLOVER, C.P., BIENEMANN, A.S., HEYWOOD, D.J.,, COSGRAVE, A.S., and UNEY, J.B.
(2002). Adenoviral-mediated, high-level, cell-specific transgene expression: a SYN1-WPRE
cassette mediates increased transgene expression with no loss of neuron specificity. Mol
Ther 5, 509-516.

GOMBART, A.F., PEARSON, M.N., ROHRMANN, G.F., and BEAUDREAU, G.S. (1989). A
baculovirus polyhedral envelope-associated protein: genetic location, nucleotide sequence,
and immunocytochemical characterization. Virology 169, 182-193.



GOMI, S., MAJIMA, K., and MAEDA, S. (1999). Sequence analysis of the genome of Bombyx
mori nucleopolyhedrovirus. The Journal of general virology 80 ( Pt 5), 1323-1337.

GRABHERR, R., ERNST, W., OKER-BLOM, C., and JONES, I. (2001). Developments in the use
of baculoviruses for the surface display of complex eukaryotic proteins. Trends in
biotechnology 19, 231-236.

GRANADOS, R.R., and LAWLER, K.A. (1981). In vivo pathway of Autographa californica
baculovirus invasion and infection. Virology 108, 297-308.

GROSS, C.H., RUSSELL, R.L., and ROHRMANN, G.F. (1994). Orgyia pseudotsugata baculovirus
p10 and polyhedron envelope protein genes: analysis of their relative expression levels and
role in polyhedron structure. The Journal of general virology 75 ( Pt 5), 1115-1123.

GUARINO, L.A., DONG, W., XU, B., BROUSSARD, D.R., DAVIS, R.W., and JARVIS, D.L.
(1992). Baculovirus phosphoprotein pp31 is associated with virogenic stroma. Journal of
virology 66, 7113-7120.

GUARINO, L.A., and SMITH, M. (1992). Regulation of delayed-early gene transcription by dual
TATA boxes. Journal of virology 66, 3733-3739.

GUARINO, L.A., and SMITH, M.W. (1990). Nucleotide sequence and characterization of the 39K
gene region of Autographa californica nuclear polyhedrosis virus. Virology 179, 1-8.
GUARINO, L.A., and SUMMERS, M.D. (1986a). Functional mapping of a trans-activating gene
required for expression of a baculovirus delayed-early gene. Journal of virology 57, 563-

571.

GUARINO, L.A., and SUMMERS, M.D. (1986b). Interspersed Homologous DNA of Autographa
californica Nuclear Polyhedrosis Virus Enhances Delayed-Early Gene Expression. Journal
of virology 60, 215-223.

GUARINO, L.A., XU, B,, JIN, J., and DONG, W. (1998). A virus-encoded RNA polymerase
purified from baculovirus-infected cells. Journal of virology 72, 7985-7991.

GUI, C.Y.,, NGO, L., XU, W.S., RICHON, V.M., and MARKS, P.A. (2004). Histone deacetylase
(HDAC) inhibitor activation of p21WAF1 involves changes in promoter-associated
proteins, including HDAC1. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 101, 1241-1246.

HAESELEER, F., IMANISHI, Y., SAPERSTEIN, D.A., and PALCZEWSKI, K. (2001). Gene
transfer mediated by recombinant baculovirus into mouse eye. Invest Ophthalmol Vis Sci
42, 3294-3300.

HARRISON, R.L., and BONNING, B.C. (2003). Comparative analysis of the genomes of
Rachiplusia ou and Autographa californica multiple nucleopolyhedroviruses. The Journal of
general virology 84, 1827-1842.

HASHIMOTO, M., ARUGA, J., HOSOYA, Y., KANEGAE, Y., SAITO, I., and MIKOSHIBA, K.
(1996). A neural cell-type-specific expression system using recombinant adenovirus vectors.
Human gene therapy 7, 149-158.

HASHIMOTO, Y., HAYAKAWA, T., UENO, Y., FUJITA, T., SANO, Y., and MATSUMOTO, T.
(2000). Sequence analysis of the Plutella xylostella granulovirus genome. Virology 275,
358-372.

HAYAKAWA, T., KO, R., OKANO, K., SEONG, S.I., GOTO, C., and MAEDA, S. (1999).
Sequence analysis of the Xestia c-nigrum granulovirus genome. Virology 262, 277-297.

HAYAKAWA, T., ROHRMANN, G.F., and HASHIMOTO, Y. (2000). Patterns of genome
organization and content in lepidopteran baculoviruses. Virology 278, 1-12.

HEIMPEL, A.M. (1966). Exposure of white mice and guinea pigs to the nuclear-polyhedrosis virus
of the cabbage looper, Trichoplusia ni. Journal of invertebrate pathology 8, 98-102.

HERNIOU, E.A., and JEHLE, J.A. (2007). Baculovirus phylogeny and evolution. Current drug
targets 8, 1043-1050.

HERNIOU, E.A., OLSZEWSKI, J.A., CORY, J.S.,, and O'REILLY, D.R. (2003). The genome
sequence and evolution of baculoviruses. Annual review of entomology 48, 211-234.



HO, Y.C., CHEN, H.C., WANG, K.C., and HU, Y.C. (2004). Highly efficient baculovirus-
mediated gene transfer into rat chondrocytes. Biotechnology and bioengineering 88, 643-
651.

HO, Y.C., CHUNG, Y.C.,, HWANG, S.M., WANG, K.C., and HU, Y.C. (2005). Transgene
expression and differentiation of baculovirus-transduced human mesenchymal stem cells.
The journal of gene medicine 7, 860-868.

HOARE, J., WADDINGTON, S., THOMAS, H.C., COUTELLE, C., and MCGARVEY, M.J.
(2005). Complement inhibition rescued mice allowing observation of transgene expression
following intraportal delivery of baculovirus in mice. The journal of gene medicine 7, 325-
333.

HOCKLY, E., RICHON, V.M., WOODMAN, B., SMITH, D.L., ZHOU, X., ROSA, E.,
SATHASIVAM, K., GHAZI-NOORI, S., MAHAL, A., LOWDEN, P.A., STEFFAN, J.S.,
MARSH, J.L., THOMPSON, L.M., LEWIS, C.M., MARKS, P.A., and BATES, G.P.
(2003). Suberoylanilide hydroxamic acid, a histone deacetylase inhibitor, ameliorates motor
deficits in a mouse model of Huntington's disease. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 100, 2041-2046.

HOESCHE, C., SAUERWALD, A., VEH, R.W., KRIPPL, B., and KILIMANN, M.W. (1993). The
5'-flanking region of the rat synapsin | gene directs neuron-specific and developmentally
regulated reporter gene expression in transgenic mice. The Journal of biological chemistry
268, 26494-26502.

HOFMANN, C., SANDIG, V., JENNINGS, G., RUDOLPH, M., SCHLAG, P., and STRAUSS, M.
(1995). Efficient gene transfer into human hepatocytes by baculovirus vectors. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America 92, 10099-10103.

HOFMANN, C., and STRAUSS, M. (1998). Baculovirus-mediated gene transfer in the presence of
human serum or blood facilitated by inhibition of the complement system. Gene therapy 5,
531-536.

HOHMANN, A.W., and FAULKNER, P. (1983). Monoclonal antibodies to baculovirus structural
proteins: determination of specificities by Western blot analysis. Virology 125, 432-444,

HORTON, H.M., and BURAND, J.P. (1993). Saturable attachment sites for polyhedron-derived
baculovirus on insect cells and evidence for entry via direct membrane fusion. Journal of
virology 67, 1860-1868.

HOWLAND, D.S., HEMMENDINGER, L.M., CARROLL, P.D., ESTES, P.S., MELLONI, R.H.,
JR., and DEGENNARO, L.J. (1991). Positive- and negative-acting promoter sequences
regulate cell type-specific expression of the rat synapsin | gene. Brain research 11, 345-353.

HU, Y.C. (2005). Baculovirus as a highly efficient expression vector in insect and mammalian cells.
Acta pharmacologica Sinica 26, 405-416.

HUH, N.E., and WEAVER, R.F. (1990). Identifying the RNA polymerases that synthesize specific
transcripts of the Autographa californica nuclear polyhedrosis virus. The Journal of general
virology 71 ( Pt 1), 195-201.

HUSER, A., RUDOLPH, M., and HOFMANN, C. (2001). Incorporation of decay-accelerating
factor into the baculovirus envelope generates complement-resistant gene transfer vectors.
Nature biotechnology 19, 451-455.

HWANG, D.Y., CARLEZON, W.A., JR., ISACSON, O., and KIM, K.S. (2001). A high-efficiency
synthetic promoter that drives transgene expression selectively in noradrenergic neurons.
Human gene therapy 12, 1731-1740.

HYINK, O., DELLOW, R.A., OLSEN, M.J., CARADOC-DAVIES, K.M., DRAKE, K,
HERNIOU, E.A., CORY, J.S., OREILLY, D.R., and WARD, V.K. (2002). Whole genome
analysis of the Epiphyas postvittana nucleopolyhedrovirus. The Journal of general virology
83, 957-971.

IMLER, J.L., DUPUIT, F., CHARTIER, C., ACCART, N., DIETERLE, A., SCHULTZ, H.,
PUCHELLE, E., and PAVIRANI, A. (1996). Targeting cell-specific gene expression with



an adenovirus vector containing the lacZ gene under the control of the CFTR promoter.
Gene therapy 3, 49-58.

INCEOGLU, A.B., KAMITA, S.G.,, and HAMMOCK, B.D. (2006). Genetically modified
baculoviruses: a historical overview and future outlook. Advances in virus research 68, 323-
360.

JAHROUDI, N., and LYNCH, D.C. (1994). Endothelial-cell-specific regulation of von Willebrand
factor gene expression. Molecular and cellular biology 14, 999-1008.

JAKUBOWSKA, A.K., PETERS, S.A., ZIEMNICKA, J., VLAK, J.M., and VAN OERS, M.M.
(2006). Genome sequence of an enhancin gene-rich nucleopolyhedrovirus (NPV) from
Agrotis segetum: collinearity with Spodoptera exigua multiple NPV. The Journal of general
virology 87, 537-551.

JARVIS, D.L., and GARCIA, A., JR. (1994). Biosynthesis and processing of the Autographa
californica nuclear polyhedrosis virus gp64 protein. Virology 205, 300-313.

JEHLE, J.A., BLISSARD, G.W., BONNING, B.C., CORY, J.S., HERNIOU, E.A., ROHRMANN,
G.F., THEILMANN, D.A., THIEM, S.M., and VLAK, J.M. (2006). On the classification
and nomenclature of baculoviruses: a proposal for revision. Archives of virology 151, 1257-
1266.

JIANG, S.S., CHANG, I.S., HUANG, L.W., CHEN, P.C., WEN, C.C., LIU, S.C., CHIEN, L.C.,
LIN, C.Y., HSIUNG, C.A., and JUANG, J.L. (2006). Temporal transcription program of
recombinant Autographa californica multiple nucleopolyhedrosis virus. Journal of virology
80, 8989-8999.

JOHNSTONE, R.W. (2002). Histone-deacetylase inhibitors: novel drugs for the treatment of
cancer. Nat Rev Drug Discov 1, 287-299.

JUTTERMANN, R., LI, E., and JAENISCH, R. (1994). Toxicity of 5-aza-2'-deoxycytidine to
mammalian cells is mediated primarily by covalent trapping of DNA methyltransferase
rather than DNA demethylation. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America 91, 11797-11801.

KAPLITT, M.G., KWONG, A.D., KLEOPOULOS, S.P., MOBBS, C.V., RABKIN, S.D., and
PFAFF, D.W. (1994). Preproenkephalin promoter yields region-specific and long-term
expression in adult brain after direct in vivo gene transfer via a defective herpes simplex
viral vector. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 91, 8979-8983.

KELLY, D.C., and LESCOTT, T. (1984). Baculovirus replication: phosphorylation of polypeptides
synthesized in Trichoplusia ni nuclear polyhedrosis virus-infected cells. The Journal of
general virology 65 ( Pt 7), 1183-1191.

KENOUTIS, C., EFROSE, R.C., SWEVERS, L., LAVDAS, A.A., GAITANOU, M., MATSAS, R.,
and IATROU, K. (2006). Baculovirus-mediated gene delivery into Mammalian cells does
not alter their transcriptional and differentiating potential but is accompanied by early viral
gene expression. Journal of virology 80, 4135-4146.

KEPA, J.K., SPAULDING, A.J., JACOBSEN, B.M., FANG, Z., XIONG, X., RADOVICK, S., and
WIERMAN, M.E. (1996). Structure of the distal human gonadotropin releasing hormone
(hGnrh) gene promoter and functional analysis in Gtl1-7 neuronal cells. Nucleic acids
research 24, 3614-3620.

KIM, 1., RYAN, A.M., ROHAN, R., AMANO, S., AGULAR, S., MILLER, J.W., and ADAMIS,
A.P. (1999). Constitutive expression of VEGF, VEGFR-1, and VEGFR-2 in normal eyes.
Invest Ophthalmol Vis Sci 40, 2115-2121.

KIM, K.R.,, KIM, Y.K., and CHA, H.J. (2008). Recombinant baculovirus-based multiple protein
expression platform for Drosophila S2 cell culture. Journal of biotechnology 133, 116-122.

KITAJIIMA, M., HAMAZAKI, H., MIYANO-KUROSAKI, N., and TAKAKU, H. (2006).
Characterization of baculovirus Autographa californica multiple nuclear polyhedrosis virus
infection in mammalian cells. Biochemical and biophysical research communications 343,
378-384.



KLEIN, R.L., MEYER, E.M., PEEL, A.L., ZOLOTUKHIN, S., MEYERS, C., MUZYCZKA, N.,
and KING, M.A. (1998). Neuron-specific transduction in the rat septohippocampal or
nigrostriatal pathway by recombinant adeno-associated virus vectors. Experimental
neurology 150, 183-194.

KOGA, S., HIROHATA, S., KONDQO, Y., KOMATA, T., TAKAKURA, M., INOUE, M., KYO,
S., and KONDO, S. (2000). A novel telomerase-specific gene therapy: gene transfer of
caspase-8 utilizing the human telomerase catalytic subunit gene promoter. Human gene
therapy 11, 1397-1406.

KOMATA, T., KONDOQO, Y., KANZAWA, T., HIROHATA, S., KOGA, S., SUMIYOSHI, H.,
SRINIVASULA, S.M., BARNA, B.P., GERMANO, I.M., TAKAKURA, M., INOUE, M.,
ALNEMRI, E.S., SHAY, JW., KYO, S., and KONDO, S. (2001). Treatment of malignant
glioma cells with the transfer of constitutively active caspase-6 using the human telomerase
catalytic subunit (human telomerase reverse transcriptase) gene promoter. Cancer research
61, 5796-5802.

KORHONEN, J., LAHTINEN, I., HALMEKYTO, M., ALHONEN, L., JANNE, J.,, DUMONT, D.,
and ALITALO, K. (1995). Endothelial-specific gene expression directed by the tie gene
promoter in vivo. Blood 86, 1828-1835.

KOST, T.A., CONDREAY, J.P., and JARVIS, D.L. (2005). Baculovirus as versatile vectors for
protein expression in insect and mammalian cells. Nature biotechnology 23, 567-575.
KOZUBEK, S., LUKASOVA, E., JIRSOVA, P., KOUTNA, |., KOZUBEK, M., GANOVA, A,
BARTOVA, E., FALK, M., and PASEKOVA, R. (2002). 3D Structure of the human

genome: order in randomness. Chromosoma 111, 321-331.

KRASNYKH, V.N., MIKHEEVA, G.V., DOUGLAS, J.T., and CURIEL, D.T. (1996). Generation
of recombinant adenovirus vectors with modified fibers for altering viral tropism. Journal of
virology 70, 6839-6846.

KUGLER, S., MEYN, L., HOLZMULLER, H., GERHARDT, E., ISENMANN, S., SCHULZ, J.B.,
and BAHR, M. (2001). Neuron-specific expression of therapeutic proteins: evaluation of
different cellular promoters in recombinant adenoviral vectors. Molecular and cellular
neurosciences 17, 78-96.

KUKKONEN, S.P., AIRENNE, K.J., MARJOMAKI, V., LAITINEN, O.H., LEHTOLAINEN, P.,
KANKAANPAA, P., MAHONEN, AJ., RATY, J.K., NORDLUND, H.R., OKER-BLOM,
C., KULOMAA, M.S., and YLA-HERTTUALA, S. (2003). Baculovirus capsid display: a
novel tool for transduction imaging. Mol Ther 8, 853-862.

KULLO, 1.J., SIMARI, R.D., and SCHWARTZ, R.S. (1999). Vascular gene transfer : from bench
to bedside. Arteriosclerosis, thrombosis, and vascular biology 19, 196-207.

KUZIO, J.,, PEARSON, M.N., HARWOOD, S.H., FUNK, C.J., EVANS, J.T., SLAVICEK, J.M.,
and ROHRMANN, G.F. (1999). Sequence and analysis of the genome of a baculovirus
pathogenic for Lymantria dispar. Virology 253, 17-34.

KUZIO, J.,, ROHEL, D.Z., CURRY, C.J., KREBS, A., CARSTENS, E.B., and FAULKNER, P.
(1984). Nucleotide sequence of the p10 polypeptide gene of Autographa californica nuclear
polyhedrosis virus. Virology 139, 414-418.

LAMOUROUX, A., HOUHOU, L., BIGUET, N.F., SERCK-HANSSEN, G., GUIBERT, B.,
ICARD-LIEPKALNS, C., and MALLET, J. (1993). Analysis of the human dopamine beta-
hydroxylase promoter: transcriptional induction by cyclic AMP. Journal of neurochemistry
60, 364-367.

LANGE, M., and JEHLE, J.A. (2003). The genome of the Cryptophlebia leucotreta granulovirus.
Virology 317, 220-236.

LANIER, L.M., and VOLKMAN, L.E. (1998). Actin binding and nucleation by Autographa
california M nucleopolyhedrovirus. Virology 243, 167-177.

LAUZON, H.A., JAMIESON, P.B., KRELL, P.J., and ARIF, B.M. (2005). Gene organization and
sequencing of the Choristoneura fumiferana defective nucleopolyhedrovirus genome. The
Journal of general virology 86, 945-961.



LAUZON, H.A., LUCAROTTI, C.J., KRELL, P.J., FENG, Q., RETNAKARAN, A, and ARIF,
B.M. (2004). Sequence and organization of the Neodiprion lecontei nucleopolyhedrovirus
genome. Journal of virology 78, 7023-7035.

LEE, D.F.,, CHEN, C.C., HSU, T.A., and JUANG, J.L. (2000). A baculovirus superinfection
system: efficient vehicle for gene transfer into Drosophila S2 cells. Journal of virology 74,
11873-11880.

LEE, E.J., ANDERSON, L.M., THIMMAPAYA, B., and JAMESON, J.L. (1999). Targeted
expression of toxic genes directed by pituitary hormone promoters: a potential strategy for
adenovirus-mediated gene therapy of pituitary tumors. The Journal of clinical endocrinology
and metabolism 84, 786-794.

LEFEVRE, C., IMAGAWA, M., DANA, S., GRINDLAY, J., BODNER, M., and KARIN, M.
(1987). Tissue-specific expression of the human growth hormone gene is conferred in part
by the binding of a specific trans-acting factor. The EMBO journal 6, 971-981.

LEHTOLAINEN, P., TYYNELA, K., KANNASTO, J., AIRENNE, K.J., and YLA-HERTTUALA,
S. (2002). Baculoviruses exhibit restricted cell type specificity in rat brain: a comparison of
baculovirus- and adenovirus-mediated intracerebral gene transfer in vivo. Gene therapy 9,
1693-1699.

LEISY, DJ., LEWIS, T.D., LEONG, J.A., and ROHRMANN, G.F. (2003). Transduction of
cultured fish cells with recombinant baculoviruses. The Journal of general virology 84,
1173-1178.

LEISY, D.J., ROHRMANN, G.F., NESSON, M., and BEAUDREAU, G.S. (1986). Nucleotide
sequencing and transcriptional mapping of the Orgyia pseudotsugata multicapsid nuclear
polyhedrosis virus p10 gene. Virology 153, 157-167.

LI, L, DONLY, C., LI, Q., WILLIS, L.G.,, KEDDIE, B.A.,, ERLANDSON, M.A., and
THEILMANN, D.A. (2002a). ldentification and genomic analysis of a second species of
nucleopolyhedrovirus isolated from Mamestra configurata. Virology 297, 226-244.

LI, L., HARWOOD, S.H., and ROHRMANN, G.F. (1999). Identification of additional genes that
influence baculovirus late gene expression. Virology 255, 9-19.

LI, L., LI, Q.,, WILLIS, L.G., ERLANDSON, M., THEILMANN, D.A., and DONLY, C. (2005a).
Complete comparative genomic analysis of two field isolates of Mamestra configurata
nucleopolyhedrovirus-A. The Journal of general virology 86, 91-105.

LI, Q.,, DONLY, C., LI, L., WILLIS, L.G., THEILMANN, D.A., and ERLANDSON, M. (2002b).
Sequence and organization of the Mamestra configurata nucleopolyhedrovirus genome.
Virology 294, 106-121.

LI, Y., WANG, X., GUO, H., and WANG, S. (2004). Axonal transport of recombinant baculovirus
vectors. Mol Ther 10, 1121-1129.

LI, Y., YANG, Y., and WANG, S. (2005b). Neuronal gene transfer by baculovirus-derived vectors
accommodating a neurone-specific promoter. Experimental physiology 90, 39-44.

LIANG, C., SONG, J., and CHEN, X. (2005). The GP64 protein of Autographa californica multiple
nucleopolyhedrovirus rescues Helicoverpa armigera nucleopolyhedrovirus transduction in
mammalian cells. The Journal of general virology 86, 1629-1635.

LIANG, C.Y., WANG, H.Z., LI, T.X., HU, Z.H., and CHEN, X.W. (2004). High efficiency gene
transfer into mammalian kidney cells using baculovirus vectors. Archives of virology 149,
51-60.

LIU, C.Y., WANG, C.H., WANG, J.C., and CHAO, Y.C. (2007). Stimulation of baculovirus
transcriptome expression in mammalian cells by baculoviral transcriptional activators. The
Journal of general virology 88, 2176-2184.

LO, H.R., CHOU, C.C., WU, T.Y., YUEN, J.P., and CHAO, Y.C. (2002). Novel baculovirus DNA
elements strongly stimulate activities of exogenous and endogenous promoters. The Journal
of biological chemistry 277, 5256-5264.



LONG, G., PAN, X., KORMELINK, R., and VLAK, J.M. (2006). Functional entry of baculovirus
into insect and mammalian cells is dependent on clathrin-mediated endocytosis. Journal of
virology 80, 8830-8833.

LU, A., and CARSTENS, E.B. (1993). Immediate-early baculovirus genes transactivate the p143
gene promoter of Autographa californica nuclear polyhedrosis virus. Virology 195, 710-718.

LU, A., and MILLER, L.K. (1995). The roles of eighteen baculovirus late expression factor genes
in transcription and DNA replication. Journal of virology 69, 975-982.

LUQUE, T., FINCH, R., CROOK, N., OREILLY, D.R., and WINSTANLEY, D. (2001). The
complete sequence of the Cydia pomonella granulovirus genome. The Journal of general
virology 82, 2531-2547.

LUZ-MADRIGAL, A., CLAPP, C., ARANDA, J., and VACA, L. (2007). In vivo transcriptional
targeting into the retinal vasculature using recombinant baculovirus carrying the human flt-1
promoter. Virology journal 4, 88.

MA, L., TAMARINA, N., WANG, Y., KUZNETSOV, A, PATEL, N., KENDING, C., HERING,
B.J., and PHILIPSON, L.H. (2000). Baculovirus-mediated gene transfer into pancreatic islet
cells. Diabetes 49, 1986-1991.

MAEDA, S. (1989a). Expression of foreign genes in insects using baculovirus vectors. Annual
review of entomology 34, 351-372.

MAEDA, S. (1989b). Increased insecticidal effect by a recombinant baculovirus carrying a
synthetic diuretic hormone gene. Biochemical and biophysical research communications
165, 1177-1183.

MAEDA, S., KAWAI, T., OBINATA, M., FUJIWARA, H., HORIUCHI, T., SAEKI, Y., SATO,
Y., and FURUSAWA, M. (1985). Production of human alpha-interferon in silkworm using a
baculovirus vector. Nature 315, 592-594.

MAKELA, A.R., MATILAINEN, H., WHITE, D.J.,, RUOSLAHTI, E., and OKER-BLOM, C.
(2006). Enhanced baculovirus-mediated transduction of human cancer cells by tumor-
homing peptides. Journal of virology 80, 6603-6611.

MAKELA, A.R., and OKER-BLOM, C. (2008). The baculovirus display technology--an evolving
instrument for molecular screening and drug delivery. Combinatorial chemistry & high
throughput screening 11, 86-98.

MARKOVIC, 1., PULYAEVA, H., SOKOLOFF, A., and CHERNOMORDIK, L.V. (1998).
Membrane fusion mediated by baculovirus gp64 involves assembly of stable gp64 trimers
into multiprotein aggregates. The Journal of cell biology 143, 1155-1166.

MARSDEN, P.A., SCHAPPERT, K.T., CHEN, H.S., FLOWERS, M., SUNDELL, C.L., WILCOX,
JN., LAMAS, S., and MICHEL, T. (1992). Molecular cloning and characterization of
human endothelial nitric oxide synthase. FEBS letters 307, 287-293.

MATILAINEN, H., RINNE, J., GILBERT, L., MARJOMAKI, V., REUNANEN, H., and OKER-
BLOM, C. (2005). Baculovirus entry into human hepatoma cells. Journal of virology 79,
15452-15459.

MELLON, P.L., WINDLE, JJ., GOLDSMITH, P.C., PADULA, C.A., ROBERTS, J.L., and
WEINER, R.I. (1990). Immortalization of hypothalamic GnRH neurons by genetically
targeted tumorigenesis. Neuron 5, 1-10.

MELO, L.G., GNECCHI, M., PACHORI, A.S., KONG, D., WANG, K., LIU, X., PRATT, R.E.,
and DZAU, V.J. (2004). Endothelium-targeted gene and cell-based therapies for
cardiovascular disease. Arteriosclerosis, thrombosis, and vascular biology 24, 1761-1774.

MILLER, L.K., ADANG, M.J., and BROWNE, D. (1983a). Protein Kinase Activity Associated
with the Extracellular and Occluded Forms of the Baculovirus Autographa californica
Nuclear Polyhedrosis Virus. Journal of virology 46, 275-278.

MILLER, L.K., LINGG, AJ., and BULLA, L.A., JR. (1983b). Bacterial, Viral, and Fungal
Insecticides. Science (New York, N.Y 219, 715-721.

MITSIADES, C.S., MITSIADES, N.S., MCMULLAN, C.J., POULAKI, V., SHRINGARPURE,
R., HIDESHIMA, T., AKIYAMA, M., CHAUHAN, D., MUNSHI, N., GU, X., BAILEY,



C., JOSEPH, M., LIBERMANN, T.A., RICHON, V.M., MARKS, P.A., and ANDERSON,
K.C. (2004). Transcriptional signature of histone deacetylase inhibition in multiple
myeloma: biological and clinical implications. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 101, 540-545.

MIYAOQO, Y., SHIMIZU, K., TAMURA, M., AKITA, H., IKEDA, K., MABUCHI, E., KISHIMA,
H., HAYAKAWA, T., and IKENAKA, K. (1997). Usefulness of a mouse myelin basic
protein promoter for gene therapy of malignant glioma: myelin basic protein promoter is
strongly active in human malignant glioma cells. Jpn J Cancer Res 88, 678-686.

MONNERET, C. (2005). Histone deacetylase inhibitors. Eur J Med Chem 40, 1-13.

MORI, H., SHUKUNAMI, C., FURUYAMA, A., NOTSU, H., NISHIZAKI, Y., and HIRAKI, Y.
(2007). Immobilization of bioactive fibroblast growth factor-2 into cubic proteinous
microcrystals (Bombyx mori cypovirus polyhedra) that are insoluble in a physiological
cellular environment. The Journal of biological chemistry 282, 17289-17296.

MORISHITA, K., JOHNSON, D.E., and WILLIAMS, L.T. (1995). A novel promoter for vascular
endothelial growth factor receptor (flt-1) that confers endothelial-specific gene expression.
The Journal of biological chemistry 270, 27948-27953.

MOTTERSHEAD, D.G., ALFTHAN, K., OJALA, K., TAKKINEN, K., and OKER-BLOM, C.
(2000). Baculoviral display of functional scFv and synthetic IgG-binding domains.
Biochemical and biophysical research communications 275, 84-90.

MUCKE, L., OLDSTONE, M.B., MORRIS, J.C., and NERENBERG, M.I. (1991). Rapid activation
of astrocyte-specific expression of GFAP-lacZ transgene by focal injury. The New biologist
3, 465-474.

MURGES, D., KREMER, A., and KNEBEL-MORSDORF, D. (1997). Baculovirus transactivator
IE1 is functional in mammalian cells. The Journal of general virology 78 ( Pt 6), 1507-1510.

NABEL, E.G. (1995). Gene therapy for cardiovascular disease. Circulation 91, 541-548.

NAKAI, M., GOTO, C., KANG, W., SHIKATA, M., LUQUE, T., and KUNIMI, Y. (2003).
Genome sequence and organization of a nucleopolyhedrovirus isolated from the smaller tea
tortrix, Adoxophyes honmai. Virology 316, 171-183.

NEISH, A.S., WILLIAMS, AJ., PALMER, H.J., WHITLEY, M.Z., and COLLINS, T. (1992).
Functional analysis of the human vascular cell adhesion molecule 1 promoter. The Journal
of experimental medicine 176, 1583-1593.

NEMEROW, G.R. (2000). Adenoviral vectors--new insights. Trends in microbiology 8, 391-394.

NEWELL-PRICE, J., CLARK, A.J., and KING, P. (2000). DNA methylation and silencing of gene
expression. Trends Endocrinol Metab 11, 142-148.

NICHOLSON, L.J., PHILIPPE, M., PAINE, A.J., MANN, D.A., and DOLPHIN, C.T. (2005). RNA
interference mediated in human primary cells via recombinant baculoviral vectors. Mol Ther
11, 638-644.

NICKLIN, S.A., and BAKER, A.H. (2003). Development of targeted viral vectors for
cardiovascular gene therapy. Genetic engineering 25, 15-49.

NICKLIN, S.A., BUENING, H., DISHART, K.L., DE ALWIS, M., GIROD, A., HACKER, U.,
THRASHER, AJ., ALI, R.R., HALLEK, M., and BAKER, A.H. (2001a). Efficient and
selective AAV2-mediated gene transfer directed to human vascular endothelial cells. Mol
Ther 4, 174-181.

NICKLIN, S.A., DISHART, K.L., BUENING, H., REYNOLDS, P.N.,, HALLEK, M,
NEMEROW, G.R., VON SEGGERN, D.J., and BAKER, A.H. (2003). Transductional and
transcriptional targeting of cancer cells using genetically engineered viral vectors. Cancer
letters 201, 165-173.

NICKLIN, S.A., REYNOLDS, P.N., BROSNAN, M.J., WHITE, SJ., CURIEL, D.T,
DOMINICZAK, A.F., and BAKER, A.H. (2001b). Analysis of cell-specific promoters for
viral gene therapy targeted at the vascular endothelium. Hypertension 38, 65-70.



NICKLIN, S.A., WHITE, S.J., WATKINS, S.J., HAWKINS, R.E., and BAKER, A.H. (2000).
Selective targeting of gene transfer to vascular endothelial cells by use of peptides isolated
by phage display. Circulation 102, 231-237.

NORDQUIST, D.T., KOZAK, C.A., and ORR, H.T. (1988). cDNA cloning and characterization of
three genes uniquely expressed in cerebellum by Purkinje neurons. J Neurosci 8, 4780-4789.

OHRESSER, M., MORIN, N., CERUTTI, M., and DELSERT, C. (1994). Temporal regulation of a
complex and unconventional promoter by viral products. Journal of virology 68, 2589-2597.

OKADA, T., UCHIBORI, R., IWATA-OKADA, M., TAKAHASHI, M., NOMOTO, T,
NONAKA-SARUKAWA, M., ITO, T., LIU, Y. MIZUKAMI, H., KUME, A,
KOBAYASHI, E., and OZAWA, K. (2006). A histone deacetylase inhibitor enhances
recombinant adeno-associated virus-mediated gene expression in tumor cells. Mol Ther 13,
738-746.

OKER-BLOM, C., AIRENNE, K.J., and GRABHERR, R. (2003). Baculovirus display strategies:
Emerging tools for eukaryotic libraries and gene delivery. Briefings in functional genomics
& proteomics 2, 244-253.

ONG, S.T., LI, F., DU, J, TAN, Y.W., and WANG, S. (2005). Hybrid cytomegalovirus enhancer-
h1l promoter-based plasmid and baculovirus vectors mediate effective RNA interference.
Human gene therapy 16, 1404-1412.

PANG, Y., YU, J., WANG, L., HU, X., BAO, W, LI, G., CHEN, C., HAN, H., HU, S,, and
YANG, H. (2001). Sequence analysis of the Spodoptera litura multicapsid
nucleopolyhedrovirus genome. Virology 287, 391-404.

PAPADAKIS, E.D., NICKLIN, S.A., BAKER, A.H., and WHITE, S.J. (2004). Promoters and
control elements: designing expression cassettes for gene therapy. Current gene therapy 4,
89-113.

PARK, S.W., LEE, H.K,, KIM, T.G., YOON, S.K., and PAIK, S.Y. (2001). Hepatocyte-specific
gene expression by baculovirus pseudotyped with vesicular stomatitis virus envelope
glycoprotein. Biochemical and biophysical research communications 289, 444-450.

PASSARELLI, A.L., TODD, JW., and MILLER, L.K. (1994). A baculovirus gene involved in late
gene expression predicts a large polypeptide with a conserved motif of RNA polymerases.
Journal of virology 68, 4673-4678.

PATMANIDI, A.L., POSSEE, R.D., and KING, L.A. (2003). Formation of P10 tubular structures
during AcCMNPV infection depends on the integrity of host-cell microtubules. Virology 317,
308-320.

PATTERSON, C., PERRELLA, M.A., HSIEH, C.M., YOSHIZUMI, M., LEE, M.E., and HABER,
E. (1995). Cloning and functional analysis of the promoter for KDR/flk-1, a receptor for
vascular endothelial growth factor. The Journal of biological chemistry 270, 23111-23118.

PEARSON, M.N., RUSSELL, R.L., ROHRMANN, G.F., and BEAUDREAU, G.S. (1988). p39, a
major baculovirus structural protein: immunocytochemical characterization and genetic
location. Virology 167, 407-413.

PIERONI, L., MAIONE, D., and LA MONICA, N. (2001). In vivo gene transfer in mouse skeletal
muscle mediated by baculovirus vectors. Human gene therapy 12, 871-881.

PING, W., GE, J, LI, S., ZHOU, H., WANG, K., FENG, Y., and LOU, Z. (2006). Baculovirus-
mediated gene expression in chicken primary cells. Avian diseases 50, 59-63.

POSSEE, R.D., SUN, T.P.,, HOWARD, S.C., AYRES, M.D., HILL-PERKINS, M., and GEARING,
K.L. (1991). Nucleotide sequence of the Autographa californica nuclear polyhedrosis 9.4
kbp EcoRI-I and -R (polyhedrin gene) region. Virology 185, 229-241.

PULLEN, S.S., and FRIESEN, P.D. (1995a). The CAGT motif functions as an initiator element
during early transcription of the baculovirus transregulator ie-1. Journal of virology 69,
3575-3583.

PULLEN, S.S., and FRIESEN, P.D. (1995b). Early transcription of the ie-1 transregulator gene of
Autographa californica nuclear polyhedrosis virus is regulated by DNA sequences within its
5' noncoding leader region. Journal of virology 69, 156-165.



QUANT-RUSSELL, R.L., PEARSON, M.N.,, ROHRMANN, G.F., and BEAUDREAU, G.S.
(1987). Characterization of baculovirus pl0 synthesis using monoclonal antibodies.
Virology 160, 9-109.

QUANT, R.L., PEARSON, M.N., ROHRMANN, G.F.,, and BEAUDREAU, G.S. (1984).
Production of polyhedrin monoclonal antibodies for distinguishing two Orgyia
pseudotsugata baculoviruses. Applied and environmental microbiology 48, 732-736.

RALPH, G.S., BIENEMANN, A., HARDING, T.C., HOPTON, M., HENLEY, J., and UNEY, J.B.
(2000). Targeting of tetracycline-regulatable transgene expression specifically to neuronal
and glial cell populations using adenoviral vectors. Neuroreport 11, 2051-2055.

RANKIN, C., OOI, B.G.,, and MILLER, L.K. (1988). Eight base pairs encompassing the
transcriptional start point are the major determinant for baculovirus polyhedrin gene
expression. Gene 70, 39-49.

RAPP, J.C., WILSON, J.A., and MILLER, L.K. (1998). Nineteen baculovirus open reading frames,
including LEF-12, support late gene expression. Journal of virology 72, 10197-10206.
RASMUSSEN, C., LEISY, D.J.,, HO, P.S., and ROHRMANN, G.F. (1996). Structure-function
analysis of the Autographa californica multinucleocapsid nuclear polyhedrosis virus

homologous region palindromes. Virology 224, 235-245.

RATY, JK., AIRENNE, KJ., MARTTILA, AT., MARJOMAKI, V., HYTONEN, V.P,
LEHTOLAINEN, P., LAITINEN, O.H., MAHONEN, A.J., KULOMAA, M.S,, and YLA-
HERTTUALA, S. (2004). Enhanced gene delivery by avidin-displaying baculovirus. Mol
Ther 9, 282-291.

RECILLAS-TARGA, F., PIKAART, M.J.,, BURGESS-BEUSSE, B., BELL, A.C., LITT, M.D.,
WEST, A.G., GASZNER, M., and FELSENFELD, G. (2002). Position-effect protection and
enhancer blocking by the chicken beta-globin insulator are separable activities. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America 99, 6883-6888.

RECILLAS-TARGA, F., VALADEZ-GRAHAM, V., and FARRELL, C.M. (2004). Prospects and
implications of using chromatin insulators in gene therapy and transgenesis. Bioessays 26,
796-807.

REYNOLDS, P.N., NICKLIN, S.A., KALIBEROVA, L., BOATMAN, B.G., GRIZZLE, W.E.,
BALYASNIKOVA, L.V., BAKER, A.H., DANILOV, S.M., and CURIEL, D.T. (2001).
Combined transductional and transcriptional targeting improves the specificity of transgene
expression in vivo. Nature biotechnology 19, 838-842.

RIIKONEN, R., MATILAINEN, H., RAJALA, N., PENTIKAINEN, O., JOHNSON, M., HEINO,
J., and OKER-BLOM, C. (2005). Functional display of an alpha2 integrin-specific motif
(RKK) on the surface of baculovirus particles. Technology in cancer research & treatment 4,
437-445.

RINCON-ARANO, H., FURLAN-MAGARIL, M., and RECILLAS-TARGA, F. (2007). Protection
against telomeric position effects by the chicken cHS4 beta-globin insulator. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America 104, 14044-14049.

RING, C.J., HARRIS, J.D., HURST, H.C., and LEMOINE, N.R. (1996). Suicide gene expression
induced in tumour cells transduced with recombinant adenoviral, retroviral and plasmid
vectors containing the ERBB2 promoter. Gene therapy 3, 1094-1103.

ROHRMANN, G.F. (1986). Polyhedrin structure. The Journal of general virology 67 ( Pt 8), 1499-
1513.

RUSSELL, R.L., PEARSON, M.N., and ROHRMANN, G.F. (1991). Immunoelectron microscopic
examination of Orgyia pseudotsugata multicapsid nuclear polyhedrosis virus-infected
Lymantria dispar cells: time course and localization of major polyhedron-associated
proteins. The Journal of general virology 72 ( Pt 2), 275-283.

RUSSELL, R.L.,, and ROHRMANN, G.F. (1990). A baculovirus polyhedron envelope protein:
immunogold localization in infected cells and mature polyhedra. Virology 174, 177-184.

SADONI, N., LANGER, S., FAUTH, C., BERNARDI, G., CREMER, T., TURNER, B.M., and
ZINK, D. (1999). Nuclear organization of mammalian genomes. Polar chromosome



territories build up functionally distinct higher order compartments. The Journal of cell
biology 146, 1211-1226.

SAKAMOTO, T., IKEDA, Y., and YONEMITSU, Y. (2001). Gene targeting to the retina. Adv
Drug Deliv Rev 52, 93-102.

SALMINEN, M., AIRENNE, K.J., RINNANKOSKI, R., REIMARI, J., VALILEHTO, O., RINNE,
J., SUIKKANEN, S., KUKKONEN, S., YLA-HERTTUALA, S., KULOMAA, M.S., and
VIHINEN-RANTA, M. (2005). Improvement in nuclear entry and transgene expression of
baculoviruses by disintegration of microtubules in human hepatocytes. Journal of virology
79, 2720-2728.

SANDIG, V., HOFMANN, C., STEINERT, S., JENNINGS, G., SCHLAG, P., and STRAUSS, M.
(1996). Gene transfer into hepatocytes and human liver tissue by baculovirus vectors.
Human gene therapy 7, 1937-1945.

SARKIS, C., SERGUERA, C., PETRES, S., BUCHET, D., RIDET, J.L., EDELMAN, L., and
MALLET, J. (2000). Efficient transduction of neural cells in vitro and in vivo by a
baculovirus-derived vector. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 97, 14638-14643.

SCHAFER, M.P., ROHRMANN, G., HEINE, U., and BEAUDREAU, G.S. (1979). DNA from two
Orgyia pseudotsugata baculoviruses: molecular weight determination by means of electron
microscopy and restriction endonuclease analysis. Virology 95, 176-184.

SEGOVIA, J., LAWLESS, G.M., TILLAKARATNE, N.J., BRENNER, M., and TOBIN, A.J.
(1994). Cyclic AMP decreases the expression of a neuronal marker (GADG67) and increases
the expression of an astroglial marker (GFAP) in C6 cells. Journal of neurochemistry 63,
1218-1225.

SEGOVIA, J., VERGARA, P., and BRENNER, M. (1998). Differentiation-dependent expression of
transgenes in engineered astrocyte cell lines. Neuroscience letters 242, 172-176.

SHI, Q., WANG, Y., and WORTON, R. (1997). Modulation of the specificity and activity of a
cellular promoter in an adenoviral vector. Human gene therapy 8, 403-410.

SHIBUYA, M., and CLAESSON-WELSH, L. (2006). Signal transduction by VEGF receptors in
regulation of angiogenesis and lymphangiogenesis. Exp Cell Res 312, 549-560.

SHIH, S.C., JU, M., LIU, N., and SMITH, L.E. (2003). Selective stimulation of VEGFR-1 prevents
oxygen-induced retinal vascular degeneration in retinopathy of prematurity. J Clin Invest
112, 50-57.

SHOJI, 1., AIZAKI, H., TANI, H., ISHII, K., CHIBA, T., SAITO, I, MIYAMURA, T., and
MATSUURA, Y. (1997). Efficient gene transfer into various mammalian cells, including
non-hepatic cells, by baculovirus vectors. The Journal of general virology 78 ( Pt 10), 2657-
2664.

SKALNIKOVA, M., KOZUBEK, S., LUKASOVA, E., BARTOVA, E., JIRSOVA, P.,
CAFOURKOVA, A., KOUTNA, I., and KOZUBEK, M. (2000). Spatial arrangement of
genes, centromeres and chromosomes in human blood cell nuclei and its changes during the
cell cycle, differentiation and after irradiation. Chromosome Res 8, 487-499.

SLACK, J.,, and ARIF, B.M. (2007). The baculoviruses occlusion-derived virus: virion structure
and function. Advances in virus research 69, 99-165.

SMITH-ARICA, J.R., WILLIAMS, J.C., STONE, D., SMITH, J.,, LOWENSTEIN, P.R., and
CASTRO, M.G. (2001). Switching on and off transgene expression within lactotrophic cells
in the anterior pituitary gland in vivo. Endocrinology 142, 2521-2532.

SMITH, G.E., and SUMMERS, M.D. (1978). Analysis of baculovirus genomes with restriction
endonucleases. Virology 89, 517-527.

SMITH, G.E., and SUMMERS, M.D. (1979). Restriction Maps of Five Autographa californica
MNPV Variants, Trichoplusia ni MNPV, and Galleria mellonella MNPV DNAs with
Endonucleases Smal, Kpnl, BamHI, Sacl, Xhol, and EcoRI. Journal of virology 30, 828-
838.



SMITH, J.D., SIKES, J.,, and LEVIN, J.A. (1998). Human apolipoprotein E allele-specific brain
expressing transgenic mice. Neurobiology of aging 19, 407-413.

SOLLERBRANT, K., ELMEN, J., WAHLESTEDT, C., ACKER, J., LEBLOIS-PREHAUD, H.,
LATTA-MAHIEU, M., YEH, P., and PERRICAUDET, M. (2001). A novel method using
baculovirus-mediated gene transfer for production of recombinant adeno-associated virus
vectors. The Journal of general virology 82, 2051-2060.

SONG, J., LIANG, C., and CHEN, X. (2006). Transduction of avian cells with recombinant
baculovirus. Journal of virological methods 135, 157-162.

SONG, S.U., and BOYCE, F.M. (2001). Combination treatment for osteosarcoma with baculoviral
vector mediated gene therapy (p53) and chemotherapy (adriamycin). Experimental &
molecular medicine 33, 46-53.

SONG, S.U,, SHIN, S.H., KIM, S.K., CHOI, G.S., KIM, W.C., LEE, M.H., KIM, S.J., KIM, |.H.,
CHOI, M.S., HONG, Y.J,, and LEE, K.H. (2003). Effective transduction of osteogenic
sarcoma cells by a baculovirus vector. The Journal of general virology 84, 697-703.

SOUTHGATE, T.D., WINDEATT, S., SMITH-ARICA, J., GERDES, C.A., PERONE, M.J.,
MORRIS, I., DAVIS, J.R., KLATZMANN, D., LOWENSTEIN, P.R., and CASTRO, M.G.
(2000). Transcriptional targeting to anterior pituitary lactotrophic cells using recombinant
adenovirus vectors in vitro and in vivo in normal and estrogen/sulpiride-induced
hyperplastic anterior pituitaries. Endocrinology 141, 3493-3505.

SPENGER, A., ERNST, W., CONDREAY, J.P., KOST, T.A., and GRABHERR, R. (2004).
Influence of promoter choice and trichostatin A treatment on expression of baculovirus
delivered genes in mammalian cells. Protein expression and purification 38, 17-23.

STANBRIDGE, L.J., DUSSUPT, V., and MAITLAND, N.J. (2003). Baculoviruses as Vectors for
Gene Therapy against Human Prostate Cancer. Journal of biomedicine & biotechnology
2003, 79-91.

STEINER, H.H., KARCHER, S., MUELLER, M.M., NALBANTIS, E., KUNZE, S., and
HEROLD-MENDE, C. (2004). Autocrine pathways of the vascular endothelial growth
factor (VEGF) in glioblastoma multiforme: clinical relevance of radiation-induced increase
of VEGF levels. J Neurooncol 66, 129-138.

STRAHL, B.D., and ALLIS, C.D. (2000). The language of covalent histone modifications. Nature
403, 41-45.

SU, M., HU, H,, LEE, Y., D'AZZO, A., MESSING, A., and BRENNER, M. (2004). Expression
specificity of GFAP transgenes. Neurochemical research 29, 2075-2093.

SUMMERS, M.D. (2006). Milestones leading to the genetic engineering of baculoviruses as
expression vector systems and viral pesticides. Advances in virus research 68, 3-73.

SUMMERS, M.D., and ANDERSON, D.L. (1973). Characterization of nuclear polyhedrosis virus
DNAs. Journal of virology 12, 1336-1346.

SUMMERS, M.D., and SMITH, G.E. (1975). Comparative studies of baculovirus granulins and
polyhedrins. Intervirology 6, 168-180.

TANI, H., ABE, T., LIMN, C.K., MOCHIZUKI, R., YAMAGISHI, J., KITAGAWA, Y.,
WATANABE, R., MORIISHI, K., and MATSUURA, Y. (2003). [Baculovirus vector--gene
transfer into mammalian cells]. Uirusu 53, 185-193.

TANI, H., NISHUIMA, M., USHIJIMA, H., MIYAMURA, T., and MATSUURA, Y. (2001).
Characterization of cell-surface determinants important for baculovirus infection. Virology
279, 343-353.

THIEM, S.M., and MILLER, L.K. (1989). Identification, sequence, and transcriptional mapping of
the major capsid protein gene of the baculovirus Autographa californica nuclear
polyhedrosis virus. Journal of virology 63, 2008-2018.

THOMAS, C.E., EHRHARDT, A., and KAY, M.A. (2003). Progress and problems with the use of
viral vectors for gene therapy. Nature reviews 4, 346-358.



TITTERINGTON, J.S., NUN, T.K., and PASSARELLI, A.L. (2003). Functional dissection of the
baculovirus late expression factor-8 gene: sequence requirements for late gene promoter
activation. The Journal of general virology 84, 1817-1826.

TJA, S.T., ZU ALTENSCHILDESCHE, G.M., and DOERFLER, W. (1983). Autographa
californica nuclear polyhedrosis virus (AcNPV) DNA does not persist in mass cultures of
mammalian cells. Virology 125, 107-117.

TOIVOLA, J.,, OJALA, K., MICHEL, P.O., VUENTO, M., and OKER-BLOM, C. (2002).
Properties of baculovirus particles displaying GFP analyzed by fluorescence correlation
spectroscopy. Biological chemistry 383, 1941-1946.

TOMALSKI, M.D., WU, J.G., and MILLER, L.K. (1988). The location, sequence, transcription,
and regulation of a baculovirus DNA polymerase gene. Virology 167, 591-600.

TREJO, F., VERGARA, P., BRENNER, M., and SEGOVIA, J. (1999). Gene therapy in a rodent
model of Parkinson's disease using differentiated C6 cells expressing a GFAP-tyrosine
hydroxylase transgene. Life sciences 65, 483-491.

TWEETEN, K.A., BULLA, L.A., and CONSIGLI, R.A. (1980). Characterization of an Extremely
Basic Protein Derived from Granulosis Virus Nucleocapsids. Journal of virology 33, 866-
876.

VAIL, P.V., and HALL, 1.M. (1969). The histopathology of a nuclear polyhedrosis in larvae of the
cabbage looper, Trichoplusia ni, related to symptoms and mortality. Journal of invertebrate
pathology 13, 188-198.

VALENZUELA, L., and KAMAKAKA, R.T. (2006). Chromatin insulators. Annual review of
genetics 40, 107-138.

VAN LENT, JW., GROENEN, J.T., KLINGE-ROODE, E.C., ROHRMANN, G.F., ZUIDEMA,
D., and VLAK, J.M. (1990). Localization of the 34 kDa polyhedron envelope protein in
Spodoptera frugiperda cells infected with Autographa californica nuclear polyhedrosis virus.
Archives of virology 111, 103-114.

VAN LOO, N.D., FORTUNATI, E., EHLERT, E., RABELINK, M., GROSVELD, F., and
SCHOLTE, B.J. (2001). Baculovirus infection of nondividing mammalian cells:
mechanisms of entry and nuclear transport of capsids. Journal of virology 75, 961-970.

VAN OERS, M.M., ABMA-HENKENS, M.H., HERNIOU, E.A., DE GROOT, J.C., PETERS, S.,
and VLAK, J.M. (2005). Genome sequence of Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus,
a baculovirus with two DNA photolyase genes. The Journal of general virology 86, 2069-
2080.

VAN OERS, M.M., and VLAK, J.M. (2007). Baculovirus genomics. Current drug targets 8, 1051-
1068.

VANARSDALL, A.L., MIKHAILOV, V.S., and ROHRMANN, G.F. (2007). Baculovirus DNA
replication and processing. Current drug targets 8, 1096-1102.

VENKAIAH, B., VISWANATHAN, P., HABIB, S., and HASNAIN, S.E. (2004). An additional
copy of the homologous region (hrl) sequence in the Autographa californica
multinucleocapsid polyhedrosis virus genome promotes hyperexpression of foreign genes.
Biochemistry 43, 8143-8151.

VERMA, I.M., and WEITZMAN, M.D. (2005). Gene therapy: twenty-first century medicine.
Annual review of biochemistry 74, 711-738.

VIALARD, J.E., and RICHARDSON, C.D. (1993). The 1,629-nucleotide open reading frame
located downstream of the Autographa californica nuclear polyhedrosis virus polyhedrin
gene encodes a nucleocapsid-associated phosphoprotein. Journal of virology 67, 5859-5866.

VISWANATHAN, P., VENKAIAH, B., KUMAR, M.S., RASHEEDI, S., VRATI, S., BASHYAM,
M.D., and HASNAIN, S.E. (2003). The homologous region sequence (hrl) of Autographa
californica multinucleocapsid polyhedrosis virus can enhance transcription from non-
baculoviral promoters in mammalian cells. The Journal of biological chemistry 278, 52564-
52571.



VLAK, J.M., KLINKENBERG, F.A., ZAAL, KJ., USMANY, M., KLINGE-ROODE, E.C,,
GEERVLIET, J.B., ROOSIEN, J., and VAN LENT, J.W. (1988). Functional studies on the
pl0 gene of Autographa californica nuclear polyhedrosis virus using a recombinant
expressing a pl0-beta-galactosidase fusion gene. The Journal of general virology 69 ( Pt 4),
765-776.

VOLKMAN, L.E. (1986). The 64K envelope protein of budded Autographa californica nuclear
polyhedrosis virus. Current topics in microbiology and immunology 131, 103-118.

VOLKMAN, L.E., and GOLDSMITH, P.A. (1983). In Vitro Survey of Autographa californica
Nuclear Polyhedrosis Virus Interaction with Nontarget Vertebrate Host Cells. Applied and
environmental microbiology 45, 1085-1093.

VOLKMAN, L.E., and GOLDSMITH, P.A. (1984). Budded Autographa californica NPV 64K
protein: Further biochemical analysis and effects of postimmunoprecipitation sample
preparation conditions. Virology 139, 295-302.

VOLKMAN, L.E., and GOLDSMITH, P.A. (1985). Mechanism of neutralization of budded
Autographa californica nuclear polyhedrosis virus by a monoclonal antibody: Inhibition of
entry by adsorptive endocytosis. Virology 143, 185-195.

VOLKMAN, L.E., GOLDSMITH, P.A., HESS, R.T., and FAULKNER, P. (1984). Neutralization
of budded Autographa californica NPV by a monoclonal antibody: identification of the
target antigen. Virology 133, 354-362.

WAGLE, M., and JESUTHASAN, S. (2003). Baculovirus-mediated gene expression in zebrafish.
Marine biotechnology (New York, N.Y 5, 58-63.

WANG, C.Y., LI, F., YANG, Y., GUO, H.Y., WU, C.X., and WANG, S. (2006). Recombinant
baculovirus containing the diphtheria toxin A gene for malignant glioma therapy. Cancer
research 66, 5798-5806.

WANG, C.Y., and WANG, S. (2005). Adeno-associated virus inverted terminal repeats improve
neuronal transgene expression mediated by baculoviral vectors in rat brain. Human gene
therapy 16, 1219-1226.

WANG, C.Y., and WANG, S. (2006). Astrocytic expression of transgene in the rat brain mediated
by baculovirus vectors containing an astrocyte-specific promoter. Gene therapy 13, 1447-
1456.

WANG, K.C., WU, J.C.,, CHUNG, Y.C, HO, Y.C.,, CHANG, M.D., and HU, Y.C. (2005).
Baculovirus as a highly efficient gene delivery vector for the expression of hepatitis delta
virus antigens in mammalian cells. Biotechnology and bioengineering 89, 464-473.

WESTENBERG, M., UJTDEWILLIGEN, P., and VLAK, J.M. (2007). Baculovirus envelope
fusion proteins F and GP64 exploit distinct receptors to gain entry into cultured insect cells.
The Journal of general virology 88, 3302-3306.

WEF, 1.J.,, VAN STRIEN, E.A., HELDENS, J.G., BROER, R., ZUIDEMA, D., GOLDBACH, R.W.,
and VLAK, J.M. (1999). Sequence and organization of the Spodoptera exigua multicapsid
nucleopolyhedrovirus genome. The Journal of general virology 80 ( Pt 12), 3289-3304.

WHITE, K., NICKLIN, S.A., and BAKER, A.H. (2007). Novel vectors for in vivo gene delivery to
vascular tissue. Expert opinion on biological therapy 7, 809-821.

WHITE, S.J., NICKLIN, S.A., SAWAMURA, T., and BAKER, A.H. (2001). Identification of
peptides that target the endothelial cell-specific LOX-1 receptor. Hypertension 37, 449-455.

WHITT, M.A., and MANNING, J.S. (1988). A phosphorylated 34-kDa protein and a subpopulation
of polyhedrin are thiol linked to the carbohydrate layer surrounding a baculovirus occlusion
body. Virology 163, 33-42.

WICKHAM, T.J., GRANADOS, R.R., WOOD, H.A.,, HAMMER, D.A., and SHULER, M.L.
(1990). General analysis of receptor-mediated viral attachment to cell surfaces. Biophysical
journal 58, 1501-1516.

WILLIS, L.G., SEIPP, R., STEWART, T.M., ERLANDSON, M.A., and THEILMANN, D.A.
(2005). Sequence analysis of the complete genome of Trichoplusia ni single



nucleopolyhedrovirus and the identification of a baculoviral photolyase gene. Virology 338,
209-226.

WILSON, M.E. (1988). A synthetic peptide to the predicted 6.9K translation product of the
Hindlll-H/EcoRI-D region of the AcNPV genome induces antibodies to the basic DNA-
binding protein. Virus research 9, 21-31.

WILSON, M.E., and CONSIGLI, R.A. (1985a). Characterization of a protein kinase activity
associated with purified capsids of the granulosis virus infecting Plodia interpunctella.
Virology 143, 516-525.

WILSON, M.E., and CONSIGLI, R.A. (1985b). Functions of a protein kinase activity associated
with purified capsids of the granulosis virus infecting Plodia interpunctella. Virology 143,
526-535.

WOLGAMOT, G.M., GROSS, C.H.,, RUSSELL, R.L., and ROHRMANN, G.F. (1993).
Immunocytochemical characterization of p24, a baculovirus capsid-associated protein. The
Journal of general virology 74 ( Pt 1), 103-107.

WORK, L.M., NICKLIN, S.A., WHITE, S.J., and BAKER, A.H. (2002). Use of phage display to
identify novel peptides for targeted gene therapy. Methods in enzymology 346, 157-176.

WORMLEATON, S., KUZIO, J., and WINSTANLEY, D. (2003). The complete sequence of the
Adoxophyes orana granulovirus genome. Virology 311, 350-365.

XU, H., YAOQ, L., LU, S., and QI, Y. (2007). Host filamentous actin is associated with Heliothis
armigera single nucleopolyhedrosis virus (HaSNPV) nucleocapsid transport to the host
nucleus. Current microbiology 54, 199-206.

Yl, Y., HAHM, S.H., and LEE, K.H. (2005). Retroviral gene therapy: safety issues and possible
solutions. Current gene therapy 5, 25-35.

YOSHIDA, M., and HORINOUCHI, S. (1999). Trichostatin and leptomycin. Inhibition of histone
deacetylation and signal-dependent nuclear export. Ann N 'Y Acad Sci 886, 23-36.

ZHANG, C.X., MA, X.C., and GUO, Z.J. (2005). Comparison of the complete genome sequence
between C1 and G4 isolates of the Helicoverpa armigera single nucleocapsid
nucleopolyhedrovirus. Virology 333, 190-199.

ZHANG, Y., and REINBERG, D. (2001). Transcription regulation by histone methylation:
interplay between different covalent modifications of the core histone tails. Genes Dev 15,
2343-2360.

ZHAO, Z., ALAM, S., OPPENHEIM, R.W., PREVETTE, D.M., EVENSON, A., and
PARSADANIAN, A. (2004). Overexpression of glial cell line-derived neurotrophic factor
in the CNS rescues motoneurons from programmed cell death and promotes their long-term
survival following axotomy. Experimental neurology 190, 356-372.

ZHOU, J., and BLISSARD, G.W. (2008). Identification of a GP64 subdomain involved in receptor
binding by budded virions of the baculovirus Autographica californica multicapsid
nucleopolyhedrovirus. Journal of virology 82, 4449-4460.

ZUIDEMA, D., KLINGE-ROODE, E.C., VAN LENT, JW., and VLAK, J.M. (1989). Construction
and analysis of an Autographa californica nuclear polyhedrosis virus mutant lacking the
polyhedral envelope. Virology 173, 98-108.



XIl. ANEXOS

1. Diagrama de flujo de la construccion y mapas de los plasmidos generados en este
estudio
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Figura 14. Construccion del plasmido pBlueCMV. Un fragmento Hindlll/Smal proveniente del plasmido
pcDNAS3.1(+) (Invitrogene, Carlsbad, CA) fue clonado en el plasmido pBluescript SK+ (Stratagen) en los mismos
sitios, para producir pSKpoliA. Posteriormente, un fragmento EcoRI/BamHI proveniente de pSKpoliA fue clonado en
los sitios EcoRI/Bglll del plasmido pBlueBac 4.0 (Invitrogene, Carlsbad, CA) en orientacion opuesta al promotor de
polihedrina para generar pBB4PoliA. Finalmente, un fragmento Sall/EcoRI proveniente de pcDNA3.1(+), el cual
contienen el promotor temprano y en enhancer del citomegalovirus (CMV-IE), fue clonado en el plasmido pBB4PoliA
para generar el plasmido pBlueCMV (este plasmido contiene un sitio multiple de clonacion para incorporar cualquier
gen bajo el promotor de CMV-IE).



T
= ra =R

A=
Tl T
]
b B 110y
o
s 11
e
el oW
L e
"!hilﬂ
LT B
pEGFP-MI -
(Clontech) Kpnlidpal
HamdTl Nerl K. Beow
Semali 141
Xenali 159)
Sachi 48]
Kol ( 147}
1 Flamml i 1 38 Mool 273
gt :«Th,_q:' ] |,1: B s B
™" AR

EcakY' (3] —

/

e Hamm M| {1961 )
pBlueCMV-GFP TR
7510bp  CMVH Nhel(000)
Sach &S]

Mool D2x5)

(| ‘Ndel241m)
ORF [629

\
|I Spcli 2]
Mruli269])

\' Bz &=Ly
Sall(289T7)

Figura 15. Construccion del plasmido pBlueCMV-GFP. El plasmido pBlueCMV-GFP fue generado a través de
la clonacion de un fragmento BamHI/Notl, el cual contiene el gen de la proteina verde fluorescente gfp, proveniente
del plasmido pEGFP-N1 (Clontech, Palo Alto, CA), en los sitios Kpnl y Apal de pBlueCMV, tratando previamente
los insertos con el fragmento klenow de la ADN polimerasa.
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Figura 16. Construccion del plasmido pBlueFIt-GFP. El plasmido pBlueFIt-GFP, fue construido a través de la
clonacién de un fragmento BamHI/Hindlll de 1040 pb, proveniente del plasmido p(-748/+284) donado por el Dr.

Lewis (Morishita et al., 1995), en los sitios BgllI/Hindlll del plasmido pBlueCMV-GFP.
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Figura 17. Construccion del plasmido pBlueGfap-GFP. El plasmido pBlueGfap-GFP, fue generado primero
liberando un fragmento BamHI proveniente del plasmido pgfa2-nlacZ (Brenner et al., 1994) (donado por el Dr.
Segovia, Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del IPN, CINVESTAYV), posteriormente este fragmento
fue tratado con la enzima klenow y finalmente con la enzima Bglll para ser clonado en el plasmido pBlueCMV-
GFP previamente digerido con la enzima Hindlll, tratado con la enzima klenow y finalmente digerido con Bglll.



2. Produccion de baculovirus recombinantes

La produccion de baculovirus recombinantes se lleva a cabo de acuerdo a las indicaciones
proporcionadas en “Bac-N-Blue Transfection and Expression Guide™” (Invitrogen Carlsbad CA,
USA), con algunas modificaciones.

Todos los procedimientos se llevan a cabo en una campana de flujo laminar en condiciones de
esterilidad.

1.- Sembrar 1x10° células Sf9 o Sf21 de Spodoptera frugiperda (Invitrogen, San Diego, CA) en un
placa de cultivo celular de 35 mm utilizando medio Grace’s previamente suplementado con 10 %
(vol/vol) de suero fetal bovino, 1.0 % de yeastolate, 1.0 % de hidrolizado de lactaloumina y 1.0 %
de penicilina/streptomicina (Gibco, Grand Island, NY.) e incubarlas durante 15 min a 27 °C. Es
importante que las células sean tomadas de un cultivo de crecimiento en fase logaritmica (densidad
celular de entre 1.5x10°% a 2x10° células/mL)

2.- Para cada transfeccion preparar el ADN del plasmido de transferencia/ ADN Bac-N-Blue como
sigue:

Tubo A:

100 ul de medio Grace’s sin suplementar

1 pug de ADN del plasmido de transferencia

100 ng del ADN Bac-N-Blue (2 ul del contenido del vial proporcionado en el “kit™)
Mezclar con vortex durante 5 segundos.

Tubo B:

100 ul de medio Grace’s sin suplementar

*6 pl del reactivo de transfeccion “Cellfectin” (Invitrogen, Carlsbad CA, USA, Cat. No. 10362-010
*Es muy importante mezclar muy bien el reactivo “Cellfectin” antes de utilizarlo.

3.- Combinar el contenido del tubo B en el tubo A (volumen total aprox. 200 ul) y dejar incubar la
mezcla a temperatura ambiente durante 30-40 min (tiempos de incubacion mayores de 40 min
provoca una disminucion de la eficiencia de transfeccion.

4.- Lavar las células con 2 mL de medio Grace’s sin suplementar.

5.- Afadir la mezcla anterior a las células y agregar 300 pl mas de medio Grace’s sin suplementar.
Regresar las células a la incubadora a 27 °C durante 4-5 h.

6.- Agregar 1.5 mL de medio Grace’s suplementado, sellar la caja con parafilm y regresar a la
incubadora.

7.- Aproximadamente 96 h despues de la transfeccion, agregar el substrato 5-bromo-4-cloro-3-
indolyl-B-galactosido (X-gal) a una concentracion final de 150 pg/mL. Seguir incubando por un dia
mas. La aparicion de una coloracion azul sera la confirmacion de la produccién de baculovirus
recombinantes (“Stock” S1). En caso de ser positiva, seguir con el protocolo de purificacion
mediante el ensayo en placa.



3. Ensayo en placa

El siguiente protocolo puede ser utilizado ya sea para purificar las particulas virales o para titular el
“stock” viral de trabajo.

Material necesario:

Tubos estériles de 1.5 mL

Puntas estériles de 20 y 200 pl con filtro

Medio Grace’s suplementado

Solucidn esteéril de agarosa de bajo punto de fusion al 3.0 % en agua des-ionizada

X-gal (5mg/mL en dimetilformamida)

Placas de cultivo celular de 6 pozos

Pipetas estériles de 5y 10 mL

Todos los procedimientos se llevan a cabo en una campana de flujo laminar en condiciones de
esterilidad.

1.- Recuperar el sobrenadante del “Stock” S1 obtenido en la “produccion de baculovirus
recombinantes” y colocarlo en un tubo de 1.5 mL estéril, centrifugar el tubo a 5000 rpm en una
microcentrifuga durante 3 min a temperatura ambiente.

2.- En una placa de 6 pozos colocar 1.5-2x10° células Sf21 o Sf9 e incubarlas durante 15 min a 27
°C.

3.- En tubos de 1.5 mL llevar a cabo las siguientes diluciones:

Tubo 1 (Dilucién 10™): 450 pl de medio Grace’s completo + 50 ul del sobrenadante (“Stock” S1 o del “Stock” de
trabajo)
Tubo 2 (Dilucién 10?): 450 pl de medio Grace’s completo + 50 pl de la solucién del tubo 1
Tubo 3 (Dilucién 10®%): 450 pl de medio Grace’s completo + 50 pl de la solucién del tubo 2
Tubo 4 (Dilucién 10*): 450 pl de medio Grace’s completo + 50 pl de la solucién del tubo 3
Tubo 5 (Dilucién 10°): 450 pl de medio Grace’s completo + 50 pl de la solucién del tubo 4
Tubo 6 (Dilucién 10°): 450 pl de medio Grace’s completo + 50 pl de la solucién del tubo 5
Tubo 7 (Dilucién 107): 450 pl de medio Grace’s completo + 50 pl de la solucién del tubo 6
Tubo 8 (Dilucién 10®): 450 pl de medio Grace’s completo + 50 pl de la solucién del tubo 7
Mezclar bien y desechar 50 pl del contenido de este tubo.
Notas:
a) Cada tubo debera ser mezclado muy bien con ayuda de un vortex y se bebera utilizar
puntas con filtro.
b) Para la purificacion de los baculovirus recombinantes asi como para la titulacion del
“stock” de trabajo se recomienda utilizar las diluciones de 10° a 10°.
C) Para los “stocks” de baculovirus purificados mediante gradientes de sacarosa (ver
“purificacion de baculovirus recombinantes por gradientes de sacarosa’) se recomienda
utilizar 5 ul del “stock” y se utilizan las diluciones de 10 a 10°.

4.- Retirar el medio de las células y agregar a cada pozo una de las soluciones anteriores
comenzando por la de mayor dilucion.

5.- Incubar la placa durante 1 h a temperatura ambiente con agitacion suave.

6.- Preparar la agarosa de bajo punto de fusion como sigue:

Fundir la solucién de agarosa en microondas y dejarla enfriar a temperatura ambiente. Mezclar la
agarosa 1:1 (vol/vol) con medio Grace’s suplementado (se recomienda preparar 14 mL para una
placa de 6 pozos).



8.- Retirar la solucién viral de cada uno de los pozos y afiadir 2 mL/pozo de la solucion de
agarosa/medio Grace’s (la solucion de agarosa debera tener una temperatura aproximada de 40-
45°C).

9.- Dejar solidificar la agarosa a temperatura ambiente o alternativamente a 4 °C.

10.- Una vez que la agarosa se ha solidificado, se afiade a cada pozo 1 mL de medio Grace’s
suplementado y se sella la caja con parafilm.

11.- Aproximadamente 72 h después, se afiade el reactivo X-gal a una concentracion final de 150
Hg/mL a cada pozo. La placa se sella una vez mas con parafilm y se sigue incubando hasta la
aparicion de placas aisladas en las diluciones de 10° a 107

a) Para titular el “stock” viral se lleva a cabo el siguiente calculo:
UFP/mL=(1/dilucién) x #placas x (1/vol. tomado del “stock” en mL)

b) Para purificar los baculovirus recombinantes se extraen al menos 3 placas por separado con
ayuda de una punta de 1 mL con filtro y se reinfectan 3 mL de células de insecto previamente
diluidas a 2x10° células/mL en medio Grace’s y en frascos de cultivo celular T25. Posteriormente,
las células se incuban con agitacion constante de 100 rpm a 27 °C durante 4-5 dias (“Stock” S2). Al
termino de este tiempo las células deberan estar lisadas y se procede con el analisis por PCR de las
clonas recombinantes.



4. Purificacion del ADN gendmico viral

Soluciones requeridas:

Proteinasa K (5-10 mg/mL)

Phenol:Cloroformo (1:1)

Acetato de sodio (AcNa) 3 M

Glicdgeno (2 mg/mL)

20% de polietilenglicol (PEG) 8000 en 1 M de NaCl, para preparar 100 mL se mezclan 20 g de
PEG 8000 y 5.44 g de NaCl en 100 mL de agua desionizada y se esteriliza en el autoclave. La
solucion debera mezclarse por agitacion antes de utilizarse y se debera almacenar a 4 °C.

1.- En la campana de flujo laminar se toman 0.75 mL del “Stock” S2 de cada clona de baculovirus
recombinantes (ver “ensayo en placa”, punto 11 inciso b) y se colocan en un tubo de 1.5 mL,
posteriormente se centrifuga a 5000 rpm durante 3 min en una microcentrifuga y se coloca el
sobrenadante en un tubo limpio de 1.5 mL.

2.- Al tubo anterior se le agrega 0.75 mL de la solucion fria de PEG/NaCl, se mezcla por inversion
de 5 a 6 veces y se deja incubar en hielo durante 30 min.

3.- Los tubos se centrifugan en una microcentrifuga durante 10 min a la velocidad maxima.

4.- Se elimina el sobrenadante colocandolo en un recipiente con cloro. Se recomienda llevar a cabo
una centrifugacion méas de 2-3 min a fin de eliminar el exceso del sobrenadante.

5.- Se resuspende el sedimento agregando 100 pl de agua estéril. Es importante resuspender muy
bien el sedimento con ayuda de una pipeta.

6.- Adicionar 10 ul de proteinasa K (5-10 mg/ mL) e incubar durante 1 h a 37 °C.

7.- Extraer con 100 pl de la solucién de fenol:cloroformo (1:1), mezclar en vortex y centrifugar
durante de 2 min a velocidad maxima en una microcentrifuga. Se transfiere la fase acuosa (fase
superior) a un tubo limpio de 1.5 mL.

8.- Se precipita el ADN adicionando 10 pl de AcNa 3M, 5 ul de glucogeno y 250 ul de etanol al
100 %, se mezcla muy bien en vortex y se incuba a -20 °C al menos 1 h o 30 min a -70 °C.
Alternativamente, el ADN se puede almacenar de esta manera por largos periodos de tiempo.

9.- ElI ADN se recupera mediante centrifugacion a la velocidad maxima durante 15 min en una
microcentrifuga. Posteriormente, se agregan 0.5 mL de etanol al 70 % (no agitar) y se centrifuga a
la maxima velocidad durante 5 min.

10.- Se eliminan las trazas de alcohol con ayuda de una pipeta y con cuidado para no perder el
ADN. Los tubos se dejan secar a temperatura ambiente o alternativamente a 37 °C 0 en una
campana de flujo laminar.

11.- Finalmente, el ADN se resuspende en 30 ul de agua previamente esterilizada y se procede con
el analisis por PCR para confirmar la presencia del ADN insertado en el genoma viral. EI ADN se
almacena a 4 °C o por largos periodos de tiempo a -20 °C.



5. Concentracion de baculovirus recombinantes por gradientes de sacarosa

El siguiente protocolo es utilizado para la concentracién baculovirus recombinantes. El titulo
aproximado que se obtiene es de 1x10'°-1x10™ UFP/mL.

1.- En un matraz estéril de 1 L con tapa de rosca colocar de 400 a 500 mL de células Sf9 o Sf21 a
una densidad de 2x10° células/mL. Infectar las células a 0.1-2 MOI del stock de baculovirus
recombinante e incubar con agitacién a 100 rpm durante 5-7 dias o hasta que las células estén
completamente lisadas.

Nota: Es importante que las células provengan de un cultivo en fase logaritmica ya que el titulo del
virus disminuye considerablemente con células poco viables.

2.- Transferir el cultivo celular a un frasco de centrifuga de polipropileno previamente enfriado en
hielo y centrifugar el cultivo a 4000 rpm por 10 min a 4 °C en una centrifuga Sorvall o equivalente.

3.- Transferir el sobrenadante a tubos de ultracentrifuga Beckman y colectar los virus mediante
ultracentrifugacion a 24 000 rpm (Beckman, swing-out rotor SW28) durante 1.5 h a 4 °C. (Es
recomendable revisar el manual de usuario de la ultracentrifuga Beckman y del rotor SW28).

4.- Decantar el sobrenadante en un contenedor con cloro y agregar 2 mL de PBS a los tubos. Dejar
resuspender los virus a 4 °C durante toda la noche.

5.- Resuspender cuidadosamente los virus subiendo y bajando la solucion con ayuda de una pipeta
de 1 mL con filtro.

6.- Gradiente de sacarosa. Las soluciones de sacarosa deberan ser almacenadas y mantenidas a 4 °C.
En un tubo para ultracentrifuga (semejante al del paso 3) se colocan 9 mL de una solucion de
sacarosa al 50 % y con mucho cuidado, lentamente y por las paredes 9 mL de una solucion de
sacarosa al 10 %. El gradiente se utiliza dentro de los préximos 10 min.

7.- Sobre el gradiente se colocan las soluciones de virus/PBS obtenidas del paso 5 y se centrifuga
como en el paso 3.

8.- Al término del tiempo de centrifugacion, se recupera rapidamente el tubo evitando su agitacion y
se bebera observarse una banda color blanco entre las interfases la cual puede observarse mas
claramente sobre un fondo oscuro.

9.- Se recupera el virus con ayuda de una pipeta pasteur y se coloca en un tubo de ultracentrifuga
previamente pre-enfriado a 4 °C. Se agregan 28 mL de PBS y recupera el virus mediante
centrifugacion como en el paso 3.

10.- Se decanta el PBS en un contenedor con desinfectante y se resuspenden las particulas virales en
los restos de PBS durante toda la noche a 4 °C. (Nota: no trate de resuspender las particulas virales
de forma mecanica).

11.- El stock concentrado se almacena a 4 °C (No almacenar el virus a -20 °C).

12.- Proceda con la titulacion del virus como se indica en ensayo en placa.
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Backgroundd) Endoctedyl opl sre 3 wpel for pess therapy Secsaer ey pe erplcaned = 3
numibser of vabculsr diseasel. Recombinent bacwiowrss have emerged a5 novel gere defivery
vagsory. Howewer, there i no infarmaben asilabls eoncerning tha use of endotekal-ysolic
proesatEnl i ke ey of the b kot petoeme B e preseed oy, we ke genecibnd 2
reccrfaiy bty ovaru corrlaiing S buian 8- | prorsiber (Becl L TGP daiviig e eoperidais
of tha green Sygraicent proben. Transcriptioml gena tergecng wis arbpzed o siteo i drifgrant
mammalian cofl bsax and is vivo s adule ral cegingl vasculatere,

Rawlitne Gacfl [GFF evpliedd dhe hugha vl of emgerannce i e sndoched J cail ine BLIVEC-
ESET- 1, vimdar o those rescted by retombeans betdowrs cerpeg the CHV prosones (11T
ralitve o BacCHY-GFP, o 3 4}, Ieeressingly. BacFLT-GFP direcisd gl lesels of espressons in rac
ghama C6 and in human giablamoma CHI1E cally (14 78R and 47 B85 refstive o Bac CHY-GFP,
regaitony] Fotces deacetplse whibfor sch w betyraie of Wichoatatin & asFonced e
ranscrprorgy stbwey of both BacCFW-OFF and BT GIF Then o e atacly bapices
dacatylangn appasrs oo be  centra! mechaniem for the silencing of baculioein, irdependundy of
che promocer ublized lo v transcriptional @rgetieg s demonstrated in adub rac retinal
vastulsre by imryeineal delivery of BacfLT.GFP wnd immursshsnnchesmeil smEnivg sath won
ool microitopy of retnpl shcle mosnt obeaimed i 3 dap of Baoulowius mpeoDon ihowed
that mose GFP.aegrassing £olls lozaloed 03 tha imner imiting rembrane {ILM) and ganglon cel
layar [GCL) andd colocalipe with «fWF (MR n = [0 in blood weissli, confrming the endathakal
humcrppa of e wramadiaced caln

Conchasion) Tasen topethar, oer resdi indicane chat the restricied sspresyoe i sndocheisl ol
madiated by e At | pramover is nol alfecoed by the comaet of the batulavirus geroeme s

demanmrits e pomental of usiey Feclembinan baulowirus fee cranscriptional argeoed geee
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Local delivery of genes 1o vascular wall = & promising

b foar s premtimsen of & mumber af vascular s
dhers 1] As 2 enge oegan for peee wransfer, the vasoalsure
buae: prwedal wemigpar featuses wch a6 2 Lepr perlind e and
eary atvekibaliey. The mchisectuse of the nofmal weasd
wall i ielstively slmpbe consistiing of three main cell types
[endotheiial cel b, imooth musle cefls, amd fibroblases)
aned shwr ramagener prochisms oy be seoeied bocally o
athirve an auborire-paranine offea o is the Do -
sueamn for a sysemic effec, Within the vasculsiare,
endatbelial oolly sre the maln aeget for gene therapy
Berv e Wy e o lomarly seladead sl Jimeasd progess mich
a8 irflammation. sboosdoou. werme snd pulena-
nary hyperiensian, cercbrovasial ar disease. pnd  angss-
penesii-relaeed  dlisorders 1] Momower,  qumor
angiogenesis i crucial for che peogression amd measials
ol camier [I] Thesefose, musnes vadculas Lirge ing therapy
civald pepresent an effcriive theraperutin siEaEy o ap-
preas hath pamary mimor growth and nimon mctastass
-1

Wiral veriors have been med odensively in vasoolar geee
iransler; adencviral veoon being the mom onmmmonly
wsird system |3 Ohiber wecion spstems imdlsle adens-asio:
chabed sy (AAY) and bemtivial sectam (4] Although
thene whkors B dernonaiind the ranifes of proetic
masedial Tor it capiewsion in endoibefial celh the mais
limitadicns e associgied wiih inflammalory seactions
e dan the pre.esksting immuniiy io humsn vims (4,5 To
aslileraa i problemy b wse of cecombinant vinises of
m-h!- AR &S rhe Uemapy wocton o beem g
peuied i ],

Becenily. reoombinant baculovings dered mainky fram

calfewmsre maghiple nunclear polyvhedrosis wirs
[ACBAMIY] hawe emerged a8 5 meovel snd safer syaem o
teanaler genes for ins expression intn s wide varion of
mammalian oells |7] Since ehe firsg siadies made by o
dafferent powps. showing e shity of banuloving 1
wrarsdes poes iB mammalun ocf dereed rom hapatis
oaigin [8.9], the list of mammalian cells soscepuids 1o
iranadiucrion by ecombinani baoelovirus has incressed im
thwr Laa e e | 7).

Transcripnicnal wrgeting wang oellule s spocife reg-
uligary sequenies bus been demsanasrased as & poweral
stFitigy o resirlal jEne experision fo a panicular cell iype
i wervegs sy, imchading liver. smooth muscle and
Fvirart 10,1 1], Whoreower, isflaranon of bumoo et spe
tille promodens cam redior Towicmy. imcrease salery, and
I prose 1the therapeucic index [12,13)

The heames tanismmbean fe- lhe tyTosine hinass | Fii-
|Illmﬂmmmfﬂmwm”

D P oG CorVCn e TR

facuos (VECF) |14] Fli-1 Is espressed specifically in
endoibelem and i lsocky o pley @ sobe 6 lumor aegio
prowesian and embryenic vasoulanesson | 15] Sorrshi o
&, demansraved thst a 1-kb BEA fagioen of the 5
flanking sgion of buman -} gene (rogion from 748 o
X84 bp) i imnberd in endothelislipecfic pene dxpres
sion [14] 5o far. theiw is no mksmaton el oo
reming ithe use of enlochelial sguxific promoters in the
roniest off the hatulovirus gename. Furibermaore, only
e regenes, shuoned 10 this date in oo manacsiplional gene
Ierpriing by M ombonend haubovins

In ihls iy, we pmm & recambiman baculovirus
[BacFLT-GAP) montaining the Buman flb | prameoier drive
g i swpnenains oof the green Bucoesceni pralein [GHP)
arsl wvahsmoed abw maimenanor of endotbarliad-specils
gene expresshon alber in eie ansducion of diffesent
mammalian oell lrnes. We alys demonsaled in so iran:
sariptbonal Lisgrisng into he 1 etingl vasculinuee by
il uresronr sty e st deteeery ol
BacFL.T-GFT. Theee-dimensicnal [3-0] coenlocsl peoon-
sinuetion studies of retinas [om animals injecied with
Bax FLT-CFP shaserd fior the flest vime the silective wangel-
i 50 Tnbonad wrmerly o 2 Barwlowing veonor

Resulis

Tronsduction midepiibidy medlabed by recassbiaant

bt alavanat o mepemailan ceth

To oosmpare the srievtionty snad the ool of expression
mwidiwied by the ersdochilial specafic baral ovirus [ Bacf1T-
GFPL we genarwted a recombsinam bacilowins containing
a TH)-bp DMA frsgment of the gnamegaloving [ChV)
proanaact driving, e expeenbon of CFF [Figare 14) This
proamoler was selecied Becsase i drin bigh lorch of
experiakan it mammaluan cdlls Fom il e
We included (e immaoraligad bovine umbdlical wein
embothuelial oell hme BANWEC EBE7.1, whidh ewialns
cndoibelial ol charancintes asad b been wtilined 10
imverligane the artion of egulacny fanon of sl
endathstlium [17] The cells were trarsduced a a muhi-
pliciey of infeclen (MOM) all 100 0 ehe presence of
atmerne g oof 5 ol bapmywaee. & hinsome deas ey lase inhibitor
Th percemiage of CFF positive [CFPs ) orily ard the ey
of #upression, tepresensed by the mean fluonestence
imbensiny (MFT). were anafyerd 48 h alver iransduciion by
o cyrommenry. b0 all cmen muock-grarsduced cells (oells
treased wilh mrdivm slone aad butyrast) weerr undd
caneral lor background Mussmsommoe. bn i oxporimsns
perfosmed wiibsnum the addigion of baiyrase {Figure 1)
the heparocarcinoma cell lne Hepli2 was the maosi sus-
bl 1o eramsbuation, with §3.2 g 1 ¥ GFF positive
oxlls, followed by the ma glioma oell line Cb, 577 & 2 ¥
the hoviree winhilical vwein endochelial cell BMne BUVEC-
EGET-I, 24 2% @ 6.5%: the human embryenic kidney cell
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Trasduection tusonptidity medisted by BacCHY-GFF s mamsmalias oells. 109 cells were raesduced af a multiglic-
iy ol wscmign (PO of |08 wah BacCH-GIP o) Drgweing Posing e cassatts iorisre of Bac CFW-GFP. Schrevianors:
CHY, cpomegaioerus immedn dhy-tarty prossiiirhsder jrudessdes 455 o *108) EGFP, smnhanoed greensfaorescent

proten; BLHpS, bowine grossh hormone pody sderybnon tepance (b)) Reproiantitisg hatograra sbauned by fow cytoma-
wﬁnihmmmmmﬂmvtﬂiWﬁ“lmﬂ was galoulaned by wubrracong the
background obtaiied wih e tramsdured cuby (uee Fletbhed] Muarsesn 9 ihe it ey 10 e percertige of GFPs 06l &
sither the presence or absence of buryrane. *F < Q01, =P < Q0% =F2 2 waran (mly nan-areined wih bonyraoe. RS =
o signifcant. o) Levsels of exprassion of GAP snd anduciion et [isfeossed o6 e Sl b9 diiermemed by D aoean Tusris-
cance imematy in the preasnce or sbaence of butprare. Vakey sre mpgsa § 5D of b sdeparcdiant axparimants.
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line HEE-385, 194 & 7 9% and the rat insulimomma cell
ling HIN-mSF, 144 3 1.5%

Muodifeation of 1he accessibiling ol the transcription
machinery s gene promaten i ane of the underlying
miechanisma regulating gene enpresion in mammalian
calls | 1A]. Althsugle gveral mechanismes are invalved in
the regulation of ihis process, the siabas of (ke histore
striylalion/descerylation and D&A mahylason/demeih-
wlatiesn sew ms b be of major imponance | 18,19]. Peedous
prports have suggeiiid thal eplganaic pagulation soeiem to
i e Rassdecon effiiency meduted by recom-
Binand Baculowinss in mammalian cells (10.21]. There
bowr. ww wwslad the cells weib % mad bunyrae. which has
Berm il B0 BT IE TEAPSEERE expresaton by inhibiting
ther  obromann remodeling of hisone deaceryleses
(AMRAL ), whish ressls n o Bcreos of aEHEipienal
sitiwty of the piometen [17]. Teeament with butyroe
(Figuic 1ha) diameiially oopivstod the ogprommon m
plrmsrit &l ol Nirws, oxcepd on O o whkh there waa no
sgndlicamt diflepence from controd (L35 & 1 5% and 57 7
i 290 ol G pells For conerod amd bumyrae. respemivady.
Pa 724, A = 4). In SEFSEMENL D [HEVicEE IpoaT
|20,21], bevels af expression evalwased by ihe SF wree
imereased by addnion of buryrase [Figuss 1d). Pastsullacky,
thve el | lime RIP -0 F weas i st susocpaible o reactivar
lbaiy by srvrate (926 & 2 8-Fold) followed by BUVEC
BT, aiw] HEE-F93 cells {354 £ 33 and 101 & 3.6
fold. mespectively]. In an xiernpt 1o seactivate gene
eapeessinn by DA meibylazion inhibdiore, we meased the
eells with 5'aza-2'densyoyptidine [5azs-C] | 23] hensever
thre was mot a stgnificans ditferonoe between (he levels of
eAprriaknm radhed by comimal unieeated cells and preased
w8 s ol Faza-C [(data mot shown. These resilos
suggnl thal im theye oell limes including BUVEC: EGE? 1
cells, there = & sirong represson of the taNsgers Lpres-
sty munai ikely due ro kisione deacerylabon In oompirase,
Hepil.? amd U6 weze besa suscepuible vo reantivation (5% s
0% wnad 33 ¢ 06kl noyproively] mdicating that in
Hhrahia il | lusard hinbone deacetplainon Joes nost play  onidi

all vl im v vibemring the baoubrrne graoms

Hav Ll Eitd ul ¢ ST S Bt Boeieds FI | pomegla s derrin
ERFet Pt hal-Ap T e Eptiiag B e

We penerated 3 niove] seCostedunl hacalvdu il e
human -1 promesen driving the oxprossion of CFF [ R
FT-GFP, Figune 2a) 1o test s selecirity and cffsroncy &
1 vastwlar werior for pene therapy.

‘e first assessed the efficiency of vansduction and levels
of expressdon mediaed by BacFLT-GFP in ohe smmional
wed bovine wmbillcal ven endobelial o2l lae BUVELC
EBET-1 in the prosence of 5 mbd butyrate Analysls by flow
cyvomeeny 43 b afier sramsduction with BacFLT-GEF (MO
al 100] shawsd a large number of GEFs cells [0 W86, 1

g e #R0I0y| COMmeConten il e

h_ B O-OEP
0 BaFLT-GFP
Pad 187

Figura 1
mllmmm-ﬂ’lﬂ'i:mmmn
lll!l.'l'-ﬂl'!‘. (a) Dirawing showing che cassetie sonaciure
ol BacPLT.GFP. Abbreviations: hFi-1, pramaler isguents al
tha hueran (-1 gana [nucleatides -748 o + 204 bol: BGFP,
srhanoed grees-fisoresoent procein; BGHpA, bovine growth
L H-pldmwv.—'-u (b} {Laf pansl) Repre-
s iates Bistogram chrared by Row cynomerry 48 b aker
I—lmnn!mt E&ET- | cofls wech 100 PO of Baa-
FLT-GIF and § miM of unyrice. The parcentage af GFP+
cully m repoarted o che e, and waps caboulaced by mberact
o e Dciproeand From modh rasduced cells [iee Meeh-
i (Rl pirwll Lirewis of sxprwrpoe ciiqraed warck
EacCHV-GFP ard oL T-GFP i BUVECESET- | calla, rep-
FELENTRC R OF Bour Sl e et e B30 i)
Micin Musi i ancn stwmey (M) meamred 4 & ser trans.
duscraen sevth BacFLT-GFP retacsee 1o BacCFIV.GEP. Th par-
cencipe of GFP4 ool ore it shoes of anth b Cally
wira iransdused vwrth |00 =00 of BacFL T-GFP g [BacCIMY.
GFF D pre from four ndepesden esperemena & B0
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= d) vl bo et obtined with Bl VL [Figuer
Tl Mcaro. S i mob gl sns e s bt
the brwels of ouperson esiherd by BafLT-GFF nad Bac-
CRACHF it samne baCH [Fopuse b mghl pomel. F =
W7, m = 4] Semwber el werr obainend by Macklin o
ol whah sombenant sdmovesl Wilod (DRLURNSRE
the e prommonrs enguincr pooducrd aveh of epea-
s compal dhid 8o theiid rvoled by b6 Sdrfovine fof-

the ORIV in hesmas usmbslgsl ven

Wi mevl afabymod bevels of capaeiiin in fo oo il
it w0 cvalume m sure ool ageesafarey | Fypuie B] Samor
ther wiffsirncy of gone sramider diffon amomg ol oyp, the
vy ol esperiidond Lo SIFT) B it ool Bahe abiin s
meabipard] wsnang RacCsVAGIT @y puratie §omieod

Ther highew bevel of eppression wish BRadfLT-CFF wan
obwerwnd in BUAVEC E8E7.1 odlls (112 & 1% selaane 1o
BactCWVLEF, 8 = 4) imporamaly, the lovch of cupeeiisan
wernr wrwrerly ivduded i othel non-ondothelial o g
imhading Hopl}, HIKISY and RINmST For ovample,
P wmpersinn in BnpdR orlls wes omby § 03 5 0 3% ol
vhisl wbissned wirh Baod ADCEP. demoaiarsting the bow
srvhaty of M- 1 promoses i sos-endebelial odlls | Fgae
e lunhermore, BacFLTGIP produced high bewels of
cxpreivion n the g plicana O snd if the husman gliob
Lapucrmg CHILS orlls [M.78 g 4.6, 47 86 5 T B4, poapio-
thwrly] b apecment wigh oo desulie, Fli-1 and KIDR
otk revepaory Tor VEGE) have been iabemtified om mabig-
mmni vl froen human CYE, oo, prostae cancer and in
el lsnes dertved From dhess wmons | 15,23 Fanhermsane,
TR seudies of Of amd CH2 15 orlls shiowed high levels
af caperasbon of dhe Fli-) rerepion mRMA [daw oo
ibyian )

I mamemary, these resulis indicaie bt ik -1 promoser
relaing ns rapscnplionl selecvivity imthe oomen of b
wl e gen cme 1 i,

mudirlad by recombnoni |be ulovius cantaining the
buman Fii-1 promestsr

Tor analyee wheiler HOALC inhsbitors can also imgeamse
recombvinan  baoulowins-redismed  geme  expression
ursder the conaral af fls | promoser, BLUVEC E&ET 1 oells
witle ianiduoed wich RacFUTAGEP g an SO ol 100 kn the
presence of diffesent congentrations of buyrate o TSk
(Figaré Ha). The FPs cells and bFl weie examined by
Mo oty 48 b pas iransductian . Trestmenl with
osh HEAC kil ors dlvarly smproved gena oxpression
in terms of GFF oells in 8 dose-dependent manrser [Fig:-
ure %2} The number of CFF+ cells was incerased from
8, 64% in unireased candrol cells 1o 78.25% in cells weaied

Qe aghogy ) cEmcoienlAl LA

stk |5 mal busysls Butyvale imhibits HDAC byt alsa
han & namber of unerlsed ofocs |22 To desermine
whteribey b imhibition of histone dearylaison was the
MDY Com e b0 e Ehanced LF P eqpremon, oells were
weased wnl TSA, which s 4 mese powent and seleceve
-ﬁudm|ﬂ|m#m
MR CLPYERAON, b 3 ot P el AR, ki
b oem 15 B9 i vt coatnal ol B 51 04%
CFPs b ol twated wigh 50 asd TSA [Figes Lo sght
prarwrdl]| hhﬁ_m-m:h-dh

of et capdeuseed bfted et il Bolyi bl o8 TS
i, by wd il [y S [ Flgiminr 38 ). Thee it g Beweell
ool nalacrion wis 81 68 fold and 61 69-00ld lor |5 mA
Eastynade ansd 50 sl TS seapeestmdy. 'Ihlr-u'r-:uq-
nfwem  Jiferenaen = 3 Hl OV ETMFIEOREL
e 5 amadl 10 el o boryrae or 15 amd B0k of TSA
[Fguee Labj) Highey ronoewmatons of baryrase of TSA
sdmmisuraasd for 45 B amulied of e cER 1 LiTEo 0o
wighle sl rmsmaltun dwalnstid ey Urypn bl ouolsison

‘W perioemaed iresisens arssadertsoma in BUNTC-E&ET-]
orlls wsingg vhe ransier plaseid pEueFLT-GAP | s ke
odi], s desevmmine whevher the banaloving genome 5
imvobved in e silenaing of gene exprendon |Figare 3c)
Teansleonod Gelli tested with burynase o TSA did ol
v ary Eagifalant seaNivation of pord CyeRInR COMm-
pared with wnitesied comard aelh unang, thes comsind
ewen 8 the highes bearyrase or TSA comoonanstsoor sesaed
ki Enidy

Thetedmre. all ihris setults demodslrale R ki
expleisian medistcd by inombkinen baulovinn oo
Rainkng the humen 16| promioses iy onenond by the adadi-
giown gl HDAC snhibwinss. snd gher svrsl penosme or protens.
ooupled vo the DMA from the vine are imphicased in the

smlencng of gene expresseon, sinoe mo effen of HIAC
inkiibaors was observed whien the onpnal plassid wsed

sy (e effert of HDAC imhititon wa indaponden of
tha Pees prrcamobery awid

gene cupreiion medisted by BEaFIT-CFF i etained o
s, wi arledtad Uhic oy e @ Langt cugan for pene didivery
B a0 s & clased pystem chearly sepasaied from the s
temi circulation. faciliating the defivery of the veomor
Farthermare, ik blood retimal barmier [BRE) separmes the
complement) | I7). These charaoeniszic & pamicalardy wel-

Page §iod 12
Pl AT (PO SRR G TSR L)



Wioingy Jownal 2007, 48

:

M)

TSA (ribd)
B

LY

BiaiTilede' 3 @wiivin

FERLT

|

Figura 1

c Fgsnag
!}‘ TR 3 [F]
1) i§
=@ w5 am
E L |
5 oaem Huop H
L 03
Errrr; ¢ .

hilp Dwww rology) comicontentii JBE

o1 5 #0 1 @ %0 5 30 &0
Bajtyrate |rkd| THA jrid}

Fogrisal
@ 1 5 w0 0o
Butpiahi (mkA) THA M|

Effern of libene daacotylase inlibitar @ the sipression msdiated by BatFLTGFP (5] Represestabren hislogrims
abmnad by Now cptomesry 48 h afoer treedduction ol BLWVEC-CEET-1 cully wach 100 MO al BacFL TG gl oreabed wethy

P rEEEnE DencenirEtiom [shows in o figure] of ucprae o ickoace & [T58). The

of GHP2 pgls (5omn

Faide freen rectanglal o reported o e inkets, 168 we cslrubred by subtracteg the beckgrosnd rom moch sramdueoed
caln. (B Fo% inducoor in GFF seprecocn mmad sied by BaclLT GIP wach morsanng comosariragiesn, of bagprane or TRA (0]
Fobal ivvilgad woines i Do il el OF (00 iy mrprpdea il (il meiths phoip 19 inicile polisemed pllia L T O s MlytPsdi) e Treaed

el S b corseesranorn, of busprase o TSA mmh#mtm MG = non wpeeficant.

ewant o hasulovens gene wansber. since complemen bus
beem cearly implested i the inaoivaion all in ew
spplied ecombinam baoalovinus |23] Modeover, wans
T EXpEEAkOn in ral relina after ivtravioead delivary of
pvaishinanl Baculoviras has bsen previowsly demsan-
siraledl, showing that viral panicles are able o diffuse
through the wirsous body reaching the relina, with mas-
mal GFI expression 2-3 days afver injenion |29,50]
Hized o1 thewr comuidersdioms, G mecialaen of vimus
[ RacFLT 2] woluiion comceniraied by wlivs cnirdhags
L Jappuosimaicly 1 = 107 plague forming wssiis [ M)
ol wits) et b | o0 wehicle 23 2 comarod weese sngecied snso
the veireoms «viiny of tan oves. Theee dovs. after v mpe
o ther v e v el anad the renras e quikly
demerred, Flamd, smd sralymnd by Flucrnescence marosoegy
uiehig & KPP filees sei Iniravitnesl deflivery ol Wil pansele

el in SLTONE repoder gene espieation, with most
CEFP-papressing oells almoay exclunieely bocalwed sn che
imner hmiting warmbiane [1M] aned ganglion cell layer
[GCLY. I pddier do duccesalully lclenisly ihe phemotyps ol
the CFMs cells, we pricmed immurohsischemical
stabnirg showang thal mosl GFP-expressing cells {70%. n
= 10} react with anvbodies o ihe esdothelial speafic
BT Ty 13]'. IF.ﬂ.ll'l' abaeid |1:'hF|I'ﬂ'||.ﬁ.E whee
endothelial phenctyps of e in ime iraemsdusord ol In
comnarast. comirnd ewey impeied wath echale alone did nod
shwoeer oA wprall fos G | Pepuee 40 g)

T bambeer confiem chat owr baosloving seowoi was dnving
CFP eapression in ensdoahelial cells, we perdformed crdi
merional confocal recossiructicns of tinal seccions
from comnbned afd BacFUT-LFP oreddnd animals. Figuee 4
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s pepad © WG jred) s GFF green Bocresopnee

ary-lkee wrucmones (b whine ne

Liegiaes ih €, o, ] cbtared froem (e BP0t @ ST all whin rectangie meris trom B 1 GOenoCe Thnes-00me fiaondl recomebn ud tor
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[red) wikhin characierstn bessd sevesl soracmires. | he coloca kzation
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of CFT" expression. Bload sl wese mai only recognized
for their momphology, but also by immanoassaying with a
TRITC-coupled anti: VW antibody (shown in ced). Addi-
viomal file 1 iustraies ihe theee-dimensional reconsorus-
e [rotaving sesaeli] ohialsed with retinas frem mesk-
injected animals amid animals injected with BacFLUT-GFE,
Thuie s sherws the selective labeling of Blood veaeds, or
pearticng of ihem with dur secom binang baculovirus.

Dincumaien

In thet pevseml stidy. we harer demorsarased char revom-
Bimal baulovieu contsning the 1-kb regon from ke
Tuprruprs Bi-1 prossotes o able b drve: an TPl g
LaTEeting o varsd A i sire o e setinal vaiculatyee The
irmmierialwed hevsna wrndsils sl vwom onddovhelial oell fane
BUNWECEGET: | amd oo mo-enadastfuelial ocll mypes 1o
O, Heplal, MEKFY, BINmSF) wene sascepribde 10 Bac-
CRV-GFP weion-medianed gere iramsfer. OF i oell Bines
axphornd, the highesi levels of expression wese obsenad
wilh the hepaioeacinoma cell line HepGl, a8 phoviously
reparied |89 In sgeedmsin with the results recently pubs
lished hy Wasg o al, we also demorsirate chal ran glioma
cell lime 6 is Bighly sscepiible o transduction [= 0%
FP+] by this recombinani baculovings |32).

Is aedaditieen, ouwr pesuhs show char the endorhelial cell lane
BUVEL EGET | appeared 1o bt igee susoeptible 1o wans
dwcimon dhun il human cscEomaendothelial cell like
EOW- i, on wibiac s 2 0% oofl chee ol wiene tranaduced a0 &
SECH of DY Sawcl diffesences coubd be die o dilfleens
ansnalitions in which the verors wene tiened |11

Thr mawirpubilny of wansduion demonstaind in RN
m ¥ ol cormoaboraes the esuft obsereed by Ma # al,
in which pamcrestic et oells were effciently transduced
by eecombinani Baculovines carmping a conscnsct shmilss
wn the one peponied here [34).

Bevemible acerylaion of the listione il by haisne seemy:
lases [HATS) hisene deacsiylases [HDACS) is o al the
beeat poadied posiransaticonal medifications of hilsanas,
ca e lalieg wiith TransFipticnal airabon/eepression. W
e i hewee that the treaiment of cells with hsnerate.
an bisione descenylese inhibaor enharced the trinsarip-
usrunl ovwiry mnasdianed by bty B TR CFT ox BarPLT-
CFF Howewer. hiscne Eypertscitylstion & one of many
olluler dhonges it by bestyraty Therefone, o oo
e wharthend o sortylation m imvoleed 6 deRER-
ait aof B Pt snprroysioey, wor alee dopied the justesd b
wrbritive WAL mhabisor. TEA. To dase 17 husinan geses
have bseen idendified enoodirg MIDACE 10 al thess e
mambers of so-called clase | and 10, are inbvibeird by T4
|35] Trearmem winh TS4 wantiales GIP expression

hiitg erwe werciogy] corrrcartentid g

mmardasisred by RicFLT-CFF & oosfhorntostiomm s low m 10
nhd, anad masimal Fets weis albwerneed a1 S0 N, oo
wponding i & avsnoentisisan 1L fokd smaber than ibe
comcenivaiban of matyrale giilized 1o reach simmdlar effedts
(81 6&fald and &) 60-fFold for 15 mb buiyrase and S0
ik TRA, respecinely ). To deermine whether DMA meth
wlatsan | slss implicared in baralevins silencing, 5'ara
. whibeh |n knowm s Inerfere with the prooess of T
melbylation, was added 10 4 concenirstion of 25 uM
alang ar bn eombdnation with batyrate or TSR We did nal
ohsers & tgnifcant increase of ransgene expression with
Vaga-C [daia mol shown). Therefore, DRA meibivlaion
e niot agepead 1o play am imposras rale i haculovines:
maliated gene rrarafer silencing. e gonee, hissops
dearrrglamnn ippeant b b o prrermal mechansam fed
e ifeg Bl oknjardemily of ibe promotnt o
the prrer wtilisnd (wr haer obsoned) eeactvstsos of bt
Rl s wer with butvrete or mchosagm & o el data
rsinl. hvimern )

Thereloee cur resichis sugpest an gnariation betwern the
episcmal banslosirus DMA and mammakisn hmones w
reseihle nisliasomes, & recently published work dem-
caslraled the association between the eplaamal sdens-
anwiniia b viray (AAY] wecior genome and the acenylased
hisione HE [34]. Thus, a simdlar mechanism may direcy
the promoter and wansgene-independent sibercing of
recashimant baoulowsines absereed b

Althwugh we do not know the mact mecbaniaming by
i b TA, o barryrase neactivanes tranage ne e, it
w posashle than nechear spatial possisning can inlberae
thr lewrds. of exprenteon ofdered in the susmemalion oelis
warsduced by BaclWV-GFF 08 BecPLT-CFP. Rrpoasson-
ing of bamukwing prasmse sfser HDACH inhiwnon &
RonTar i W ang curmenthy exphoring

& pumber of repons have shimwn thst il sequences
inchuding viral regulatory elemsnas cam imerdere with het
eralogous promovers used 10 drive iransgene expression
and may impair gissst-spiific oy IndusilEe rargens
epresslion  |37-39), Chir data demonime thar the
ersricled expression in endothelial cells medised by the
-1 promoter is not affected by the conten af b baoale-
virus penome or by the mechanlsms of silencing. since
BacFLT CFP evoked the highest bevwls of expression in
BLVEC-EGET-T {112 & & 15 selailve oo BacCUV-CFP, 0 =
4L comspasned e the otbat ool limes. Inneresanghy. we have
elssissd ot GFF copremion i BUWVEC-ESET-1 uiing
D A of BacFLT-CAT aned peevicas studir Boer
ibommy thal endothelul odli {Safialaied with foom-
binami adenorine reguised M0 of S0 o sihacer womilar
Vevelks of expression im HUVIE s HIVEC [24]
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W fosol sidwiniLihr of ingravisioun Mipecon, B onder D
analyee an pwsa endioiberbpl ey il e exgdnason maedh -
aved by RacFLT-GPP oo e Setins] wasogletgnr Chat
resilts shose than the magority of GF ool wore found st
the imner limding membrang [ILW)} and ganglan ol
lwper [GELY. a someswhal expedied result since these te
sructures are in claser apposiilon 1o the area of injectian
itk wizneous). Conaistert wich this finding, VEGFRE anid
VECFRY mBrA and Fle | protgis bave been localed 6
il iy muchear amd| in she gaaglicn ool layer of the ray
sy LA 1]

By immunshimochemiial apinmg with the wen Wilks
beand faoor [vWF), we demonsmed by flucsesormoe
miconscapy end thiee-dlimensanal confocal amabeues ths
mast of the GFP positive oells are labeled with ihis
ond catltl iall cell specilic marker, and kalize in blood ves-
s, whowing the specificity af gene expression fe vim,

e b ohaeroed digey LI F fluomescence in reglmg ol s e
srarduced with Bp ) TP even i cthe abssmcs of Bii-
sone deacerylase mbnbaom ths b peobebly dus 1o the
itfang exprepsion driven by the homan Th-] prosbe,
which can oweroome e wlmong offen of bk
digcvty lases.

Transgene expression in retina after inaraviveous bedy
injermon of roombinini baoslovirus has been peeviously
doramentnd |19) By chis study, a ecoenbinang baoalosi-
i carybog CFI andt ikt conenol of ChV promaler wis
wwhernimaly mproied. dnushiing in widespread tansgine
expresEon N e ool orslolhelnom kenn. i st
inner nachear Ly, COL and reomal prgmeest sl ol
|RPE]. Unlike the previcusly mensicesd study, the
endochelbam-selec ive expeessian observed in o peschs
ariginanes [rom the use af te human f- | prometer,

Concluslan

I sasrmemiary, e siuily imsdivates than specilic gars expres:
150 i thie sisarulan erdlocheliom mediawd by ihe buman
-1 pocsrestes m rrummed w0 e comtion of U baculowvirus
e Howrwet, s Sekvilion of trargeis cipdn-
sicn by hmioar draiciylis inhdsiion sxh o TSA o
bustyrale, sapgen ihat Barulining perome fenms & chre-
matin-like stiraciire sssembled into padeosomes shier the
viral genome |8 delivered imie mammalisn oells. Furume
expertments will sclidress che nase of the proteine tha
affecy ke sidemeing of banulovins secam in mammalian
ceflbs. Finally, this scudy peceides the prool of principle of
baculerrins madiaad gene ranafer 1o eralethelial oetls in
gy it puibdiltvility of uming this féx o B
barulevirus fix Lingeind peee expeessoon ko the netenal
vasog lature

il N B DOMZDR e

Hathads

Casstruction of trenefer plasmidy

PRt TN gy proerated 48 follows, briefly a Fisdile
Semal 0.1 kb fragment from peDiss 500+ ) (Inviogen,
i the Bovine Crosal Hoseone wor meserisd) ina Bl
Smal digesmed pRlurSorgn [« ) | Soramgene. La lolls, CA] 1o
produce pBSpalyd, A fragmem  EoolT-BamMl o
pESpalyd was dloned i Ball-Bglll sives of pBhicha: 4.0
| leviirogene. Sam Dlega, CAJ i e apposise arionialn
i the polvhedrin pioscter 0 prodece pHRdpalvA
Finally. a Sall-EcoRl 933 bp fragmena which coniales ihe
CAY was bgared ipse Sl FooRl snes of pABYpolyA 1o
et pllecCAY This plismed was desigred o con.
Laih & el cloneng U B iPdetl a8y @ [P under e
contial CAY peomoted. The sl plmend pBlusd A1V
GFI v comirucied by Bigation of 2 frapment Seebl-
tel T30 pb containing the coding regon GIF (om
pEGEP-NI [Clonwech, Falo Alu, CA) into the Kpel-Apal
sites of the pRMECMY by Blung end ligition, The mansfer
plasmid phleefLT-GFF was constracend by cloming a
BumMHI-Hindl1l 10 kb fragmeinl containing the haman
fmn-lilr pyposine kinude-1 peomater [WFLT-1 pramsotsr,
srpeen emenading Bosm - 743 (o - 284) From the plasmid
pl-Fasf« 280 [ 16] kinaily prowsded by Dr. Assilves Riher
{Universicy of Claspow, Clagpow, LK) o Sgil)-Flesdl
sies af pBlesrCAY G, The comen shpermor of each
cransfir plasenicls were confirmeed By DA sequending

Praductisn af racambinand Gaculowvinm

The recomblsanl baoalovirus BacCMVAGIT and BacPLT-
CHP, were generated by usang the Bac-N-Blue Transfection
Bl accorfing 60 the manafscnrers instmic loms [ Invioo.
e Carhibald, CA ) aned wese plage-parified pwice before 1o
Latpe-ate prodecnoa. To prcgugabs the hacubovins 5F
insert oelly wore inlecsed (2 = 105l a1 8 mshipliciey of
infection af 0.1 and the vinmey were pardfed s follost
culsure supernaianss weee harvesied a1 & days sher indec
tion and cells debris was removsd by oenivifugation a
GO0t g dor 13 min an 4°C. The supemsianis sbazined
wernit Lilered by plagque sxsay on 509 insecn cells, sosd m
4*C and wsid Jed i wilre experiments, |6 the expetimenis
fior gere wraraied bs v, mecombanamd baoilevious wure
oomrentratdd by ulirmvnsrifiogabon in 3 SWIE meor
[Beckman] st 7000 pam for &0 men. suspended in
prheci i allered aline [PRS] sned kiled om 10 5%
|wnjvol) sucrose gradiens, and wn wlescemnisged
27,00 rpim Far B0 men. The vina band wes collesed gand
iluted in 198 and wis unizacentinfuged o 27,000 spm for
150 min i WIS raior The vinus pellen was resspended
in B8 snd gilers were detenmined an absove devcribed.
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LV cultvre drd tranadius tian with redambmss]
baculowirumn
Ikt 500 [ Spodepiera frugipend) cells were obstained fram
Invidragen [San Diegs, CA) and were groem in Grace's
media [Sigma, 81 Loks, MO | ceniaining 10% [volfvol)
af heas-inaciwated Tetal howine serum {FBS) (Invitrogen,
Crand [shand, &%), 1 0% of lamalbumin bydrolysae,
1.0% yeassolate, penicillin (100 LWml]}, sorepramgcin
1100 Ll | and D 1% {vedfvel) plusoaic F-63 (Invicregen,
Goand hland, ®¥) Mammalian odl G inchading
o [Heplsl. HEE. PRI s tha vl ol limes (T8, BIN-
@3] e pasichaied bosm Amarican Type Culture Col
lermion (ATUL) The mmortalived bovine ummbial v
endotivelial ol Hse BUNVEC-EGET-1. wan prown an poevi-
ously reported | 17] The homan glioblaaosma oell e
CHIE5, wap peovided by A Curiersez-Lopez. [Ismnins
Macanal de Bebahilnacon, Mexico, DUE). All oells were
maimained v Dulbecco's modified Eagle's medium
(DAAEM, Sigme 81 Louls, 8O} while EIN-m3F were
mairdained im APME 1648 mediom (Frvitogen, Carlshad,
CAL Al culoures were sapplemented with 109 of heats
inacvwated  feal  bowine  semam [FBS]  [Inviirogen,
Carlsbaul, CA), ghoamire 2 med, 1% of anahiction asd
ncishated 5g 370 with 5% D0, e hemidily conboelled
noghsier { WUAIRE. Plymouth, M) Diffeeeni ol lises
ware tewabed with oo cembsinand bocohoinus under similie
comdimons. Tha ey Berlaos irpnaduction, celly se e sedied
a1 o 10 puw wwll i sm-wel] plees umder conditiens
alvirer drsoribsed. The nea diry the mediumn wan srmowed.
replaced walh vanss noduhem dilused e D RER
mard i || e rogen, Carbhad, CA) b wickd rmalaphiobes
of infection indicased in the figuse legends and inaubuted
duming 4 h @1 37°C. The inooslum was ihen roplaced by 2
ml @l fresh madivm with or withowt sodiom beryrais ar
irlckstatin A (T3A) (Sigmea, 50 Louis, MO} & diffesent
concenimibons above irdicaved. Celly were analyeed for
wipeemion by fluarescence microscopy and Fluares:
cenee actlvated cell soning [FACS) was performed 48 h
poal Eranaduction

Trasmitial FANIfectces &epements
BUAVECERET. | cells (2.5 « BOF) wene tramsbocied vtk 2.5
g of thee wanafer ploamis pElueFLT-GFP [se consbna-
e od Whnafer plasmidy | ping [ipaole Lirniest pius | Ins-
mropra, Carhihad, ICA) scosding 1o the manulicmrers
shlmslans. Al transierion oells e trrstnd with, dil-
Eprrml comirnirations of sncdhiuen buryrate of TRA snad iher
levels ol GFP expression were anabyaed 48 b sl iransfor-
viom by PACE

Fluareicenie-actrated Cell Sarting

The percemage of wansduced (G ) amd mean fuons-
cenee inensity [MF) was assened by fow oylomemy
(FACSCalibur, BD Bicsciences]. Linireaied colls wirs wwind
1 gl i ihe number of GEMs cells and nsan Mooemcemce

T (e TTICYY COFYCOmeedM 1R

imtenmty | 10,000 cvenndsanple]. Aoguinitin asd srsby
winof FACK daa were perionmed wsing CellChuse wltwase
(EL Biasclenees, Malo Ao, CA)

Amdmaly

Anbmal care snd vestmen were accomding io the ARV
“Statemenl fog the Use af Animals in Ophihalmes and
Vilom Hesearch * pale Wistar rans [200-250 g) we e anes
ihsrieed with 70% keiamine!30% splazioe [1 plfg bosdy
weight | p ) for ineraviseal injeaion of recambinang bac:
ulerrisia

In wivn Gars Tromefer

Fow o wove wvin el delpeery. maos woere anestbat o, s Chirin
s wrre periorned with 2 I9-gage patecdle 0 inaem &
mmicroryringe [ Hamihon Beso, BV) 10l of the viareous
Inndy wene euttaed, immsedistely sl thin 10 @ | appeoa
imarly | » 18" PR of viral partichod) of roooembsnas b
wlwmnm o welvicle [PES] weerr injecied indo the vilseous
i iEy

Lmimu

Three days afuer the vines injeetion, the rais were sacrificed
arsd the retinas were quickly disseaied amnd Flsed in 4%
paralormaldehyde-PBS [pH =« 7.4) far & Bous and chen
placed (s L0 pecrase for 3 houwrs, D6 sucreee far av-
rilght, amad 3% wocrose for 3 daye. The tlissr was then
embedded v optimal owting emperaiung (BCT] com-
pownd [Tissoe-Tek: Salura Finawh, Torramce, CAL and
srrnoned i 17 pm Raiesd wetoes wene blocked [0.05%
Trios X-100, 15 BEA prad I‘.Hﬁl}.ﬂb’hﬂu“m
[ T 4] Mawi, the socilond weid sl ol
with an aniihody appmm von Willoheand Latod (DVafly
Labsormomics. South San Francecn, CA ] whisdh spocifically
sldirs emdochelial celi. Retinsd sctioms were wahed and
insubased with a rabshin anti-goat TIRITC conjugaied anai-
body (Sama-Aldrch LISA, 1:100] and 4" 6-diamemne-2-
phemplincdole [DAM: Veor Labs] wis added 1o Libed
nuclei, Immurafuosescenie libseling was obssroed under
a miouscape equipped with histesinoe illamanation
{maodel Bxen; Olympus, Lake Susoess, HY).)

Canfaca! micraitofy died iage deqssvalition

Conforal eaperimanis were performed in 2 FY1OOD
[ Diyregem, lapan]. GFP Bucercemde was chiaised afer
mwizing the wemples wrth A48 nan aeed wading the lyones-
ovmae 28 0 nen_ For the detecion of TRITC the excstation
wprelenpih wan 554wl emniaion wan oollened a0 576
nm. Ermages weeee digitiend snd evalomed wirh Dmoge Pro-
Flus 5.1 sofware |dedia Cybernensrs. Sam Duegn, CA)
Blood wesk! poomthortion win achieved by perionming
optical §lses of reting imenimti ieken 003 pm i i s
o abot 30 images. All images were abitained fram g min-
irnum of 2 slices fram at beas 2 diffsent amimals,
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Image siacks of 3 images obiained al B3 am intervals
were decorwobved using Autodebhue-X-G-CF sofivare
[Mtedia Cybernenis, Inc. Silwer Spang, M. AN images
were backgound subuscied prioe o decanvelunion,
Three-dimensional projecions were perfommed wih
IrnagesPron Plus w6 [Media Cybernetes, Ine. Silver Spring.
M), Movies showing rowasing bmagss wire prodisded
with Adobe Meemnier Proe ©5F (Adobe Systoms Incomo
ratedd. Bar jose, T4,

Seaphical snalyiia

Al dars were analyeed using the MedCale Software | Frank
Sohaonjans, Belgliem ) by unpaleed Soudens's e and are
wlirn ik veran & alanssnd deviatian (S0, Dhila i oois-
wclire] significamt whin P < D05, Al sxpeiments e
perfommed in briplicave ard e peatid an st beast ibeee inde

pendent accasions.

Carm intaraits
The suthe]s] diclane than thisy have mo competing inses.
LilE]

Auchors’ contribwtlons

oA carmsed ot che producieon of rerombinaen baosbow .
rus. the experimenis i wen, immunohisiochemisiry and
drafied 1he manuscript. OC designed and supervised the i
wia soudlies and data analyses. JA& camied oul the wins
imprction and data anslyses, LY conceivid the study snd
designed several of the expeiments and complise the
manuscripl. All authos read and apgooved the final mean-
STl
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